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Resumen  Las diferentes formas de presentacion antigénica, que dependen principalmente del tamafio y la solubi-
lidad de los antigenos, constituyen uno de los factores que intervienen en la modulacion de la res-
puesta inmune. Actualmente, con el fin de minimizar el nimero de inoculaciones del plan de vacunacion, se tiende
a utilizar vacunas cada vez mas complejas donde diferentes antigenos se combinan. El objetivo de este trabajo fue
evaluar en ratones BALB/c, si la respuesta al toxoide tetanico se modifica cuando esta acompafiado de otros
antigenos en la formulacion de la vacuna. Para las vacunas DTPw (formada por los toxoides diftérico, tetanico y
Bordetella pertussis inactivada) y DTPaSt (ambos toxoides, antigenos solubles de B. pertussis y Salmonella typhi
inactivada) se observé una respuesta antitetanica mixta T helper 1 y T helper 2, con produccién de interferon gamma,
interleuquina 5 e interleuquina 6. En cambio, para la vacuna DTPa la respuesta fue T helper 2, con produccion de
Interleuquina 5 y 6. Sélo la inmunizacién con DTPw indujo altos niveles de IL-12 con respecto al grupo control
(ratones inoculados con solucién fisiol6gica). Nuestros resultados evidencian que la respuesta al toxoide tetanico
se modifica con la adicion de antigenos particulados como B. pertussis o S. typhi. Sin embargo, la respuesta ori-
ginal se mantiene cuando esta acompafiado de otros antigenos solubles.
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Abstract Cytokines induced by experimental anti-tetanus immunization. Vaccine-formulation effect.
Several factors are involved in the selective activation of T helper 1 or T helper 2 cells, such as the
type of antigen-presenting cells involved in the immune response and the different physical characteristics of antigens.
The aim of this work was to evaluate if adding other antigens to tetanus toxoid modifies the original immune response.
BALB/c mice were immunized with tetanus and diphtheria toxoids associated with whole-cell Bordetella pertussis
(DTPw vaccine), B. pertussis soluble antigens (DTPa vaccine) or Salmonella typhi plus DTPa (DTPaSt vaccine).
DTPw and DTPaSt immunization induced a T helper 1/T helper 2 (Th1/Th2) anti-tetanus response with gamma
interferon and interleukin 5 production. DTPa immunization induced a Th2 response with production of interleukin 5
and interleukin 6. Only DTPw vaccine induced higher levels of IL-12 in non-immunized mice. Our findings indicate
that the co-injection of whole-cell antigens such as B. pertussis or S. typhi , modifies the anti-tetanus response
shifting it from Th2 to Th1 type. However, the original Th2 immune response is not modified when the vaccine consists
only of soluble antigens.
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El conocimiento actual sobre la respuesta inmune
permite analizar mejor el efecto de los inmunégenos con-
tenidos en las diversas vacunas.

En los Ultimos afios, las vacunas empleadas para
conferir proteccién contra tétanos, difteria, tos convulsa
(Bordetella pertussis) y salmonelosis, han sufrido modi-
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ficaciones en su forma de administracion tendientes a
disminuir el nimero de inmunizaciones en la poblacion.
Asi, los toxoides tetanico (T) y diftérico (D) fueron aso-
ciados a los componentes B. pertussis entero (Pw), a
sus antigenos solubles (Pa) o a Salmonella typhi (St).
En estas asociaciones de antigenos vacunales se inten-
ta que cada uno de los componentes mantenga su acti-
vidad protectora.

Frente a infecciones bacterianas, el huésped monta
diferentes tipos de respuesta inmune segun que el pato-
geno sea intracelular o extracelular. La infeccion con
microorganismos intracelulares conduce principalmente
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a la activacion de linfocitos T helper (Th) 1 con produc-
cién de citoquinas pro-inflamatorias, favoreciendo la de-
puracién del patdgeno y la destruccion de células infec-
tadas. En cambio, los patégenos extracelulares estimu-
lan la produccién de anticuerpos contra sus toxinas me-
diante la activacion de clones de linfocitos Th2 con pro-
duccién de citoquinas sin actividad inflamatoria® 2. Estos
conocimientos son tenidos en cuenta en el desarrollo
de nuevas vacunas al considerar que para conferir pro-
teccion al huésped, la vacunacién debe emular la res-
puesta inmune generada por una infeccion.

Con el proposito de establecer si las asociaciones de
antigenos modifican el tipo de respuesta inmune origi-
nal, nos propusimos estudiar la respuesta antitetanica
gue se genera por inmunizacion con las vacunas DTPw,
DTPa y DTPasSt, evaluando los niveles de interleuquina
(IL) 5, IL-6, IL-12 e interferon gamma (IFNy) en los
sobrenadantes de cultivo de células de bazo de ratones
inmunizados.

Materiales y métodos

Animales: se emplearon ratones BALB/c (6-8 semanas de edad)
provistos por el Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria
gue fueron agrupados de a 5 y mantenidos en cuarentena du-
rante 96 horas antes de ser inmunizados.

Vacunas: se emplearon tres vacunas, a saber: Aventis-
Pasteur DTPw (30 limites de floculacién por mililitro (Lf/ml) de
toxoide diftérico, 10 Lf/ml de toxoide tetanico y 30 unidades
opacimétricas por mililitro (UO/ml) del B. pertussis entera),
Aventis-Pasteur DTPa (30 Lf/ml de toxoide diftérico, 10 Lf/ml
de toxoide tetanico, 20 microgramos por mililitro (ug/ml) de
toxoide pertasico, 10 pg/ml de hemaglutinina filamentosa, 6 pg/
ml de pertactina y 10 pg/ml de aglutinégenos 2 y 3), DTPaSt
(3x107 unidades formadoras de colonia por mililitro (UFC/ml) de
Salmonella typhi inactivada por calor adicionadas a la vacuna
DTPa). Las vacunas se diluyeron en solucién fisiol6gica esté-
ril (SF) para obtener 2 Lf/dosis de toxoide tetanico.

