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Vacuna antitetanica adyuvada en alimina en inmunizacion simultanea por
vias mucosa y parenteral
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El tétanos es causado por Clostridium tetani, bacteria Gram+ esporulada que produce una potente neurotoxina.
Las vacunas parenterales producen IgG antitoxina tetanica (anti TT) protectores en multiples dosis inductoras y
de reactivacion; vax-TET® es una vacuna cubana parenteral adsorbida en alimina. La IgAS (secretora), principal
anticuerpo protector mucoso, solo es inducida por la via mucosa. La via oral, la induccion de IgA y su papel protector
no han sido exploradas. SinTimVaS se aplica por via mucosa y parenteral simultanea que induce IgG sistémica
similares a la via parenteral y adiciona de respuesta de IgA mucosa. Evaluamos el efecto de vax-TET® aplicado en
SinTimVaS en ratones Balb/c y exploramos la influencia del adyuvante sobre la induccion de IgA anti TT. SinTimVaS
indujo similares respuestas de IgG anti TT séricas que dos dosis de vax-TET® intramusculares; pero superiores a una
dosis. Tres dosis de vax-TET® orales no indujeron IgG anti TT sérica, mientras que la adyuvacion con el adyuvante
Finlay Cocleato 1 (AFCol) si la indujeron. No se logré determinar la induccion de IgA anti TT mucosa con ninguna
de las formulaciones adjuvadas con aliimina; pero si con la formulacion AFCol+TT. Podemos concluir que vax-
TET® en SinTimVaS funcioné de forma similar a la inmunizacion parenteral establecida, por lo que seria posible
reducir los esquemas multidosis con formulaciones de adyuvantes mas potentes y se confirma que se requieren
potentes adyuvantes para inducir [gA mucosa.
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Introduccion y gamma-amino-butirico. Esta inhibiciéon permite que
la neurona motora inferior aumente el tono muscular y

El tétanos es una enfermedad causada por Clostridium produzca rigidez.®

tetani, bacteria Gram positiva, anaerobica, flagelada, o

mévil y formadora de esporas.) Esta produce una El tétano es wuna enfermedad de distribucion
neurotoxina muy potente, la tetanoespasmina que mundial, pero rara en la actualidad en los paises bien
provoca rigidez muscular, espasmos, en particular en la desarrollados y en Cuba con programas de vacunacion

mandibula y la nuca y es generalmente mortal.? Esta
afecta a los humanos tras sufrir heridas contaminadas;
pero en particular, a los recién nacidos y a las parturientas
en condiciones higiénicas deficientes, donde produce
el tétano neonatal y materno, respectivamente.®) La
tetanoespasmina producida se disemina en direccion
central a través del transporte intra-axonal a lo largo de
los nervios motores de la médula espinal. También se
puede diseminar por vias hematogena o linfatica. Esta
altera el control normal del arco reflejo y suprime la
inhibicion mediada por las neuronas pos-sinapticas al
bloquear Ia liberacion de los neurotransmisores glicina

* Dr. Prof. Instructor, Especialista de Primer Grado en Inmunologia.

bien establecidos. En los paises menos desarrollados
se desconoce la magnitud real del problema por su
incompleta notificacion; pero si se sabe que es un
problema prioritario de salud, sobre todo el tétanos
neonatal.®> No obstante, atin existen unos 57 paises en
los que el tétanos se considera una de las enfermedades
principales.©

El tétano continta presentandose fundamentalmente en
Africa y Asia. En Africa el problema es més grave en
Ruanda, Burundi y Etiopia y en Asia la mayoria de los
casos ocurren en el subcontinente indio y en el sudeste
asiatico.” Su eliminacion via materno-infantil fue un
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objetivo de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
para el 2005; pero en noviembre de 2012 aun existen 31
paises que no lo habian alcanzado. En 2010 unos 58.000
recién nacidos murieron por su causa, representando una
reduccion del 93% sobre la situacion a finales de 1980.7

Cuba cuenta con un programa de inmunizacién cuyos
principios son: integrado a la atencidn primaria;
activa participacion comunitaria; dirigido a toda Ia
poblacidn; totalmente gratuito y la produccion nacional
de la mayoria de las vacunas, incluyendo el toxoide
tetanico (TT) monovalente (vax-TET®), la vacuna triple
bacteriana difteria-pertusis-tétano (DPT), la vacuna
bivalente difteria-tétanos formulacién pediatrica (DT),
la vacuna de tétanos y dosis reducida de difteria para
mayores de 7 afios de edad (dT) y la pentavalente: DPT-
hepatitis B (HB)-Haemophylus influenzae tipo b (Hib).
También existen otras formulaciones de DPT a nivel
mundial: DTwP; DTaP; dTaP. La primera formulada con
células completas de pertussis y las tltimas acelulares.®

