Toxicidad de VA-DIFTET® por administracion a dosis

repetida en ratones

Juan F. Infante®, Sergio Sifontes?, Pablo Gonzalez', Enriqgue Muioz?, Anait Martinez?, Mildrey Farifias?,

Reynaldo Oliva®, Osmany Marrero?.

1 Instituto Finlay, Centro de Investigacion-Produccién de Vacunas y Sueros. Ciudad de La Habana, Cuba.

E-mail: jinfante@finlay.edu.cu

2 Centro de Bioactivos Quimicos, Universidad Central de Las Villas, Cuba.

Una vez estudiada la toxicidad de la vacuna VA-DIFTET" (vacuna antidiftérica antitetanica) por administracion
a dosis Unica en dos especies de animales, se impone la evaluacién a dosis repetida, teniendo en cuenta que
el esquema de inmunizacién en humanos prevé la aplicacién de tres dosis cuando el componente pertusis de
la DPT esta contraindicado. Se emplearon 210 ratones OF-1 de ambos sexos. Los grupos experimentales
fueron similares a los de la prueba a dosis Unica con la vacuna duplex, anatoxina diftérica, anatoxina
tetanica, adyuvante, tiomersal, solucion salina fisiolégica y un grupo control no tratado. Un grupo de hembras
y otro de machos fue asignado aleatoriamente a cada tratamiento y para recibir 1, 2 6 3 dosis por via
intramuscular. Tras cada aplicacion se evalué la aparicion de sintomas clinicos, el incremento de peso, el
consumo de agua y alimento y la dinamica de la respuesta inmune contra las anatoxinas tetanica y diftérica,
especificamente de tipo IgG, mediante ELISA indirecto. Al término de las observaciones los animales fueron
sacrificados y se realizaron estudios anatomopatolégicos. Ademas, durante el sacrificio se evalu6 el indice
relativo de bazo y timo, asi como la relacidon bazo/timo. No se comprobaron alteraciones que evidenciaran
toxicidad por parte de la vacuna y sus componentes. Asimismo, se demostré una marcada respuesta inmune
en los grupos vacunales e inoculados con las anatoxinas. Se considera que los resultados de la prueba fueron

satisfactorios.
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Introduccién

La vacunacion contra la difteria ha sido una de las
campafias mejor logradas y mas efectivas contra las
enfermedades infecciosas. La enfermedad ha
desaparecido casi totalmente de los paises en los
cuales se ha realizado una inmunizacion adecuada
(1,2). Existen algunos casos de enfermedad, en la
mayoria de los individuos que no recibieron el ciclo de
inmunizacion completo durante la infancia o no
recibieron la dosis de refuerzo. La introduccion de la
vacunacion no soélo ha eliminado la enfermedad sino
también la circulacibn de la cepa toxigénica
Corynebacterium diphtheriae (2-4).

El ciclo de vacunacion incluye tres dosis por via
intramuscular con un intervalo de ocho semanas entre
ellas; la tercera dosis se inocula de 6 a 12 meses
después de la segunda (5-8). Titulos superiores o
iguales a 0,01UlI/mL se consideran adecuados para
proteger contra la infeccion de una cepa toxigénica de
Corynebacterium diphtheriae, los cuales se mantienen
por cinco 6 mas afios en la sangre después de la
vacunacion primaria, luego suele aplicarse otra dosis de

refuerzo cada 10 afios, la cual estimula la produccion
de altos niveles de antitoxina y una larga inmunidad

9).

En la difteria, la inmunidad depende del contenido de
antitoxina en la sangre. La antitoxina formada como
resultado de la inmunizacion activa con la anatoxina
contiene anticuerpos de clase 1gG e IgA (10). No
obstante, no debe excluirse el papel que desempefia en
la inmunidad el complejo antibacteriano, el cual esta
relacionado con la fagocitosis y la presencia de
opsoninas, aglutininas, precipitinas y anticuerpos
fijadores del complemento. En la difteria la inmunidad
tiene un cardcter antinfeccioso (antitéxico vy
antibacteriano).

