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Abreviaturas.
Ac — Anticuerpo.
Ag — Antigeno.
ANDEVA — Andlisis de varianza entre grupos. (Analysis Of Variance ANOVA)
APC- Células presentadoras de antigeno.
BSA- Albumina sérica bovina (Bovine Serum Albumin).
CTLs CD8+ - Linfocitos T citotoxicos tipo CD8+
Da- Dalton
DA- dopamino mesocorticolimbica.
DCs- Células Dendriticas.
CD- Antigenos de diferenciacion (cluster of differentiation)
ELISA - Ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas (Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay).
FDA- Administracién de alimentos y farmacos de los Estados Unidos de América
(Food and Drugs Administration).
g- Gravedades
HLA- Antigeno para leucocitos humanos (Human Leukocyte Antigen).
HRP- Enzima Perdxidasa de Rabano.
IL-1 — Interleucina 1.
MHC- Complejo principal de histocompatibilidad (Major Histocompatibility
Complex).

M-TT — Morfina -Toxoide Tetanico.
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nm- Nanometro .

NAC- Nucleo accumbens

OPD - Orto Fenildiamina. (Orto PhenilDiamine).

PAMPs — Patrones Moleculares Asociados a Patégenos (Pathogen Associated
Molecular Patterns).

PFCx- Corteza prefrontal

TNF — Factores de necrosis tumoral (Tumor Necrosis Factors).

TH CDA4+ - Células T cooperadores tipo CD4+

TLRs - Receptores Toll (Toll Like Receptors)

VTA- Area ventral tegmental.
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l.- Resumen.
Actualmente el uso de drogas de abuso como la cocaina, heroina y morfina asi
como drogas licitas como el tabaco y el alcohol, representan un problema grave de
salud publica, tanto por propiciar conductas socialmente negativas como, por la
cantidad de recursos econOmicos destinados a el tratamiento y rehabilitacion de

las personas con dichos problemas de adiccion.

Es por esto que se ha tenido la necesidad de contar con diversas alternativas para
el tratamiento y rehabilitacion de este padecimiento, que sean susceptibles de ser
aplicadas en un futuro junto con los tratamientos convencionales actualmente

utilizados.

Por lo que el contar con un equipo interdisciplinario que desarrolle adecuadamente
este tipo de terapias es fundamental, este es el caso de el desarrollo de la vacuna
morfina- toxoide tetanico que se ha desarrollado con la finalidad de contribuir en
un futuro a la rehabilitacion de personas con problemas de adiccion a los
opiaceos especificamente la morfina y la heroina. Actualmente el desarrollo de
este tipo de vacuna se encuentra en fase pre-clinica, y asi la participacion de
diversos profesionales de diferentes areas de conocimiento se hace necesaria, el
Médico Veterinario Zootecnista tiene un papel fundamental en el desarrollo de este
tipo de investigaciones, participando activamente desde el uso, mantenimiento,
salud y bienestar de los animales de laboratorio apegandose a la normatividad

aplicable hasta la participacion en la evaluacion de los componentes de la vacuna.
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De este modo el siguiente trabajo de investigacion centra su atencion en la
evaluacion de diferentes concentraciones del hidroxido de aluminio usado como
adyuvante en la formulacion de la vacuna morfina-toxoide tetanico y asi

establecer la formulacion es la que induce la mejor respuesta inmunogénica en el

modelo animal utilizado.
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2.- Introduccion
2.1.- Antecedentes historicos de la vacunacion.

A lo largo de la historia el hombre ha intentado encontrar una forma eficaz de
protegerse de las enfermedades infecciosas, este fue el caso del pueblo chino
quienes practicaban la variolizacion alrededor del siglo X, dicha técnica consistia
en inocular el virus de la viruela de un enfermo a una persona susceptible,
sometiendo ademas, las pustulas variolosas y el almizcle, a un proceso de

ahumado con el propésito de disminuir su virulencia.

Sin embargo fue hasta 1796 durante la propagacion de una epidemia de viruela en
Europa, cuando el médico Inglés, Edward Jenner observé que las recolectoras de
leche adquirian ocasionalmente una infeccion por viruela de vaca, por el contacto
continuo con las ubres y las lesiones producidas por la infeccién; este contacto
ayudaba a que posteriormente las recolectoras de leche no enfermaran con la
viruela humana. Por lo tanto extrajo pus de una pustula de una ordefiadora que
habia contraido la viruela de su vaca lechera, y el 14 de mayo de 1796 inoculé a
un joven llamado James Phipps, el cual no habia padecido la afeccion y a raiz de

tal experimento dicho joven quedé inmunizado.

Hasta 1880 fue cuando Louis Pasteur establecié las bases de la vacunacion
moderna, asi como la vacunacion con cepas atenuadas de Pasteurella multocida,
bacteria causante del célera aviar. Esta misma técnica es la que posteriormente le

permitio desarrollar adecuadamente las vacunas de antrax y rabia, esta ultima fue



http://es.wikipedia.org/wiki/Viruela
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probada en un nifio, Joseph Meister, el cual fue mordido por un perro rabioso. El
tratamiento tuvo un éxito absoluto, el nifio se recuperé de las heridas y nunca

desarrollé la rabia.®

Asi a lo largo de los siglos XIX, XX y XXI se han desarrollado tanto vacunas como
técnicas de vacunacion que han permitido ahorrar el tratamiento de enfermedades
infecciosas asi como disminuir la incidencia de estas en varios sectores de la

poblacién por lo que la vacunacion ha sido un gran avance en la salud publica.

2.2.- Productos biolégicos, inmunégenos y vacunas.

De acuerdo a la FDA (Food and Drug Administration), se define como “Producto
Bioldgico” cualquier virus, suero terapéutico, toxina, antitoxina o producto analogo;

aplicable a la prevencion o tratamiento de enfermedades humanas y veterinarias.

Y de acuerdo a su finalidad se les puede clasificar como profilacticos y
terapéuticos.

Dentro del grupo de los productos biologicos profilacticos se encuentran:

1. Vacunas e inmundégenos

2. Calostro fresco, liofilizado o congelado

3. Sueros hiperinmunes

4. vy globulinas

Las vacunas e inmundégenos se utilizan para prevenir enfermedades ya que

promueven la inmunidad activa por el contrario el calostro, sueros hiperinmunes y
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y globulinas proveen una inmunidad pasiva por lo que cada inmundgeno
promovera un tipo de respuesta inmunitaria determinada.

Por esta razOn es necesario conocer el tipo de respuesta que se generara al
administrar un inmundogeno o vacuna, asi como las caracteristicas de cada uno de
los inmundgenos o vacunas a utilizar.

Los inmundgenos se pueden clasificar de acuerdo a su origen:

-Vacunas conjugadas

- Vacunas de virus activo

- Vacunas de virus inactivado

- Vacunas de bacterias vivas

- Bacterinas

- Toxoides

- Inmundégenos de subunidades

- Inmundégenos de proteinas recombinantes

- Vacunas de ADN

Por lo que las vacunas son productos biol6gicos que estimulan el sistema
inmunitario del organismo al que se le administre, generando una respuesta y

memoria inmunitaria.
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2.3 - Mecanismos y elementos necesarios para la generacion de la respuesta

inmune de tipo humoral por parte de las vacunas.