El esquema de vacunacion cubano incluye: 3 dosis
(pentavalente); tres reactivaciones a los 18 meses (DPT),
6 (DT) y 14 afios (TT), asi como refuerzos con TT cada
10 afios hasta los 55 y luego cada 5 afos. Ademas, dos
refuerzos durante el embarazo en la 24 a 26 semanas,
si no estaba vacunada o reactivada, con el objetivo de
aumentar la transferencia de IgG antitoxina tetanica
(anti TT) a la descendencia, protegiendo asi no solo a la
madre, sino a su recién nacido. Esto garantiza coberturas
de mas del 99% y haber eliminado el tétano neonatal
desde 1972 y la reduccion del tétano por debajo de 0,1
x 10° casos desde 1987, por lo que esta enfermedad
no es un problema de salud en Cuba.®” No obstante,
por su gravedad deben controlarse las reactivaciones
imprescindibles que incluyen su refuerzo ante heridas
contusas cuando se desconoce su cumplimiento, con
independencia de la posibilidad de inducir reacciones de
Arthus que siempre son menos graves que un tétano.®”

La neutralizacion de la neurotoxina se logra a través de
la induccion y permanencia sérica de anticuerpos IgG
anti TT protectores. No se puede apostar a la memoria
inducida por la inmunizacioén inicial, sino que esta
se emplea para producir respuestas secundarias de
anticuerpos tras cada refuerzo.!'?

La vacunacion es considerada por la OMS como la
estrategia mas eficiente costo-beneficio para controlar
las enfermedades infecciosas. A pesar de los grandes
éxitos con vacunas, muchas enfermedades contagiosas
todavia son importantes causas de mortalidad, por la
cobertura inadecuada de muchas vacunas.
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Varios factores han sido responsables de esta mortalidad:
el nimero de dosis, alta reactogenicidad de las vacunas,
los costos y las politicas de vacunacion, entre otros.

Contradictoriamente, pocas vacunas son de dosis Gnica e
incluso menos de administracion mucosa. Sin embargo,
las infecciones mas comunes ocurren por via mucosa,
donde la inmunoglobulina A secretoria (IgAS) juega un
papel esencial a nivel de la respuesta adquirida.!"!?

A la luz de la meta ambiciosa de la OMS de producir
vacunas que provean maxima proteccion en ambos
compartimentos: el parenteral y el mucoso y con un
numero minimo de dosis, se desarrolld esta nueva
estrategia por nuestro grupo, denominada estrategia
de vacunacion unitemporal (SinTimVaS, ‘Single Time
Vaccination Strategy’) mediante la inmunizacion de
dos aplicaciones simultaneas: una por via mucosa y la
otra por via parenteral. Esta induce similares respuestas
de IgG sérica e IgA mucosa que al menos dos dosis
parenterales y mucosas, respectivas.!121314 Para ello,
se requeria contar con formulaciones que funcionaran
por via mucosa. El principal problema de las vacunas
mucosas es la ausencia de adyuvantes ttiles por esta
via. Pérez y cols. han desarrollado una plataforma de
adyuvantes denominada AFCo (Adyuvante Finlay
Cocleato) derivados de Neisseria meningitis serogrupo
B que funcionan por via mucosa.(!%1617:18.19)

Las esporas y las formas vegetativas del tétanos, al
infectar a los humanos, atraviesan las mucosas por lo
que debiera estarse induciendo respuesta inmune a este
nivel, en particular su principal anticuerpo protector, la
IgAS. No obstante, la induccion por la vacunacion, asi
como, su posible papel protector no han sido explorados.