Las reacciones adversas a la vacunacion con difteria
han sido reportadas (4). Debido a que la anatoxina
diftérica siempre es administrada en combinaciéon con
anatoxina tetanica y pertussis se hace dificil identificar
el componente responsable de los efectos colaterales.
Las reacciones observadas del tipo anafilactico pueden
ser inmediatas, mediadas por IgE, asi como reacciones
retardadas, presumiblemente mediadas por la
inmunidad de células T. Pueden ocurrir reacciones



inflamatorias locales del tipo Arthus, de 5 a 7 dias
después de la dosis de refuerzo, causadas
probablemente por las altas dosis de anticuerpos
antitoxina circulantes, que forman agregados inmunes
y fijan el complemento.

El problema de si las reacciones adversas observadas
con la vacunacién, son debido a la inmunidad contra
las toxinas o a la inmunidad contra la alta proporcion
de contaminantes (30-40%) que estan presentes en las
vacunas convencionales no ha sido totalmente
resuelto. Aunque muchos estudios parecen indicar que
las anatoxinas purificadas también inducen algunos
efectos colaterales no deseados, la mayoria de estos
estudios se han realizado con anatoxinas que han sido
purificadas después del tratamiento con formaldehido y
por tanto contienen muchos contaminantes asociados
con la anatoxina (11, 12). En la actualidad existe un
consenso generalizado de criterios que sustentan que
muchas de las reacciones no deseadas son debido a las
impurezas presentes en las vacunas y que la
destoxificacion de toxinas previamente purificadas
deben reducir grandemente la frecuencia de efectos
secundarios. Si fueran usadas toxinas altamente
purificadas para la vacuna antidiftérica, los Unicos
efectos adversos que pudieran esperarse, serian
reacciones del tipo Arthus a partir de la existencia de
altos titulos de anticuerpos circulantes. Estas
reacciones pueden ser facilmente evitadas mediante un
distanciamiento adecuado de las dosis de refuerzo
(13).

Por la importancia de contar con una vacuna altamente
purificada contra el tétanos y la difteria, que disminuya
los efectos adversos producidos por las vacunas
convencionales se hace necesario que las evaluaciones
toxicologicas sean cada dia mas exigentes. Las
pruebas toxicolégicas especificas como la evaluacién
de la potencia de las toxinas, la toxicidad residual de
las anatoxinas, el incremento de peso y la reversiéon a
la toxicidad (14,15) no se consideran suficientes y las
oficinas de registro solicitan evaluaciones toxicoldgicas
més profundas (16).

Los adyuvantes han sido usados para potenciar la
respuesta inmune de los antigenos, disminuyendo la
dosis de las anatoxinas en las vacunas (17). Los
compuestos de aluminio como el fosfato y el hidroxido
son los mas recomendados. En algunas ocasiones la
dosis de adyuvante requerida para obtener una eficacia
adecuada es tan alta que los principales efectos
adversos de la vacuna dependen del adyuvante (18).

Materiales y Métodos

Se emplearon 210 ratones OF-1, machos y hembras,
procedentes del Centro Nacional para la Produccion de
Animales de Laboratorio (CENPALAB, La Habana,
Cuba). Estos fueron identificados, seleccionados e
incluidos aleatoriamente en grupos experimentales de
cinco animales que se alojaron en cajas de macrolén
tipo Il con camada de bagazo de cafia esterilizada. Las
condiciones sanitarias  fueron convencionales,
controlando la temperatura y la humedad relativa en el
rango 6ptimo para esta especie (19). Se les suministro
como alimento pienso especializado para ratones,
procedente del CENPALAB, y agua potable acidulada,
de forma controlada y en cantidades suficientes para
permitir su ingestion ad libitum.