Para entender que es y cOmo se genera la respuesta inmune de tipo humoral
definiremos primeramente a la inmunidad pasiva y activa. Se entiende por
inmunidad pasiva a la transferencia de inmunoglobulinas o anticuerpos de un
individuo a otro. Esta puede ocurrir en forma natural, cuando se transfieren
anticuerpos a través de la placenta de madre a hijo o por medio del calostro asi
como artificialmente con anticuerpos de origen diferente al individuo, este tipo de
transferencia de inmunoglobulinas se utiliza generalmente cuando no hay tiempo
de que el individuo genere una respuesta inmune de tipo humoral en poco tiempo,
este tipo de inmunidad no desarrolla memoria pues no activa la proliferacion de

linfocito B ni linfocitos Th. *

La inmunidad activa es el tipo de inmunidad en donde los linfocitos B y T son
sensibilizados por un antigeno, y por lo tanto ayudardn a montar una respuesta
inmune futura mucho mas répida, contra el antigeno al que fueron previamente
sensibilizados, ademas de conferir una proteccién prolongada. Al igual que en la
inmunidad pasiva existen dos vias de adquisicion de inmunizacion activa: la
inmunidad activa natural, que es cuando el organismo ha sido expuesto a un
patdbgeno natural y desarrollo una respuesta inmune primaria ademas de la

sensibilizacion de los linfocitos y la inmunizacién activa adquirida o artificial es
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cuando se administra en forma de vacuna o inmunogeno un antigeno o patégeno

para sensibilizar a organismo que se le administre. *

Durante la vacunacion, al igual que cuando ocurre una infeccion por algin
microorganismo patdgeno, se requiere que el organismo monte una respuesta
inflamatoria en el sitio de inoculacion. Para que posteriormente se desarrolle una
respuesta inmune ya sea de tipo humoral o celular dependiendo del la vacuna o

inmunégeno usado. °

La inmunidad humoral, tiene la capacidad de reconocer y eliminar de manera
selectiva a microorganismos y moléculas extrafias especificas. Teniendo las

siguientes caracteristicas:

e Especificidad antigénica
e Diversidad

e Memoria inmunitaria

La inmunidad adaptativa no es independiente de la inmunidad innata. Las células
fagociticas que son cruciales en la respuesta de inmunidad inespecifica participan
de modo estrecho en la activacion de la reaccion inmunitaria especifica. Una vez
que se ha desarrollado una reaccion inflamatoria, aparecen mediadores solubles
que atraen células del sistema inmunitario. A su vez la respuesta inmunitaria sirve

para regular la intensidad de la reacci6n inflamatoria. °
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El sistema inmunitario requiere dicha interaccion, especificamente de la
cooperacion entre linfocitos y células presentadoras de antigeno asi como algunos
elementos necesarios para la generacion de la inmunidad tipo humoral, entre los

cuales encontramos:

a) Antigenos:

Los antigenos son sustancias de procedencia exdgena o endd-gena que resulta
extrafia al organismo. Puede ser especificamente unida por un anticuerpo (Ac) o
por un receptor de célula T (TCR), pero no necesariamente genera una respuesta
inmune, los antigenos deben de contar con algunas caracteristicas propias para
poder establecer una adecuada respuesta inmune tales como la inmunogenicidad

y la antigenicidad.

La inmunogenicidad, es la capacidad para inducir una respuesta inmunitaria
humoral o mediada por células. A la sustancia que activa una reaccién inmunitaria
especifica suele llamarsele antigeno, pero es mas apropiado denominarle
inmundgeno. Por otro lado la antigenicidad es la capacidad para combinarse de
forma especifica con los productos finales ya sean anticuerpos especificos o
receptores de superficie celular. Si bien todas las moléculas que tienen
inmunogenicidad también poseen antigenicidad, no sucede lo contrario. Algunas
moléculas de bajo peso molecular, llamadas haptenos, son antigénicas pero no
son lo suficientemente complejas como para inducir por si mismas, una reaccion

inmunitaria especifica.
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Dentro de los inmundogenos las proteinas son los inmundgenos mas potentes y los
polisacaridos ocupan el segundo lugar, sin embargo los lipidos, los acidos
nucleicos de un agente infeccioso casi nunca son inmundgenos a menos que

forme complejos con proteinas 6 polisacaridos.

Gran parte de la capacidad inmunogenica de un antigeno estd dada por las
siguientes 4 propiedades: alteridad, tamafio molecular, composicién y complejidad
guimica, ademéas de la capacidad para procesarse y presentarse con una

molécula del MHC en la superficie de una célula presentadora de antigeno. °

Alteridad: es la capacidad para identificar una molécula como ajena, acompafada
de la tolerancia a lo propio es decir la ausencia de respuesta especifica a los
anfigenos propios. Gran parte de la capacidad para tolerar antigenos propios
surge durante el desarrollo de los linfocitos, en el transcurso del cual se exponen
linfocitos inmaduros a componentes propios. Los antigenos que no fueron
expuestos a los linfocitos inmaduros durante este periodo critico pueden ser
reconocidos posteriormente como ajenos por el sistema inmune cuando se
introduce un antigeno en un organismo, su grado de inmunogenicidad dependera
de su grado de alteridad, que por lo general esta ligada al grado de distancia

filogenética entre dos especies.’

Tamafo molecular: esta correlacionado al grado de inmunogenicidad que

presente, esto es, los inmundégenos mas activos poseen casi siempre una masa
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molecular de 100 000 Daltones o mas. Por lo general las sustancias de 5 000 a 10

000 Da. Son malos inmundégenos.

Composicion y complejidad quimica: el tamafio y la alteridad por si mismos no son
suficientes para que una molécula sea inmundégena, se requiere otras dos
propiedades que son, la complejidad y composicion del antigeno. Es decir los
polimeros compuestos de un aminodcido o un azucar simple carecen de
inmunogenicidad sin importar cual sea su tamafio, sin embargo un polimero
compuesto de diferentes aminoacidos y azucares tiende a ser mucho mas

inmundgenicas.

Cuando los antigenos son complejos o de estructura muy grande los linfocitos T y
B no los reconocen por completo, en cambio reconocen fragmentos muy
pequefios denominados determinantes antigénicos o epitopos. Estos son regiones
activas, inmunologicamente, dentro del antigeno. Aunque las células B pueden
reconocer un epitopo aislado las células T, Unicamente identifican un epitopo
cuando se relaciona con una molécula de MHC ya sea una célula presentadora de

antigeno o una célula alterada.

La inmunidad humoral producida por linfocitos B reconoce solo epitopos externos
por el contrario los linfocitos T reconocen epitopos proteinicos que se muestran
junto con las moléculas del MHC en células propias, incluidas las células

tumorales e infectadas por virus. °
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b) Células presentadoras de antigeno, linfocitos y procesamiento de

antigeno.

Puesto que todas las células que expresan moléculas de MHC clase | y clase Il
pueden presentar péptidos a las células T, en sentido estricto todas deberian
denominarse células presentadoras de antigeno. Sin embargo, por convencién las
células que muestran péptidos relacionados con moléculas de MHC clase Il a las

células Ty, CD4 se conocen como células presentadoras de antigeno o APC.

Tres tipos de células se clasifican como células presentadoras de antigeno

profesionales: dendriticas, macréfagos y células B.

Estas células se distinguen por dos propiedades:

-Expresan moléculas de MHC Il en sus membranas.

-Son capaces de llevar una sefal coestimuladora que es necesaria para la

activacion de un linfocito Ty .’

El mecanismo por el cual las células presentadoras de antigeno procesan los
antigenos es por fagocitosis después muestran una parte de dicho antigeno en su
membrana unido a una molécula de MHC Il. La célula Ty reconoce el complejo
antigeno. MHC 1l en la membrana de la célula presentadora de antigeno e
interactta con €l. En seguida se emite una sefial coestimuladora adicional por la

célula presentadora de antigeno, que conduce a la activacion de él linfocito T.
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Células dendriticas: este tipo de células son presentadoras profesionales de
antigeno, lo que quiere decir que su funcidén principal es procesar y presentar
antigenos, dentro de las células dendriticas existen dos tipos de células las
interdigitantes y las foliculares, la diferencia entre estas ademas de su morfologia
es que la células dendriticas interdigitantes se localizan principalmente debajo de
la dermis y las células dendriticas foliculares solo en la zona folicular de los

ndédulos linfaticos.

Otro tipo de célula presentadora de antigeno son los linfocitos los cuales circulan
en la sangre y sistema linfatico, estos se producen en la medula 6sea por el
proceso de hematopoyesis, y residen en diversos organos linfoides. Debido a que
producen y muestran receptores de superficie celular llamados TCR que unen
antigeno, los linfocitos median los atributos inmunolégicos definidores de
especificidad, diversidad, memoria y auto reconocimiento. Dentro de las células
llamadas linfocitos existen varios tipos y subtipos, pero para fines de la tesis se

usara la clasificacién de linfocitos Ty B.’

Linfocitos B: una vez que han madurado dentro de la medula ésea, los linfocitos B
la abandonan y cada linfocito expresa un receptor de union de antigeno BCR
anico en su membrana, que es un anticuerpo unido a la membrana de la célula.
Cuando un linfocito B virgen o que nunca ha estado en contacto con un antigeno,
halla por primera vez el antigeno que corresponde a su anticuerpo unido a la

membrana, la union del antigeno al anticuerpo da lugar a que la célula se divida y
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su progenie se diferencie en linfocitos B de memoria y linfocitos B efectores o

células plasmaticas.