La vacuna cubana vax-TET® es adsorbida en hidroxido
de aluminio (alimina) que funciona como adyuvante
y se emplea por via intramuscular (im); pero ésta no
induce respuesta mucosa. El Alusil es un medicamento
de uso oral en humanos que posee propiedades
antiacidas, antiurolitiasicas y antihiperfosfatémicas.
Estda compuesto de gel de hidroxido de aluminio
desecado (0,3 g) y trisilicato de magnesio (0,2 g) por
tableta.?” Asi, vax-TET® pudiera funcionar por via oral,
lo que anadiria respuestas cualitativamente superiores
al inducir IgAS anti TT mucosa, ademas de la IgG anti
TT sistémica. Asi, nos propusimos, evaluar el efecto de
vax-TET® aplicado en SinTimVaS en ratones Balb/c y
ademas, explorar la influencia del adyuvante sobre la
induccion de la respuesta de IgA anti TT.
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Materiales y Métodos
Se realiz6 un estudio experimental, explicativo y
longitudinal prospectivo. Se emplearon ratones

Balb/c hembras de 18 = 2 g al inicio del experimento
producidos por el Centro de Produccion de Animales de
Laboratorio (CENPALAB), Mayabeque, Cuba. Estos
fueron doblemente aleatorizados: por grupos (n=5)
y tratamientos y se repitieron los ensayos al menos 3
veces. Los grupos experimentales consistieron en:
SinTimVaS por via oral e im simultdneas empleando
vax-TET® una sola vez y TT formulado en AFCol
aplicado por via oral en 3 dosis, para valorar el efecto de
un adyuvante mucoso mas potente. El control negativo
lo constituyeron los animales tratados con dos dosis de
alimina por via im espaciados 14 dias. Como control
positivo aquellos con dos dosis de vax-TET® por via im
espaciados 14 dias que es la inmunizacion tradicional
en ratones. Otros controles incluyeron: una dosis de
vax-TET® im para valorar el posible efecto de una sola
dosis como ocurre en SinTimVaS; vax-TET® oral en tres
dosis espaciadas 7 dias para valorar la funcionabilidad
de la via oral y SinTimVaS aplicada en dos dosis orales
e im empleando vax-TET® espaciados 7 dias para
valorar si se requerian mas de una dosis simultanea. Las
concentraciones de vax-TET® y TT empleadas fueron
de 1,6 Lf (unidades de floculacion).

Determinaciones de IgG, IgG1 e IgG2a séricas e IgA
sialica anti TT

Se realizaron por un ELISA indirecto, cualitativo y no
competitivo, segin del Campo J y cols.?)

Brevemente, se recubrieron placas de 96 pozos
(Maxisorp, Nunc, EUA) con 100 uL/pozo de TT a 4
pug/mL en tampoén carbonato-bicarbonato pH 9,6 por
12 h en camara himeda. Luego se incubaron con 150
uL/pozo de solucion salina tamponada con fosfatos
0,15M pH 7,4 (SSTF)-seroalbumina bovina al 1%
(soluciéon de bloqueo) a 37°C por 1 h. Los sueros y la
saliva se diluyeron en solucion de bloqueo a 1:100 y
1:1, respectivamente. Se depositaron 100 pL/pozo por
duplicado y se incubaron 2 h a 37°C. Se adicionaron 100
uL/pozo de anti IgG, o anti IgA de ratéon conjugados a
peroxidasa (Sigma, St. Louis, MO, EUA), diluido 1:5000
en solucion de bloqueo mas Tween 20, 0,1% (v/v),
(solucién de lavado), durante 1 h a temperatura entre 20-
25°C en camara humeda. Luego, se adicionaron 100 pL/
pozo de una solucion de perdxido de hidrogeno 0,01%
(v/v) y del cromégeno ortofenilendiamina 0,6 mg/mL
en solucion tampon sustrato (Na,HPO,, 52 mM y 4cido
citrico 25 mM, pH 5,6) y se incubaron en la oscuridad
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durante 30 min. Para las subclases se adicionaron 100
puL/pozo de anti IgG1, anti I[gG2a biotinilados y se revelo
con ortofenilendiamina. Las reacciones se detuvieron
con 50 pL de una solucion de H,SO,, 2 M. La densidad
optica (DO) se ley6 a 492 nm en un lector SUMA PR
621 (Centro de Inmunoensayo, Cuba). Después de cada
paso de incubacion, las placas se lavaron tres veces con
solucion de lavado.

En cada placa se emplearon cuatro réplicas de un control
negativo y otro positivo para suero y saliva. Se calcularon
las DO promedios, sus desviaciones estandares (DE)
y los limites superior e inferior (promedio + 2 DE) de
las réplicas de los controles positivo y negativo con
vistas a eliminar los valores extremos. Cada placa se
acept6 cuando: el promedio de las réplicas del control
positivo sérico oscilaron entre 0,4-1,0 y del control
negativo oscilaron entre 0,01 y 0,1 y en saliva el control
positivo oscild entre 0,2-0,4 y el negativo entre 0,05
y 0,1. Si los resultados de los controles en cada placa
no se encontraban entre dichos valores la placa seria
rechazada y se repetirian las muestras.