Se prepararon formulaciones de los componentes de la
vacuna, disolviendo cada uno en solucién salina
fisiolégica a una concentracién equivalente a la de la
vacuna duplex (Vd):

Anatoxina diftérica (Td) 25 Lf
Anatoxina tetanica (Tt) 10 Lf

Gel de hidroxido de aluminio 500 mg
(Ady)

Tiomersal (Tiom) 50 mg

Solucion salina fisiolégica (SSF), 0,05 mL
csp:

Los productos fueron administrados por via
intramuscular (IM) en tres dosis. Para la primera dosis
se tomaron 15 ratones machos e igual cantidad de
hembras por cada grupo experimental. A los 42 dias se
les inoculé una segunda dosis a 10 ratones de cada
sexo y la tercera dosis a los 84 dias a cinco ratones de
cada sexo por grupo experimental. Los voliumenes
aplicados fueron los maximos permisibles para esta
especie (0,05 mL por via IM). Se usoé la via IM por ser
la que se recomienda en el humano (20). Se incluyeron
grupos controles que no recibieron ningdn tratamiento
y otro grupo al que se les administré la vacuna duplex.

Los animales fueron observados dos veces al dia
durante los 14 dias posteriores a cada inoculacion y
luego una vez al dia. El peso corporal se previo
individualmente antes, 3 y 42 dias después de cada
dosis. Se determind el incremento de peso en
intervalos 0-3, 3-42 y 0-42 dias. Se registro
diariamente el consumo de agua durante los 7 dias
posteriores a cada dosis y se calcul6 el consumo
promedio de agua por animal. De modo similar se
evalud el consumo de alimentos.



Se fij6 el titulo de anticuerpos antes de cada aplicacion
y a los 42 dias después de la dltima. Para ello se
tomaron muestras de sangre para cuantificar 1IgG por
un ELISA indirecto (21), utilizando como recubrimiento
el complejo anatoxina tetdnica o  diftérica
respectivamente y un conjugado anti IgG de ratén
fosfatasa alcalina obtenido en nuestro laboratorio.

El sacrificio se realiz6 42 dias después de la ultima
dosis por un método indoloro (sobredosis de Ketalar,
segun establece la comisién de ética institucional). Al
sacrificar los animales se determiné el peso corporal y
el peso de bazo y timo para calcular sus indices
relativos asi como la relacién bazo/timo. También se
realizaron estudios macroscépicos y microscopicos al
100% y 25% de los animales respectivamente. Las
muestras fueron fijadas en formol neutro al 10%,
incluidas en parafina y coloreadas con hemotoxilina-
eosina.

Los datos fueron comparados por un andlisis de
varianza de clasificacion doble y la prueba de Tukey.
Se consideraron estadisticamente significativos los
valores de P < 0,05.

Resultados

Los animales no mostraron sintomas clinicos durante
los dias posteriores a las inoculaciones. Sin embargo,
los machos, debido a las reiteradas luchas entre ellos,
presentaron lesiones cutaneas en las regiones perianal,
escrotal, prepucial y en la piel del dorso, las que en
muchos casos llegaron a infectarse convirtiéndose en
procesos dermatologicos severos.

Al analizar la ganancia de peso vivo en virtud de las
medias generales, no se encontraron diferencias
estadisticas significativas (P=0,05) entre los grupos
experimentales luego de aplicada la primera dosis.
Todos los grupos mostraron incremento de peso Vvivo
durante las primeras 72 h. Los machos aumentaron de
peso mas que las hembras (P<<0,01). Hubo una
interaccion significativa (P<<0,05) entre los factores
sexo y tratamiento durante las primeras 72 h. Después
de la segunda dosis todos los animales incrementaron
su peso corporal. No obstante, se observé que existian
diferencias estadisticamente significativas (P<<0,05)
entre los grupos tratados y el control, registrandose un
mayor aumento de peso vivo en los grupos controles
con respecto al resto de los grupos tratados durante
las primeras 72 h. Sin embargo durante el resto del
periodo evaluado hasta el sacrificio, el comportamiento
de todos los grupos fue similar (P=0,05). La tercera
dosis no arrojé diferencias estadisticas significativas
entre los grupos tratados y el control.