Las células B de memoria tienen un periodo de vida mas prolongado que las
células B virgenes y expresan el mismo tipo de receptor en membrana que la
célula B original. Por el contrario las células B efectoras o plasmaticas casi no
tienen unido a su membrana anticuerpo al contrario de esto lo producen en forma
gue puedan secretarlo, estas moléculas efectoras constituyen la mayor parte de la

inmunidad de tipo humoral.

Linfocitos T: al igual que los linfocitos B los linfocitos T también se generan en la
medula 6sea pero a diferencia de las células B estos migran a la glandula timo
para madurar. Durante su maduracién en el timo los linfocitos T expresan en su
membrana una molécula de unién de antigeno, la cual se llama receptor de la
célula T. Al contrario de los anticuerpos unidos a la membrana en las células B,
gue pueden reconocer antigenos aislados. Los receptores de la célula T
Gnicamente pueden identificar antigenos unidos a proteinas de membrana celular

llamadas moléculas del complejo principal de histocompatibilidad o MHC.”

c) Complejo Principal de Histocompatibilidad.

El complejo principal de histocompatibilidad es un conjunto de genes dispuestos

dentro de una tira larga de DNA ubicadas en el cromosoma 17 en ratones.
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Estos genes codifican para glucoproteinas unidas a la membrana de diferentes
tipos de células y funcionan como moléculas presentadoras de antigeno muy

especializadas que forman complejos con péptidos antigénicos.

Existen dos tipos principales de MHC el MHC | y MHC 11.°

d) Interaccién MHC-APC.

Cuando un linfocito T no sensibilizado encuentra un antigeno combinado con una
molécula de MHC en una célula, la célula T prolifera y se diferencia en célula T de
memoria y varias células T efectoras. Dentro de los linfocitos T existen dos
subpoblaciones de linfocitos: los linfocitos T colaboradores (Ty) y los linfocitos T
citotéxicos (T.). Las células T colaboradoras y citotdéxicas pueden diferenciarse
entre si por el tipo de receptor glicoproteinico que presenten en su membrana. Las
células Ty suelen presentar en su membrana la glicoproteina llamada CD4
mientras que los linfocitos T, presentan la glicoproteina de tipo CD8. Una vez que
la célula T, reconoce un complejo de antigeno-MHC Il e interactian con él, se
activa la célula y se convierte en una célula efectora que secreta varios tipos de
factores de comunicacion y diferenciacion celular Illamadas citocinas. Las
citocinas secretadas tienen una funcién importante en la activacion de células B,
células T., macrofagos y varios tipos celulares que intervienen en la reaccién

inmunitaria. ©
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Bajo la influencia de las citocinas secretadas por los linfocitos Ty, los linfocitos T,
que reconocen un antigeno-MHC | prolifera y se diferencia hacia una célula

efectora llamada linfocito T citotoxico CTL.

e) Procesamiento y presentacion de antigenos y generacion de respuesta

inmune de tipo humoral.

Para procesar los antigenos que se mostraran en el MHC clase | y Il se utilizan
dos vias de procesamiento, dependiendo de la procedencia del antigeno, para
eliminar los antigenos intracelulares se utiliza la via citosoélica y se presenta en las
membranas de células con MHC clase |, para los antigenos exégenos se utiliza la

via endocitica y se presenta en la membrana con receptores del tipo MHC II.

Una vez que los antigenos exdgenos son fagocitados por macrofagos y células
dendriticas, se degradan en péptidos dentro de compartimientos de las vias
endociticas de procesamiento. Este proceso requiere entre 1 a 3 horas en varios
compartimentos llamados lisosomas para ser presentado finalmente en la

superficie celular en forma de complejo péptido-MHC 11.°

2.4.- Adyuvantes.

Los adyuvantes son compuestos que pueden aumentar y/o modular la
inmunogenicidad intrinseca de un antigeno y provocar una mayor respuesta
inmune de larga duracion. Durante los dltimos 80 afios los

adyuvantes se han utilizado en estudios experimentales, pero debido a varias
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deficiencias de la mayoria de estos compuestos, los adyuvantes de aluminio son

los que se usan en la clinica habitual.®

El desarrollo de los adyuvantes, desde su introduccion inicial se ha basado tanto
en la observacion empirica, hasta la aplicacion de un disefio experimental basado
en el analisis del sistema inmune. Esto ha llevado a la necesidad de la
identificacion de criterios racionales para la seleccion de formulaciones basadas
en principios solidos de seguridad inmunologica de las vacunas para uso humano
y veterinario. Aunque muchos de los mecanismos de adyuvantes se han
dilucidado, comparaciones significativas entre los diferentes adyuvantes a menudo
no son predictivos de la seguridad, los efectos de los adyuvantes, o eficacia de la

vacuna. 8

Actualmente se ha creado un compendio que muestra ejemplos de mas de 75

adyuvantes disponibles al cual se puede tener acceso via electrénica. °

Entre las ventajas que podemos encontrar en el uso de adyuvantes estan las

siguientes:

e potenciar la inmunogenicidad de antigenos.

e reduccion de la cantidad de antigeno y del nUmero de reinmunizaciones
requeridas para proveer una inmunidad protectora.

e permitir el uso de vacunas dirigidas a incrementar la respuesta inmune a

nivel de mucosas.
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a) Clasificacion de adyuvantes

La clasificacion de los adyuvantes ha sido obstaculizada debido a la diversidad de
adyuvantes, su diferente actividad biologica o por la similitud en su mecanismo de
accion, sin embargo se les puede clasificar de acuerdo a su fuente de origen,

mecanismos de accién y propiedades fisicoquimicas™

e Su origen:

Mineral

Emulsiones oleosas
Bacterianos
Vegetales
Polimeros sintéticos

Citocinas y vitaminas

e Su mecanismo de accion:

Inflamatorios

Retardadores

Co-estimuladores.

Los adyuvantes inflamatorios promueven una reaccion inflamatoria en el sitio de
aplicacion del bioldgico. Esto favorecera que el inmundgeno sea captado por

células dendriticas 0 macrofagos y asi ser presentado a los linfocitos.
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Los adyuvantes retardadores, promueven una liberacion lenta del inmundgeno
para favorecer una respuesta de larga duracion. Los adyuvantes retardadores

pueden formar un granuloma en el sitio de aplicacion.

Los adyuvantes co-estimuladores son los que pueden modificar la actividad de los
linfocitos para favorecer un determinado tipo de respuesta inmunitaria. Los
adyuvantes co-estimuladores pueden estar combinados con el inmundgeno o ser
aplicados paralelamente. Como ejemplo tenemos a las citocinas como el la
interleucina 2 (IL-2) o el interferén y (IFN y), los cuales promoveran la activacién
del sistema inmunitario o de la fagocitosis respectivamente. Otro nmunomodulador

es la vitamina D3, la cual promueve la sintesis de

Otra clasificacion de acuerdo a su mecanismo de accion es la siguiente:

e Adyuvantes tipo A

La mayoria de los adyuvantes tipos A desarrollados recientemente tienen un
mecanismo de accion especifico, por ejemplo, monofosforil lipido A (MPL), el cual
actua por la activacion de APC y la activacion de la secrecion de citocinas como la
IL-12.

e Adyuvantes tipo B
Este tipo de adyuvantes interactian con las células presentadoras de antigeno
APC de manera inespecifica y su principal efecto es crear un deposito en el sitio

de inoculacién y amplificar la sefal.
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Este tipo de adyuvantes son los que tienen un mayor uso en la clinica y

preparacion de vacunas actualmente, por ejemplo el hidréxido de aluminio.

e Adyuvantes tipo C

Por ultimo los adyuvantes tipos C. Su modo de funcionamiento se basa en una
mejora de la sefiales mediante la interaccion con las moléculas co-estimuladoras
secretadas por las APC. No ha habido esfuerzos para introducir el tipo C
adyuvantes en la practica clinica. Un ejemplo conocido es el TGN1412, un
superagonista  anti- CD28 con anticuerpos monoclonales que estimula
directamente las células T, previsto originalmente para el tratamiento de Leucemia
linfocitica cronica y la artritis reumatoide, que se aplico a 6 pacientes inscritos en
fase clinica del estudio. Poco después de la aplicacion a todos los pacientes
necesitan atencion intensiva debido a un choque cardiovascular y el sindrome de

dificultad respiratoria aguda causada por la liberacion excesiva de citocinas.

b) Via deinoculaciéon de los adyuvantes.