Analisis estadistico

El procesamiento de los graficos y el analisis de los
resultados se realizé por GraphPad Prisma version 5.00
(GraphPad Software, USA). La distribuciéon normal
de las variables y homogeneidad de las varianzas se
realiz6 por Komolgorov-Smirnov respectivamente.
Los resultados normales se analizaron por ANOVA de
una cola, seguida de Tukey. Se considero significacion
estadistica cuando p<0,05.

Resultados y Discusion

La administracion de la vacuna vax-TET® adyuvada con
alimina administrada en SinTimVaS, dosis simultineas
unicas im y oral, indujeron similares respuestas de IgG
anti TT que dos dosis de vax-TET im espaciadas 14 dias,
es decir, la vacunacion convencional. La repeticion de
SinTimVaS en dos dosis espaciadas 7 dias no incremento
la respuesta de IgG anti TT sérica ni tampoco el cambio
de via de la oral a la nasal.

Por otra parte, vax-TET® en una sola dosis indujo una
respuesta significativamente menor (p<0,001) que con
dos dosis o SinTimVaS. Tres dosis orales de vax-TET®
espaciadas 7 dias no indujeron IgG anti TT sistémico
(Fig. 1).

Todas las formulaciones que indujeron IgG anti TT
indujeron respuesta de IgG2a (Fig. 2) e IgGl, lo que
se corresponde con la gran inmunogenicidad del TT y



Robles-Reyes L, et al. VacciMonitor 2019;28(3):85-90

0.6 a a a
. a —P
E o5y B
il
g
-r
o 0.4 b
=
- J
o3
& 02
%

0.1 4 c

<
0.0 ; ; ; ; ; ; ; .
& S & S SES &
A & i L > & & &
& & o & o /) b ¢
& & . & & & &
& & & & & & &
& & 4 4 . -
= 4 &

£ & &

Fig. 1. IgG anti TT sérica inducida por SinTimVas (STVS). O, oral; im, intramuscular; in, intranasal; vax-TET® (vacuna
monovalente de toxoide tetanico); AFCol, adyuvante Finlay cocleato 1. Los nimeros en la leyenda significan las dosis aplicadas
con cada formulacion. Letras diferentes significan diferencias significativas (p<0,05) determinadas por ANOVA, seguido de Tukey.
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Fig. 2. IgG2a anti TT sérica inducida por SinTimVaS (STVS). O, oral; im, intramuscular; in, ntranasal; vax-TET (vacuna
monovalente de toxoide tetdnico); AFCol, adyuvante Finlay cocleato 1. Los imeros en la leyenda significan las dosis aplicadas con
cada formulacion. Letras diferentes significan diferencias significativas (p<0,001) determinadas por ANOVA, seguido de Tukey.

sus vacunas y su inmunopolarizaciéon hacia un patron
Thl. No se logr6é determinar la induccion de respuesta
de IgA especifica en saliva en los grupos inmunizados
con SinTimVaS en una o dos dosis ni tres dosis orales
de vax-TET®. No obstante, al cambiar el adyuvante de
alimina por AFCol coadministrado con TT en 3 dosis
orales se indujo similares respuestas de IgG e [gG2a anti
TT sérica (Fig. 1 y 2) que con dos dosis de vax-TET
im y se adiciond la induccion de IgA anti TT en saliva
(p<0,001).
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El funcionamiento de la vacunacion en SinTimVaS
permite incrementar la efectividad de la vacunacion al
reducir: el tiempo de inmunizacion, los costos de las
campaflas y la induccioén de respuestas sérica y mucosa
especificas, asi como lograr proteger mas rapidamente.
Este sistema es eficiente con una sola dosis ya que no
necesita ser potenciada por dosis de refuerzo a nivel
de la respuesta inductiva y funciona por vias tanto oral
como nasal.

Sabemos que la via nasal es méas potente que la oral para
inducir respuestas a nivel de saliva y requiere menos
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concentraciones de antigeno; pero ambas inducen
similares respuestas sistémicas como las encontradas
en el presente trabajo. Esta estrategia pudiera ser 1til
en los paises donde el objetivo de la OMS de vacunar
al menos con tres dosis de DPT aun no se ha logrado.
También en la vacunacion de animales valiosos, como
los caballos y otros de compafiia, se pueden lograr
protecciones en menos tiempo, pues los esquemas para
inducir respuestas protectoras requieren esperar hasta
después de dos o tres dosis vacunales.