La variable consumo de agua luego de aplicada la
primera dosis, mostré diferencias estadisticamente
significativas (P<<0,05) entre el control y los grupos
tratados con anatoxina tetdnica pertenecientes a
ambos sexos y también se observaron diferencias
estadisticamente significativas (P<<0,05) entre los
machos controles y los inoculados con adyuvante. El
grupo tratado con la vacuna se comporté de forma
similar al control en las tres dosis. En todos los grupos
los machos consumieron mas que las hembras. No se
observé interaccion significativa entre el efecto de los
diferentes tratamientos y los sexos (Tabla 1).

Tabla 1. Consumo medio diario de agua durante 7 dias después de la primera dosis

Tratamientos

Valores medios (mL)

Machos Tukey Hembras Tukey Ambos Tukey
SEX0S
1. Vacuna duplex 5,9 4,9 5,4
2. Anatoxina diftérica 6,2 4,7 5,5
3. Anatoxina tetanica 5,8 7-4%* 4,4 NS 51 7-4%*
4. Adyuvante 5,6 4,9 5,3 7-3*%*
5. Tiomersal 6,1 51 5,6
6. Solucién salina 6,2 4,3 5,2
7. Control 6,9 5,3 6,1
Media General 6,12 4,8° ab: ** Interaccion: NS
** p<0,01

Después de la primera dosis el consumo diario de
alimento en el grupo control fue similar al resto de los
grupos. Solo los machos tratados con tiomersal y las
hembras con solucién salina fisiolégica mostraron

consumos estadisticamente inferiores (P<<0,01) al de
los controles; sin embargo, las diferencias encontradas
carecen de importancia desde el punto de vista
biolégico (0,3-0,6 g). Luego de la segunda y tercera



dosis el consumo de alimento fue similar (P=0,05) en

todos los grupos experimentales. En general

los

machos consumieron mas (P<<0,01) que las hembras.
Se observé una interaccion significativa (P<<0,01)

entre los factores tratamiento y sexo con relacion al
consumo de alimento después de la primera y tercera
dosis (Tabla 2).

Tabla 2. Consumo medio diario de alimento durante 7 dias después de la primera

dosis
Tratamientos Valores medios (g)
Machos Tukey Hembras Tukey
1. Vacuna duaplex 6,1 4,9
2. Anatoxina diftérica 6,0 4,8
3. Anatoxina tetanica 6,2 6-5** 4,9 7-6**
4. Adyuvante 6,4 7-5** 5,0
5. Tiomersal 5,9 5,0
6. Solucién salina 6,5 4,7
7. Control 6,5 5,2
Media General 6,22 4,9° ab: **
** p<0,01
La variable indice relativo de bazo (IRB) no mostro En el estudio anatomopatolégico macroscépico se

diferencias entre los grupos de hembras tratadas y el
control. En los machos, solo aquellos tratados con
tiomersal, mostraron un aumento significativo
(P<<0,05) con respecto a los controles en la primera
dosis aplicada.

El indice relativo del Timo (IRT) no mostré diferencias
estadisticamente significativas (P=0,05) en ningun
caso. Los valores del IRT en las hembras fueron
mayores que en los machos (P<<0,01). La respuesta a
los tratamientos fue similar para ambos sexos
(P=0,05).

En la relacion bazo/timo se observaron diferencias en el
grupo tratado con tiomersal con respecto al resto de
los grupos. Sin embargo, no se observaron diferencias
significativas (P=0,05) con respecto al control. La
relacién bazo/timo fue mayor en los machos que en las
hembras (P<<0,01). Hubo una interaccion significativa
entre los factores tras la primera dosis.

Los estudios serolégicos mostraron un incremento
progresivo de la respuesta de tipo 1gG especifica contra
anatoxina diftérica y anatoxina tetanica en el grupo
vacuna y en el tratado con la anatoxina
correspondiente. Se alcanzaron titulos significativa-
mente mayores (P<<0,01) a los de los controles desde
la primera inmunizaciéon. El comportamiento de los
grupos vacunados y de los tratados con las anatoxinas
correspondientes fue similar; asi como la respuesta de
hembras y machos.

observaron aumentos considerables del bazo en los
machos, llegando hasta esplenomegalias en algunos
casos. En las hembras no aparecieron lesiones de
importancia.