La aplicacion intraperitoneal, intramuscular, intradermal, subcutanea 0 en la
mucosa oral dependera de la caracteristica de la vacuna, el antigeno usado y del
adyuvante. Mientras que, la aplicacion intraperitoneal y la via subcutanea causa la

produccion de IgM, IgG y / o anticuerpos IgE. La ruta de la mucosa (por ejemplo,
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intranasal u oral) es preferentemente utilizada para obtener anticuerpos IgA.
Aunque actualmente la via intramuscular es la mas utilizada, algunos tipos de

vacunas responderian mejor a la aplicacion intradérmica.

c) Adyuvantes compuestos por aluminio.

Los adyuvantes compuestos por aluminio son los mas usados en la industria
farmacéutica actual ya sea en forma de hidréxido de aluminio Al (OH)3, fosfato de
aluminio Al (PO)4 y alumbre (KAl (S0O4)2:12H20). Como adyuvante en la
formulaciéon de diversas vacunas esta regulado por The US Food and Drug
Administration, la cual limita la cantidad de aluminio en productos bioldgicos, como

las vacunas, la cual tiene un rango de 0,85 a 0.125 mg / dosis.

d) Propiedades fisico-quimicas del hidroxido de aluminio, fosfato de

aluminio y alumbre.

El hidréxido de aluminio es una sal cristalina que esta cargada positivamente tiene
un punto isoeléctrico igual a 11. El fosfato de aluminio es un hidroxifosfato de
aluminio amorfo que tiene carga negativa a pH fisiolégico. El alumbre es un
hidroxido de aluminio que contiene algunos aniones sulfato y aniones que se
utiizan en el bufer, a menudo fosfato. Dos métodos han sido utilizados
comunmente para preparar vacunas con adyuvante de aluminio. Un método

implica la adicibn de una solucion de alumbre a un antigeno para crear un
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precipitado de aluminato de proteinas, estos productos se denominan vacunas
alumbre precipitado. El segundo método consiste en la adiciéon de un antigeno al

hidréxido de aluminio pre-formado o fosfato de aluminio. **

e) Mecanismos de accion del hidroxido de aluminio.

Debido a que los adyuvantes que contienen aluminio son los Unicos aprobados
para el uso humano, se ha dedicado una enorme cantidad de estudios para poder
determinar y esclarecer su mecanismo de accién, a pesar de esto no se ha
determinado el mecanismo exacto por el cual establecen y potencian el efecto
inmunogenico de las vacunas. Sin embargo se ha llegado a la conclusion de que

los siguientes puntos intervienen en su mecanismo de accién: *?

» Formacion de un depdsito con el antigeno en el tejido o sitio de inoculacion, para
prolongar su presentacion.
* Facilita la presentacién y estimulaciéon de APCs

* Activacion del complemento y estimulacion de macrofagos y linfocitos.

e Efecto de depdsito

La formacion de un depdsito 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 hidréxido de aluminio
estimula la respuesta inmune. Después de su inoculacion toma alrededor de tres

dias después de la administracién para que lleguen nuevamente mas células
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mononucleares. La retencion del antigeno por este periodo de tiempo, deberia
facilitar la captacion y presentacion 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 continlen estando adsorbidos después de la administracion,
mientras que los antigenos que se adsorbieron mediante fuerzas electrostaticas
son diluidos rapidamente una vez que entraron en contacto con el liquido
intersticial. No obstante, algunos antigenos que se liberaron pueden volver a
quedar 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 la difusion del antigeno desde el sitio de administracion, para permitir la

captaciéon de los antigenos por medio de la entrada de las APCs.

e Estimulacion de APCs.

Las vacunas se administran comunmente por inyeccion dentro del musculo
esquelético o tejido subcutaneo. Aunque la iniciacidon de la respuesta inmune
ocurre en los nodulos 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
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sitio de inyeccidon 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 nodulos linfaticos depende en la capacidad de adsorciéon del adyuvante
empleado.

Las células dendriticas también juegan un papel importante durante el transporte
del antigeno a los nddulos linfaticos asi como en la activacion y presentacion del
antigeno ante las células T no activadas antigenas especificas. Las células
dendriticas inmaduras son altamente eficientes en capturar y captar antigenos a
sus receptores, mediante fagocitosis. Una vez que las células dendriticas captan
al antigeno en presencia de sefiales estimulatorias, las células dendriticas migran
a los nodulos 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 sefiales coestimuladoras, dirigiendo asi la apropiada diferenciacién de
las células T efectoras. Los adyuvantes derivados de aluminio facilitan la habilidad
de las células dendriticas para activar a las 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 con el incremento en la expresion de
moléculas coestimuladoras. ©

Debido a la eficiente activacion de las células dendriticas por moléculas

microbianas via Receptores Toll (TLRs), es muy probable que la mayoria de los
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productos microbianos actien como potentes adyuvantes. Probablemente, los
adyuvantes derivados de aluminio no actien via TLR, debido a que el hidréxido de
aluminio fue un adyuvante efectivo en ratones que carecian de MyD-88, una
molécula que facilita el sefialamiento del mecanismo de activaciéon para TLR™,
también cabe sefalar que la naturaleza de sal mineral que presenta el hidroxido
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, que los monocitos activados con toxoide tetanico en
solucién. ( Lo que correlaciona con un incremento en la captacién 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 ym de diametro y
por ende pueden ser mas eficientemente captadas por medio de fagocitosis que
los antigenos en solucion. El hidroxido de aluminio incrementa la expresion del
MHC Il y cierta cantidad de moléculas coestimuladoras de monocitos que se
encuentran dentro del torrente sanguineo, acompafiado por un incremento en
MRNA que expresa para IL-4 y un incremento de IL-1, TNF e IL-6. La mayoria de
estos monocitos se diferenciaron en células dendriticas, como lo indic6 su
morfologia y el incremento en la expresion de CD83, un marcador de células
dendriticas maduras. La neutralizacion de IL-4 y la reduccion de los linfocitos T

CD4+ abolieron el incremento de MHC Il en las células monociticas, lo que sugiere
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que el efecto del hidroxido 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 administrar
este adyuvante de forma intramuscular causa dafio en el tejido y necrosis de
algunas fibras de musculo esquelético, la necrosis celular libera mediadores que

ayudan a activar a las células dendriticas. *2

e Estimulacion de larespuestainmune de tipo humoral por

adyuvantes derivados del hidroxido de aluminio.

La activacion del sistema inmune puede dirigirse hacia dos tipos de respuestas. La
respuesta inmune célular que se caracteriza por la expresion de IFN-y; la
respuesta inmune humoral que es una respuesta mediada principalmente por
anticuerpos, caracterizada por la expresion de IL-4, IL-5 e IL-13. Se sabe que los
adyuvantes ejercen una fuerte influencia en el tipo de respuesta inmune que se
sigue en un esquema de vacunacion, por lo tanto el hidroxido de aluminio estimula
selectivamente la respuesta inmune de tipo Il

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. Las
células dendriticas aparecen para facilitar el transporte del antigeno desde el

punto de inyeccion a las células T de los nédulos linfaticos e instruir a las células T
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cooperadoras CD4+ para que se diferencien en células efectoras TH1l(que se
caracterizan por la secrecion de IFN-y) o TH2 (que secretan IL-4 e IL-5). La IL-12
juega un papel importante en la estimulacion de la diferenciacion de las células
TH1 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-12 estimularon pobremente
la diferenciacién de las células T CD4+ hacia células TH1. En usencia de IL-12,
las células dendriticas pueden inducir la diferenciacion de las células TH2. 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 interfiri6 con el efecto
adyuvante del hidréxido de aluminio y no afecté la diferenciacién de las células
TH2 al continuar la secrecién de IL-5. Sin embargo, en ausencia de IL-4, el
hidroxido de aluminio induce anticuerpos IgG2a especificos para antigenos y la
secrecion de IFN-y por medio de células T lo que sefiald la iniciacion de una
clasica respuesta inmune de tipo 1. ES por eso que se considera a la IL-4
indispensable 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-12 por las células dendriticas. **
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[l.- Antecedentes.
2.1- Antecedentes del desarrollo de vacunas anti-morfina.