La no deteccion de IgA anti TT siédlica en SinTimVaS
por vias oral e im usando vax-TET® (TT adyuvado con
alimina) en una ni dos dosis, parece deberse a dicho
adyuvante, ya que aunque induce respuestas de IgG anti
TT sistémicas no logra inducir IgA. Esta hipotesis fue
verificada al adyuvar TT con AFCol que es un potente
adyuvante mucoso,'” con el que si se logroé inducir
respuestas de IgA sidlica. La hipdtesis alternativa de que
la via oral induce respuestas en el tracto digestivo mas
que en el respiratorio también fue verificada, usando TT
nasal y vax-TET®im, la que tampoco indujo IgA anti TT
sidlica. De cualquier manera, todos las formulaciones
y SinTimVaS indujeron simulares repuestas de IgG
anti TT séricas, anticuerpo reconocido como protector
contra el tétano.

La induccion de IgA especifica por las vacunas
profilacticas en general y las infecciones naturales ha
sido poco explorada. Esto pudiera deberse a varias
causas:

1. Poco conocimiento de la respuesta mucosa en
particular de la IgA como principal protector humoral
mucoso.

2. Contar con un correlato de proteccion, que en el caso
del tétano esta basado en IgG anti TT sérica y que es
inducida por todas las vacunas contra esta enfermedad.

3. Ausencia de adyuvantes mucosos funcionales en
humanos; aunque se ha explorado con formulaciones
que contienen quitosana o bilosomas, con buenos
resultados en ratones.22324

4. La via mucosa, en particular la oral, requiere de
altas concentraciones de antigeno; en nuestro caso solo
exploramos 1,6 Lf, lo que pudiera ser insuficiente para
inducir IgA, no asi IgG especificas.

5. Poco conocimiento de los lugares de accion de la
neuro-espasmotoxina, pues como su nombre lo indica
afecta al sistema nervioso y se asume que es solo el
central;("*>% no obstante, el sistema nervioso es también
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periférico y entérico. El entérico es el “segundo
cerebro”, llamado asi pues contiene solo 850 veces
menos neuronas que el sistema nervioso central.”” En
consecuencia, el tratamiento de un tétano clinico o la
profilaxis en heridas sospechosas sin esquemas de
vacunacion/reactivacion completos, requiere de 12
aplicaciones de 250 mL (1 UI/mL) de gammaglobulinas
en multiples lugares para tratar de salvar al paciente,
pues la neurotoxina puede estar distribuida en multiples
nervios localizados en todo el organismo.!®

En conclusiéon, el presente trabajo extiende nuestra
experiencia con SinTimVaS a la vacuna contra el tétano
adyuvada con alumina, lo que la hace funcional por via
oral; se pudieran reducir los esquemas de vacunacion
con el empleo de adyuvantes mdas potentes que
inducirian respuestas sistémicas similares a su aplicacion
convencional parenteral, asi como cualitativamente
superiores al adicionar respuestas mucosas.
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Alum adjuvant tetanus vaccine in simultaneous immunization by mucosal and parenteral

routes
Abstract

Tetanus is caused by Clostridium tetani, a sporulated Gram+ bacterium that produces a potent neurotoxin. Parenteral
vaccines produce protective tetanus antitoxin (anti TT) IgG in multiple induction and reactivation doses; vax-TET® is
a Cuban parenteral vaccine adsorbed onto alumina. IgAS (secretory), the main mucosal protective antibody, is only
induced by the mucous membrane. The oral route, the induction of IgA and its protective role have not been explored.
SinTimVaS is applied by simultaneous mucosal and parenteral route that induces systemic IgG similar to the parenteral
route and adds an IgA mucosal response. We evaluated the effect of vax-TET® applied in SinTimVaS in Balb/c mice
and we explored the influence of adjuvant on the induction of anti-TT IgA. SinTimVaS induced similar serum anti TT
IgG responses to two intramuscular doses of vax-TET®; but higher than one dose. Three doses of oral vax-TET® did
not induce serum anti-TT IgG, whereas adjuvanted with adjuvant Finlay Cocleate 1 (AFCol) did induce it. It was not
possible to determine the IgA anti-TT mucous induction with any of the formulations adjuvanted with alumina; but
with the formulation AFCol + TT it was induced. We can conclude that vax-TET® in SinTimVaS worked in a similar
way to the established parenteral immunization, so it would be possible to reduce the multi-dose vaccination schemes
with more potent adjuvant formulations and it is confirmed that powerful adjuvants are required to induce mucosal IgA.
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