En los estudios histopatolégicos se observaron en las
hembras leves procesos de degeneracion de los
hepatocitos (turbia y vacuolar) con similar frecuencia
en los diferentes grupos. En algunos casos se
encontraron procesos granulomatosos macrofagicos en
el punto de inoculacién. Se corroboraron las lesiones
macroscoépicas encontradas en los machos.

Discusioén

No se observaron sintomas tipicos del tétanos en los
ratones tales como piloereccion, agrupamiento, ataxia,
convulsiones, posturas anormales, emprostétonos y
opistdtonos, lo cual es un indicador de la inocuidad de
la anatoxina tetanica (22) asi como tampoco se
observé necrosis e inflamacion directa de las mucosas
o la piel como manifestaciones de una intoxicacion
diftérica (23). Las lesiones cutaneas observadas en los
machos mostraron similar frecuencia en los diferentes
grupos experimentales, incluyendo el control, lo que

evidencia su falta de relacibn con los productos
evaluados (24).

El hecho de no haber encontrado diferencias
estadisticamente significativas en la variable peso vivo
entre los tratamientos aplicados y con relacion al
control para la primera dosis, sugiere que los productos



evaluados poseen baja toxicidad. Ensayos similares
realizados en ratones utilizando las mismas
formulaciones a dosis Unica y un disefio experimental
homélogo, evidenciaron diferencias entre los
tratamientos, no obstante, estas no fueron indicativas
de toxicidad ya que los menores incrementos se
observaron en los grupos tratados con los productos
supuestamente menos téxicos (25). El comportamiento
de los grupos tratados con respecto al control en las
primeras 72 h de aplicada la segunda dosis, se pudiera
atribuir al estrés a que estdn sometidos debido a su
manipulacion. Los resultados coinciden con la prueba
de inocuidad inespecifica realizada en ratones a varios
lotes de VA-DIFTET" y sus componentes, teniendo en
cuenta que estos aumentaron de peso en el periodo
evaluado y no mostraron signos de toxicidad.

Las variables consumo de agua y alimento tuvieron un
comportamiento similar durante todo el experimento,
manteniéndose los valores medios dentro del rango
fisioldgico reportado para esta especie y categoria
(19). ElI mayor consumo de alimento y agua por parte
de los machos debe estar determinado por las
diferencias fisioldgicas que existen entre los sexos (26,
27).

Las diferencias encontradas en el indice relativo del
bazo pudieran estar relacionadas con las erosiones en
la piel, que con mayor gravedad se observan en los
machos tratados con tiomersal a consecuencia de rifias
entre ellos y que en la mayor parte de los casos se
presentaron infectadas. De esta manera consideramos
légica la respuesta del bazo con una significativa
esplenitis ante procesos supurativos prolongados y
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Considering that the expected immunization schedule for man includes three doses of VA-DIFTET, once
demonstrated that this vaccine is safe for two animal species, the study of its toxicity by repeated dosing in mice
was imperative, taking into account that in humans a three-dose schedule is used when the pertusis component is
contraindicated. Two-hundred and ten OF1 mice of both sexes were used. Experimental groups were similar to
those used in the single-dose toxicity study: duplex vaccine, diphtheria toxoid, tetanus toxoid, adjuvant, thiomersal,
physiologic saline solution), and a non-treated control group. One group of male and another of female mice were
randomly assigned to each treatment to receive 1, 2 or 3 intramuscular doses. Clinical symptoms, body weight
increase, water and food intakes and the antibody titers (IgG by indirect ELISA) against the tetanus and diphtheria
toxoids were evaluated after each administration. Finally, all mice were sacrificed and anatomopathological studies
performed. The relative indexes of spleen and thymus and the spleen/thymus rate were also studied post-mortem.
No evidence of toxicity was observed; however, those mice inoculated with the vaccine or the toxoids showed a
significant immune response. Final results were considered satisfactory.
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