La idea de poder crear una vacuna que inhibiera selectivamente los efectos de los
opiaceos fue propuesta por Bonese y colaboradores en 1989 2" En esta
publicacion se demostr6 que la respuesta mantenida por este opioide fue
selectivamente abolida después de la inmunizacion activa con la vacuna
conjugada morfina-6-hemissucinil-BSA (M-6-H-BSA), mismo que se administro en
monos Rhesus entrenados para auto administrarse heroina. Se han realizado
numerosas investigaciones en cuanto a vacunas anti morfina, sin embargo en
todos estos nuevos modelos se ha utilizado como acarreador BSA o KLH
proteinas que no se encuentran aprobadas por la FDA para su uso humano, hasta
el afio de 2006 se publicod un articulo de investigacion en donde se exponian los
ensayos Yy estudios realizados por el equipo de trabajo del Dr. Anton y
colaboradores en donde se propone la validacion a nivel pre-clinico de un nuevo
modelo estructural para la vacuna anti heroina disefiada para uso clinico en seres

humanos.?®
2.2.- Disefio y funcionalidad. M-TT.

El disefio y sintesis de un nuevo modelo de vacuna anti morfina se desarrollé en
el Instituto Nacional de Psiquiatria “Juan Ramén de la Fuente” y esta esté

compuesta por el Toxoide Tetanico como proteina acarreadora, la cual se une de
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manera covalente a la morfina dando lugar asi a la vacuna denominada M-TT
(Morfina-Toxoide Tetanico)

En la vacuna M-TT, la morfina se ha haptenizado de forma covalente a los grupos
g-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. Se ha demostrado que la longitud del brazo espaciador y la manera en
gue 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.?® Dicho brazo
espaciador es del doble del tamafio del que comiUnmente se utiliza en otros
conjugados de morfina-6-hemisuccinil-BSA que son covalentemente haptenizados
al grupo hidroxilo de la posicion 6, a través de dos uniones amida.

El brazo espaciador estd 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.?’

2.3.- Efectos terapéuticos de la vacuna M-TT.

Aunque la vacuna M-TT representa un atractivo candidato para ser usado en

pruebas clinicas de fase | para evaluar su seguridad e inmunogenicidad como




Determinacién de la capacidad inmunogénica en el modelo de vacuna M-TT a concentraciones
variables de alimina, en ratones de la cepa BALB/c.

posible medicamento contra la adiccién a la heroina y/o morfina, se deberian de
realizar estudios dirigidos a evaluar los posibles efectos toxicos que dicha vacuna
pudiera llegar a tener en animales experimentales. 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 inmunizacién con la
vacuna M-TT no pueden cruzar la barrera hematoencefalica, se esperaria que los
efectos de la morfina o heroina no se presentaran. 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 adiccién y el prolongado sindrome abstinencia a
opioides.

El uso de la vacuna M-TT en combinacion con las terapias farmacolégicas
existentes, podria ser Gtil para reducir la duracién del uso de los sustitutos
adictivos, como la metadona, el levo-a-acetilmetadiol (LAA) o la buprenorfina. En
los cuales 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.

Este tipo terapia alternativa para el tratamiento de la adiccion a la heroina

representaria un avance, en paises donde la prescripcion médica y la autorizacion
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de los agentes farmacoldgicos como la metadona y la buprenorfina/naloxona adn

no estuvieran disponibles o estuvieran en regulacién estricta. 2’
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lll.- Planteamiento del problemay justificacion.
3.1.- Adiccion a los opiaceos.

La adiccidn es un trastorno neuropsiquiatrico, que se define como el uso
compulsivo de drogas a pesar de las consecuencias negativas que puedan
generar. ** Gran parte de las personas con este tipo de trastornos, lo desarrollan
por factores tanto genéticos como ambientales. **'® La mayor parte de la
informacion recabada asi como la compresion de la adiccion a las drogas y el
estudio del comportamiento de recaida cronico, se basa en las investigaciones
neurobioldgicas tanto de la motivacion y eleccion de recompensas biologicas

como la comida y el sexo. *’

Los cambios de neuroplasticidad que se generan en respuesta a la adaptacion del
comportamiento motivacional y recompensas, han llevado a una comprension de
los mecanismos moleculares y celulares inducidos por la adiccion a las drogas.

Estos cambios han llevado a los investigadores a postular que:

“La adiccion representa una usurpacion patologica de los mecanismos neurales de
aprendizaje y memoria que en circunstancias normales sirven para dar forma a los
comportamientos de supervivencia relacionados con la busqueda de recompensas

y las sefiales que ellos predicen” **

Se sabe que el comportamiento de recompensa, depende del sistema dopamino

mesocorticolimbica (DA) que comprenden neuronas en el area ventral tegmental




Determinacién de la capacidad inmunogénica en el modelo de vacuna M-TT a concentraciones
variables de alimina, en ratones de la cepa BALB/c.

(VTA) y sus proyecciones para el nucleo accumbens (NAC), la amigdala, la

corteza prefrontal (PFCx) y el procencefalo.

Las drogas usadas son estructuralmente diferentes asi como también producen
diferentes efectos en el comportamiento de los usuarios. Sin embargo la mayoria
comparten la caracteristica que pueden interactuar, modular o alterar con el

tiempo el sistema de recompensa en el cerebro (VTA-NAC-PFCx)."

Se sabe que el abuso de drogas como la nicotina, el alcohol, la cocaina y la
heroina modulan el sistema de recompensa del cerebro ya sea por influencia
directa en el sistema (DA) o mediante la alteracion de los distintos sistemas
neurales que operan dentro y que ejercen alguna influencia sobre el sistema

dopaminergico mesolimbico. *°

El abuso cronico de la morfina y la heroina
conduce al desarrollo a largo plazo de cambios a nivel celular y molecular en
donde finalmente producen la expresion de neuroadaptaciones a la adiccion a

opiaceos. %°
3.2.- Problemaética actual del uso de opiaceos.

Actualmente el uso ilicito de los opidceos se ha incrementado sobre todo en
paises de Europa y los Estados Unidos, con consecuencias negativas como
incremento de la delincuencia y alta tasa de mortalidad en adictos a estas
sustancias. ?* Este incremento en la mortalidad se debe a que los usuarios de

heroina generan rdpidamente tolerancia, incrementando la dosis diaria que va de
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5 a 20 mg en usuarios de primera vez a 4 veces diarias por lo que se sobrepasa

la tolerancia y sobreviene la sobredosis. %

Dentro de los narcéticos el que ha tenido un indice de incremento en su uso es la
heroina debido a su amplia disponibilidad en los mercados ilicitos asi como su
rapido inicio de los efectos. De acuerdo a estadisticas recientes existen entre 2 y 4
millones de consumidores de heroina en Europa y Norteamérica. De 1 a 2 por %
de esta poblacion muere prematuramente y contribuye al aumento en la incidencia
de enfermedades como hepatitis C y VIH. Ademéas de de producir una carga
econémica y social por su participacion delictiva o en terapias para su

rehabilitacion. 2324

Actualmente el cultivo de amapola con fines médicos se ha incrementado, con la
consiguiente producciéon de amapola para el mercado negro y que a través de la
refinacion del opio se obtuvieron en el 2006 aproximadamente 6500 toneladas en

paises asiaticos. %°
e Situacion actual en México.

La encuesta nacional de adicciones 2008 indica que el consumo de drogas
médicas e ilegales en la poblacion rural y urbana de entre 12 y 65 afios de edad
ha aumentado de un 5% a un 5.7% en el periodo 2002-2008. Las drogas ilegales
aumentaron de 4.6 a 5.2%, mientras que el consumo de drogas exclusivamente

médicas se mantuvo.
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Encuestas Nacionales de Adicciones.
Tendencias 2002-2008. México, ENA 2008

Poblacion rural y urbana, entre 12 y 65 afios

Cualquier Cualquier Cualquier
droga droga médica droga ilegal
m 2002 m 2008

En la siguiente gréfica se observa el porcentaje de consumo por droga especifica
en la poblacion de entre 12 a 65 afios. En donde se observa que no hay un

incremento significativo del uso de la heroina.

Poblacidn rural y urbana, entre 12 y 65 afios
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A pesar de esto se ha generado la necesidad de buscar nuevas opciones
terapeuticas para el tratamiento de la adiccidon especificamente de los opiaceos,
especificamente de la morfina-heroina. Por tal motivo se planteo la posibilidad de
establecer una vacuna anti-morfina que en sus propiedades estuvieran el inhibir la
permiacion de la morfina-heroina atravez de la barrera hemato-encefalica con lo
cual no se precentarian los efectos en el sistema nervioso central de los

usuarios.?®

La inmunogenicidad de dicha vacuna se vera incrementada por el uso de algin
adyuvante por lo que en dicha investigacibn se pretende establecer la
concentracion del hidroxido de alumino o alumina que genere la mejor respuesta
inmunogenica en el modelo experimental, dicho adyuvante se ha eligio por ser un
adyuvante aprovado por la FDA para su uso en vacunas para uso humano y

veterinario.
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IV.- Hipétesis.

La inoculacién del modelo de vacuna M-TT, a concentraciones de 1, 5, 10, 20 y 40
mg/ml de alimina en ratones macho BALB/c generard una respuesta
inmunogénica que permitird establecer la concentracién ideal de hidroxido de

aluminio como adyuvante.

V.-Objetivo.

Determinar la concentracion optima del adyuvante hidréxido de aluminio, en el
modelo de vacuna M-TT, que generé la mejor respuesta inmunogénica. Dicha
respuesta sera evaluada por medio de ensayos de ELISA los cuales generaran un
resultado medible en DO que seran transformados a titulos de anticuerpos por

medio del programa estadistico Origin®.
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VI.- Material y métodos.

Los procedimientos experimentales fueron realizados en el laboratorio de
adicciones del Instituto Nacional de Psiquiatria “Juan Ramén de la Fuente”, en el
cual fue realizada la sintesis de la vacuna M-TT (morfina heroina- toxoide tetanico)
dicha vacuna se preparo en forma de liofilizado y se conservo a temperatura de
refrigeracion entre 4 y 6 “c. Posteriormente se procedio a determinar su potencia
inmunogénica mediante una serie de ensayos de ELISA de tipo indirecto, en 5
grupos de ocho ratones BALB/c macho con un peso de 15 a 18 gramos los cuales
fueron inmunizados en 5 ocasiones con dosis de 100 mg de M-TT, empleando
como adyuvante hidroxido de aluminio, realizdndose la colecta de muestras

sanguineas cada catorce dias.

A partir de lo anterior se disefio un calendario de vacunacion y obtencion de

muestras sanguineas para su posterior centrifugacion y obtencién del suero.

6.1.- Modelo animal.

Se utilizaron ratones de la cepa BALB/C macho, con un peso al inicio del
experimento de 15-18 gr. Los ratones se colocaron en grupos de cuatro sujetos
en caja de tipo abiertas con tapa de reja de alambre galvanizado y paredes de
acrilico trasparente en un cuarto con temperatura controlada (21 + 2°C), a 40 a
50% de humedad bajo un ciclo luz-oscuridad 12:12 (el encendido de la luz fue a
las 7:00 AM), definiendo de esta manera que 2 cajas con 4 ratones cada una

formaron un grupo y asi se formaron 5 grupos: 1,5,10,20,40 mg de alimina y un
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grupo testigo al que se le administro solucién salina fisiologica. Los animales
tuvieron acceso continuo a alimento el cual cumple con los requerimientos
nutrimentales de mantenimiento ®¥ y agua potable excepto durante las sesiones
experimentales, que tuvieron una duraciéon no mayor a 15 minutos. Todos los
experimentos fueron realizados durante la fase de luz del ciclo luz-oscuridad (entre

las 9:00 AM y las 6:00 PM) en el bioterio de Instituto Nacional de Psiquiatria.

Cuadro 1. Esquema de inmunizacion y toma de muestras.

Dia Toma de Inmunizacion
muestra
1 X
2 X
15 X
16 X
30 X
31 X
45 X
46 X

46
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60 X
61 X
75 X
76 X
90 X
91 X

a) Protocolo de inmunizacion.

De acuerdo a este protocolo de inmunizacién, a cada raton de cada grupo se le
administré por via subcutdnea 0.1ml de la vacuna M-TT en su forma reconstituida,
alternando los puntos de inoculacion subcutdnea con los diferentes lotes de
vacuna empleada, se usaron lotes de 1, 5, 10, 20 y 40 miligramos de alimina. La
vacuna se encuentra liofilizada, y se mantuvo una temperatura de 0-4 °C, y para
su correcta administracidbn se reconstituyd hasta su uso con agua estéril,
aplicandola via subcutanea con una jeringa de insulina. Se realizé este proceso 5
veces cada 15 dias a cada sujeto de investigacion, alternando los puntos de
inoculacién y siguiendo el cuadro 1. Para los testigos se utilizd6 este mismo
proceso, cambiando la administracion de vacuna por solucién salina fisioldgica via

subcutanea.




Determinacién de la capacidad inmunogénica en el modelo de vacuna M-TT a concentraciones
variables de alimina, en ratones de la cepa BALB/c.

b) Obtencién de los sueros.

La obtencidon de los sueros se realizé cada 15 dias empezando por la obtencién
del suero basal. La muestra de cada raton se obtuvo por la via de la vena facial,
dicha técnica no requiere procedimiento quirdrgico ni el uso de anestesia y
consiste en realizar una puncién con lanceta directamente en la vena facial del
ratén, de la cual se obtuvo 0,3 ml de sangre la que se refrigero y se sometio a
centrifugacion al siguiente dia a 4660 (g) para la obtencion del suero, la
centrifugacion se realizo durante 6 minutos, obteniendo de 0.1 a 0.15 ml de suero,

el cual se mantuvo a una temperatura de congelacion equivalente a -70 C°.

6.2.-Monitoreo y cuantificacion de los titulos séricos de anticuerpos contra

morfina.

Para el monitoreo y cuantificacion de los titulos séricos de anticuerpos se llevaron
a cabo ensayos inmunoenziméticos de tipo indirecto, mas adelante se describe de
manera detallada el procedimiento para la elaboracion, revelado, lectura e
interpretacion del inmunoensayo. Los resultados de estos ensayos permitieron

asegurar la concentracion ideal de adyuvante.

6.3.-Analisis estadistico

ANDEVA 1y 2 vias.

Prueba de Tukey.
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6.4.-Protocolo general para ensayo de ELISA de tipo indirecto.

1) Fijacién de la fase sélida (BSA-Mor) a los pozos de la placa para ensayo de
ELISA. Se agrega la cantidad de 1ug de fase sélida a cada uno de los pozos de la
placa de ELISA (100 pg), disuelta en un volumen de 10 mL, de una solucion 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).

2) Cantidades de reactivos a utilizar para preparar un volumen de 2.0 L de

solucién PBS:

e - Fosfato monobasico de sodio (NaH2PO4): 6.2 g
e - Fosfato dibésico de sodio (Na2HPO4): 21.8 g

e - Cloruro de sodio (NaCl): 18 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. sélida / pozo. Para 100 pozos entonces se necesitan 100 ug de

F. solida.

e Dado que la fase solida proporcionada en el instituto viene alicuotada a
diferentes volumenes y concentraciones es necesario hacer un calculo para
encontrar la el volumen necesario que contenga 100 pg de fase solida,

ejemplo:
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X=99.3 uL sera la cantidad de fase solida a utilizar para de la alicuota

dada, para obtener una concentracion de 1ug/pozo.

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

uso:

e - Esperar a que el tubo que contiene a la solucion de fase solida BSA-Mor. Se
descongele y alcance la temperatura ambiente.

e - Una vez que la solucion de fase sodlida BSA-Mor ha alcanzado la temperatura
ambiente, se lleva a un bafio maria a 40°C para dejar en agitacion moderada a
dicha solucién por un lapso de 15 a 30 min.

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

del mismo tubo contenedor.

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

7) Adicionar el volumen requerido de solucion de Fase Sélida BSA-Mor a 10.0

mL de solucion PBS 0.1 M pH= 8.0.
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8) Aplicar a la placa de ensayo de ELISA segun corresponda, 100 yL de solucién

PBS 0.1 M pH= 8.0 + BSA-Mor. Con una octapipeta.

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

toda la noche.

10) Al dia siguiente a la incubacion, se realiza el lavado de las placas de ensayo 5
veces con Buffer de ELISA (solucion de PBS 0.1 M, pH=7.4 + Tween 20 al 0.3% y

gelatina de teleosteo al 1.0%).

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

12) Incubacién a temperatura ambiente y agitacién para el bloqueo con Gelatina

de Teleosteo al 1.0% de los sitios no activados, por 60 minutos.

13) Preparacion del tren de dilucion.
- Suero Preinmune (Spl). Dilucién 1:100. Se toman 5 uL 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 dilucion
(5uL antisuero + 495 pL de Buffer de ELISA)
Para la dilucion 1:1000.
Tomar 50 uL de la diluciéon 1:100 + 450 pL de Buffer de ELISA.

Para la diluciéon 1: 10, 000.
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Tomar 50 uL de la dilucion 1:1000 + 450 yL de Buffer de ELISA.

14) Al término del blogueo de los sitios no activados, se retira exceso de Buffer de
ELISA y se aplican 100 pL de cada dilucion de antisueros (tren de dilucién) por

duplicado.

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

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

16) Lavado de las placas 5 veces con Buffer de ELISA, se reserva el 5to lavado.

17) Preparacion del 2° Ab anti-raton (ANTI-MOUSE IgG [whole molecule]

Peroxidase Conjugate, Marca SIGMA).

1 placa 100 pozos, y 100 pL / pozo, entonces necesitamos 10,000 pL totales.
Dilucién: 1 ------- 5000
X=2 mL Ab anti-raton ------- 10, 000 mL
Por lo tanto, en 10 mL de Buffer de ELISA frio se adicionan 2 pL de 2° Ab anti-

raton.

18) Con octapipeta se aplican 100 L de dilucién 1:5000 del 2° Ab, a temperatura

ambiente y se agita por 2 horas continuas.

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

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

22) En condiciones de semioscuridad se aplica con octapipeta a cada placa 100 L

de solucion de OPD y se cubre la placa con papel aluminio.

23) 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, y realizar las debidas gréaficas
con los valores de las absorbancias obtenidas, para determinar el valor

aproximado del titulo de Acs, de cada una de las muestras.
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VIl.-Resultados.

Una vez realizados los ensayos de ELISA y obtenidas las absorbancias de los
siete sangrados correspondientes se tranformaron dichas absorbancias en
valores de titulos de anticuerpos por medio del programa Origin® y se realizo su
graficacion del primer al septimo sangrado de los grupos 1mg, 5mg, 10 mg, 20mg

y 40mg.

7.1.-Titulacion de anticuerpos del primer al séptimo sangrado paralos 7

grupos de variacion de alumina:

Titulo de anticuerpos anti-M-TT con 1 alimina mg/ml
350000
300000
250000
200000
150000
100000
50000
0 : —— . . .
1 2 3 4 5 6 7
sangrado sangrado sangrado sangrado sangrado sangrado sangrado

Figura 1. Graficas de los promedios aproximados de los titulos de Acs obtenidos
desde el primer sangrado al séptimo sangrado, utilizando 8 ratones BALB/c

machos y 1 mg/ml de alimina como adyuvante en la vacuna M-TT.
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Titulo de anticuerpos anti-M-TT con 5 alimina mg/ml
350000
300000
250000
200000
150000
100000
50000
0 . - - . . .
1 2 3 4 5 6 7
sangrado sangrado sangrado sangrado sangrado sangrado sangrado

Figura 2. Graficas de los promedios aproximados de los titulos de Acs obtenidos
desde el primer sangrado al séptimo sangrado, utilizando 8 ratones BALBI/c

machos y 5 mg de alimina como adyuvante en la vacuna M-TT.
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Titulo de anticuerpos anti-M-TT con 10 alumina mg/ml
350000
300000
250000
200000
150000
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50000
0 . e EE . .
1 2 3 4 5 6 7
sangrado sangrado sangrado sangrado sangrado sangrado sangrado

Figura 3. Graficas de los promedios aproximados de los titulos de Acs obtenidos
desde el primer sangrado al séptimo sangrado, utilizando 8 ratones BALB/c

machos y 10 mg de alimina como adyuvante en la vacuna M-TT.
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Titulo de anticuerpos anti-M-TT con 20 alumina mg/ml
350000
300000
250000
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Figura 4. Graficas de los promedios aproximados de los titulos de Acs obtenidos
desde el primer sangrado al séptimo sangrado, utilizando 8 ratones BALB/c

machos y 20 mg de alimina como adyuvante en la vacuna M-TT.
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Titulo de anticuerpos anti-M-TT con 40 alumina mg/ml
350000
300000
250000
200000
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100000
50000
0 ——— i N . .
1 2 3 4 5 6 7
sangrado sangrado sangrado sangrado sangrado sangrado sangrado

Figura 5. Graficas de los promedios aproximados de los titulos de Acs obtenidos
desde el primer sangrado al séptimo sangrado, utilizando 8 ratones BALB/c

machos y 40 mg de alimina como adyuvante en la vacuna M-TT.

A pesar de que los diferentes grupos tuvieron concentraciones variables de
alimina, la tendencia de las graficas fue similar entre ellas, pudiéndose observar
que desde el primero hasta el cuarto sangrado el aumento de los titulos de
anticuerpos no fue significativo en los 5 grupos, sin embargo a partir del cuarto
sangrado la respuesta inmunogénica fue mayor en los 5 grupos ademas de que se
observa una estabilidad en su titulo. Por esta razon se realizo un ANDEVA de 1y
2 vias para determinar si en realidad existe variacidbn entre un mismo grupo e
intergrupal respectivamente, asi también se tendria que realizar una prueba de

Tukey para determinar el grado de variacion.
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7.2.- Analisis estadistico de los resultados por medio de Statistics v.3.1®.

El manejo y evaluacion de los datos fueron realizados en el programa Statistics
v.3.1® para facilitar el analisis de los datos obtenidos.

En cuanto al tipo de pruebas estadisticas que se realizaron, fueron la ANOVA de
1 VIA para hacer las comparaciones entre los titulos promedio del primero al
séptimo sangrado de cada uno de los grupos experimentales, es decir entre los 7
diferentes sangrados de un mismo grupo. Para poder comparar entre cada uno de

los distintos grupos experimentales, se realizo una ANOVA de 2 VIAS.

Asi mismo se realizé una prueba de Tukey, 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.

En base a lo anterior, podemos inferir que el mejor grupo experimental para la
vacuna M-TT, sera aquel que genere los titulos mas altos de Abs en el menor
namero de inmunizaciones.

Resultados de las pruebas estadisticas, realizadas al conjunto de resultados

obtenidos, para cada uno de los grupos experimentales.
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Grupo 1 mg de alumina:

El analisis estadistico de varianza ANOVA de una via encontré diferencias
significativas entre las inmunizaciones F= (6,44) 59.1816 p<0.001.

La prueba de Tukey encontré6 que el 4to y 5to sangrado muestra diferencias
significativas con respecto al 1ro (Tukey test p>0.001), 2do (Tukey test p>0.001), y
3er sangrado (Tukey test p>0.001). Sin embargo no revel6 diferencias
significativas entre el 4to (Tukey test NS p=0.9) y 5to sangrado (Tukey test NS
p=0.9). Lo cual sugiere que a partir del cuarto sangrado se establece la respuesta

inmunogénica.

Grupo 5 mg de alimina:

El analisis estadistico de varianza ANOVA de una via encontré diferencias
significativas entre las inmunizaciones F= (6,49) 52.7888 p<0.001.

La prueba de Tukey encontré6 que el 4to y 5to sangrado muestra diferencias
significativas con respecto al 1ro (Tukey test p>0.001), 2do (Tukey test p>0.001), y
3er sangrado (Tukey test p>0.001). Sin embargo no revel6 diferencias
significativas entre el 4to (Tukey test NS p=0.9) y 5to sangrado (Tukey test NS
p=0.9). Lo cual sugiere que a partir del cuarto sangrado se establece la respuesta

inmunogénica.
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Grupo 10 mg de alumina:

El analisis estadistico de varianza ANOVA de una via encontré diferencias
significativas entre las inmunizaciones F= (6,49) 32.0760 p<0.001.

La prueba de Tukey encontré6 que el 4to y 5to sangrado muestra diferencias
significativas con respecto al 1ro (Tukey test p>0.001), 2do (Tukey test p>0.001), y
3er sangrado (Tukey test p>0.001). Sin embargo no revel6 diferencias
significativas entre el 4to (Tukey test NS p=0.9) y 5to sangrado (Tukey test NS
p=0.9). Lo cual sugiere que a partir del cuarto sangrado se establece la respuesta

inmunogénica.

Grupo 20 mg de alumina:

El analisis estadistico de varianza ANOVA de una via encontré diferencias
significativas entre las inmunizaciones F= (6,49) 121.0743 p<0.001.

La prueba de Tukey encontré6 que el 4to y 5to sangrado muestra diferencias
significativas con respecto al 1ro (Tukey test p>0.001), 2do (Tukey test p>0.001), y
3er sangrado (Tukey test p>0.001). Sin embargo no revel6 diferencias
significativas entre el 4to (Tukey test NS p=0.9) y 5to sangrado (Tukey test NS
p=0.9). Lo cual sugiere que a partir del cuarto sangrado se establece la respuesta

inmunogénica.
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Grupo 40 mg de alumina:

El analisis estadistico de varianza ANOVA de una via encontré diferencias
significativas entre las inmunizaciones F=(6,49) 92.2227 p<0.001.

La prueba de Tukey encontré6 que el 4to y 5to sangrado muestra diferencias
significativas con respecto al 1ro (Tukey test p>0.001), 2do (Tukey test p>0.001), y
3er sangrado (Tukey test p>0.001). Sin embargo no revel6 diferencias
significativas entre el 4to (Tukey test NS p=0.9) y 5to sangrado (Tukey test NS
p=0.9). Lo cual sugiere que a partir del cuarto sangrado se establece la respuesta

inmunogénica.

Resultados estadisticos con ANOVA de dos vias:

Una vez realizada la evaluacion de ANOVA de una via para determinar si
estadisticamente las diferencias de los titulos de abs intra-grupos fue significativa
0 no, y a partir de que sangrado se estabilizo la curva de abs. Se tendra que
determinar por medio de una ANOVA de dos vias, cual de los cinco grupos tiene el
mejor titulo de abs y hacer la correspondiente comparacién entre los 3 grupos con
titulos mas altos.

El andlisis estadistico de varianza ANOVA de dos vias encontrd diferencias
significativas entre las inmunizaciones grupo 1 F= (6,44) 165.26 p <0.001,
variacion F= (5,220)62.96 p <0.001 y encontré diferencia en la interaccion del

grupo 1y variacién de alimina F= (30,220) 12.15 p<0.001.
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La prueba de Tukey encontré que el 5to, 6to y 7mo sangrado de los 3 grupos con

titulos mas altos muestra diferencias significativas con respecto al 1ro (Tukey test

p>0.001), 2do (Tukey test p>0.001), y 3er sangrado (Tukey test p>0.001). Sin

embargo no revel6 diferencias significativas entre el 5to (Tukey test NS p=0.9) y

6to sangrado (Tukey test NS p=0.9) de los 3 grupos con titulo mas alto,

estableciendo que en el séptimo sangrado el grupo con 10 mg/ml muestra

diferencia significativa con respecto a los grupos de 20 y 40 mg/ml.

Comparacioén de Titulos de Anticuerpos Inter-grupos.
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Figura 6.- Grafica para la comparacion inter-grupos de los titulos promedio de

anticuerpos del primero a el septimo sangrado, en donde se puede observar que

desde el segundo hasta la cuarta reinmunizacion la respuesta inmunogenica es
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baja y no muestra variacion entre ellas, sin embargo a partir de esta cuarta
inmunizacion la respuesta inmunogenica incrementa de un titulo promedio
llegando a 1:290000 en el grupo de 10 mg/ml en el sangrado 7, dicho grupo

muestra la mejor respuesta inmunogenica.
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VIIl.- Discusién de los resultados.

Despues de la evaluacion de la pruebas estadisticas asi como de los resultados
obtenidos, se dedujo que entre los grupos con titulos de anticuerpos mas altos no
existe una diferencia estadistica significativa hasta el septimo sangrado, en donde
se observa que los niveles de absorbancia y su tranformacion a titulos de
anticuerpos obtenidos por el grupo con 10 mg/ml de adyuvante fue el que mostro
el valor de anticuerpos mas alto con respecto a los grupos de 1, 5, 20 y 40 mg/ml.
Sin embargo dada la inexistencia de diferencia estadistica en los sangrados
anteriores seria bueno revisar algunos otros parametros para evaluar, como las
propiedades fisico-quimicas del hidroxido de aluminio que pudieron intervenir en la
generacion de dicha respuesta, debido a que procesos como la liofilizacion
pueden afectar estas propiedades en los adyuvantes derivados del aluminio esto
es por la formacién de aglomerados que incrementan el tamafio de la particula y
por ende reducen la potencia inmunogénica de la vacuna. Debido a esto, algunos
autores proponen la adicion de ciertos excipientes como trealosa a una
concentracion del 15 al 20% p/V, dextran, sacarosa y sorbitol estos excipientes
son capaces de estabilizar a las moléculas de hidroxido de aluminio durante el
proceso de liofilizacibn y con ello evitar la formulacion de aglomerados de
moléculas del hidréxido de aluminio mientras es expuesto al proceso de
liofilizacion.*®

Por otro lado con respecto a los mecanismos por los cuales los adyuvantes

derivados del hidréoxido de aluminio ejercen su fuerza como agentes
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inmunogénicos es la adsorcion del antigeno a las moléculas preformadas de gel
de hidroxido de aluminio. R.K Gupta reportd que, la adsorcién del antigeno a las
moléculas del hidréxido de aluminio depende mayormente de las fuerzas
electrostaticas entre el adyuvante y el antigeno. El pH de la solucion, la
temperatura, el tamafio de la particula del gel y la interaccion i6nica son otros
factores fisicos que afectan la adsorcidn de los antigenos. En cuanto a la
adsorcion de acarreadores inmunogénicos como los toxoides tetanico y diftérico a
los geles de hidroxido de aluminio, no se ve afectada a las condiciones de pH y
exceso de iones fosfato. 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 hidréxido de aluminio tiene una alta capacidad para adsorber
antigenos como el toxoide tetanico y diftérico, 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.*

Debido a lo anterior, se estima que el tiempo en que se deja interactuar el
antigeno con los adyuvantes derivados del gel de hidréxido de aluminio, es vital y
de suma importancia para favorecer el proceso de adsorcion.

Durante la evaluacion de los titulos de anticuerpos se esperaria que los grupos
con cantidades mayores de adyuvante como lo son el grupo de 20 y 40 mg/ml
establecieran titulos de anticuerpos mayores, sin embargo desde el punto de vista
inmunoldgico, se sabe que el diametro promedio de los macrofagos es de

aproximadamente 10 um y que el diametro promedio de las particulas de hidroxido
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de aluminio sin ser liofilizadas es de aproximadamente 3.7-8 ym, y una vez
liofilizado las particulas de hidroxido de aluminio pueden incrementar su tamafo
notablemente (de 11-125 pm) lo que podria ocasionar dificultades para la
presentacion y activacion de las células presentadoras de antigenos, debido a la
incapacidad de fagocitar moléculas de diametros mayores a las que poseen ellas

mismas.3!
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IX.- Conclusiones y propuestas a futuro.

De acuerdo a los resultados obtenidos en este estudio y por medio de la
evaluacion de las diferentes graficas de titulacion de anticuerpos, asi como las
diferentes pruebas estadisticas realizadas, se puede concluir que el grupo con la
concentracion de alimina en la vacuna M-TT administrada en ratones macho
BALB/c que genera el mejor titulo de anticuerpos, fue el grupo con 10 mg/ml de
alumina. Anteriormente se ha realizado la discusion de los factores fisico-quimicos
que pudieron estar ligados a la obtencién de los diferentes resultados en los
grupos de 1,5, 20 y 40 mg/ml de alumina. Por lo que se propone a futuro
demostrar el grado de variaciéon en la respuesta inmunogénica de la vacuna,
evaluando los diferentes excipientes, asi como las variables bioldgicas que
pudieran estar interviniendo en la generacion de dicha respuesta como lo son el
intervalo entre reinmunizaciones y dosis de antigeno unido a él acarreador

inmunogénico.

Asi mismo la evaluacion de la calidad inmunogénica seria de gran utilidad para
poder evaluar si dicha vacuna cumple con su finalidad, la cual es evitar el paso de
morfina al SNC por medio de la captura de esta molécula en el torrente sanguineo
atreves de los anticuerpos vacunales generados en el proceso de inmunizacion.

Dicha evaluacion se podria realizar utilizando la prueba de tail flick.
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