Inmunizaciones: la inmunizacién de los ratones se llevé a
cabo los dias 0, 7 y 21, inoculando por via sc 0.5 ml de cada
dilucién de vacuna distribuido en dos inéculos sobre el lomo.
Se utilizé6 SF como control.

Cultivos de células: doce dias después de la Ultima inmuni-
zacion, se extrajo el bazo de cada uno de los ratones para pro-
cesarlo en forma individual. EI medio de cultivo empleado fue
RPMI 1640 suplementado con suero fetal bovino (10% v/v),
penicilina (100 unidades internacionales por mililitro (Ul/ml)),
estreptomicina (100 pg/ml), anfotericina B (0.25 pg/ml), L-
glutamina (300 pg/ml) y piruvato (220 pg/ml).

A un volumen (100 pl) de cada suspension celular (5x108
cel/ml) se le adicion6 otro igual de medio de cultivo, toxoide
tetanico (10 pg/ml; Statens Serum Institut) o el mitégeno
concanavalina A (ConA, 5 pg/ml, Vector Labs). Los cultivos se
llevaron a cabo por cuadruplicado a 37 °C en presencia de 5
% de CO,,.

En cada experimento se efectuaron dos cultivos celulares
en paralelo: uno para evaluar proliferacion celular (96 hs de
incubacién), y otro para estudiar la presencia de citoquinas en
los sobrenadantes (72 hs de incubacion).
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Proliferacion celular. se evalu6é midiendo el nivel de incor-
poracion de timidina tritiada. El resultado correspondiente a
cada animal (valor medio de cuatro réplicas) se expresé en
cuentas por minuto (cpm). Los ratones fueron considerados
respondedores cuando superaron el valor de corte (valor me-
dio + 2DE) obtenido a partir de los resultados correspondien-
tes a los cultivos de células no estimuladas (datos acumula-
dos de 3 experiencias).

Citoquinas: se estudiaron por ELISA los niveles de IL-5, IL-
12, INFy (OptEIA, Pharmingen) e 1L-6 (R&D) en los sobrena-
dantes de cultivo individuales, que estuvieron conservados a
—70 °C hasta el momento de su procesamiento. Las concen-
traciones en picogramos por mililitro (pg/ml) se calcularon a
partir de una curva de referencia confeccionada con citoquinas
recombinantes murinas. Los ratones fueron considerados pro-
ductores de citoquina cuando superaron el valor de corte (va-
lor medio + 2DE) obtenido a partir de los resultados correspon-
dientes a los cultivos de células no estimuladas (datos acumu-
lados de 3 experiencias).

Anadlisis estadistico: los niveles de proliferacion y de las
citoquinas (IL-5, IL-6 e INFy) se compararon usando el test
ANOVA. Los correspondientes a IL-12 fueron comparados con
respecto al grupo control mediante el test de Student.

Resultados

Las células de bazo, tanto de los animales inmunizados
como de los no inmunizados, proliferaron en respuesta
a la ConA.

El toxoide tetanico indujo la proliferacién de los culti-
vos celulares provenientes de todos los animales
inmunizados (Fig. 1).
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Fig. 1.— Respuesta proliferativa de células de bazo en cultivo
con o sin estimulo con toxoide tetanico (T), expresada en
cuentas por minuto (cpm). Cada barra representa los resul-
tados acumulados de tres experimentos iguales. El valor de
corte corresponde a la media mas dos desvios estandar del
nivel de proliferacion celular en cultivos sin estimulo corres-
pondientes a todos los ratones.
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Se midieron los niveles de IFNy e IL-5 como
indicadores de respuesta antitetdnica de memoria de tipo
Thly Th2, respectivamente. Las células sensibilizadas
con vacuna DTPw o DTPaSt produjeron INFy a diferen-
cia de las sensibilizadas con DTPa que no lo hicieron
(Fig. 2.a). Las tres vacunas indujeron la produccién de
IL-5 (Fig. 2.h).

Para analizar el efecto de las inmunizaciones sobre
la actividad fagocitica, se determiné el nivel de IL-12 en
los sobrenadantes de cultivo de células sin estimular
correspondientes a todos los ratones. Las células sensi-
bilizadas con DTPw y DTPaSt produjeron niveles mayo-
res a los del grupo control (aproximadamente 3y 1.5
veces, respectivamente (p<0.01)). Para DTPa, los nive-
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Fig. 2.— Niveles de interferon gamma (IFNy) (a) e interleuquina
5 (IL-5) (b) en los sobrenadantes de células de bazo en cul-
tivo con o sin estimulo con toxoide tetanico (T), expresa-
dos en picogramos por mililitro (pg/ml). Las barras repre-
sentan los resultados acumulados de tres experimentos
iguales. El valor de corte corresponde a la media mas dos
desvios estandar del nivel de citoquina en los sobrenadan-
tes de cultivo de células sin estimular correspondientes a
todos los ratones.
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Fig. 3.— Niveles de IL-12 en los sobrenadantes de células de
bazo en cultivo sin estimulo, expresados en picogramos por
mililitro (pg/ml). Las barras representan los resultados acu-
mulados de tres experimentos iguales.

200-
E
[{-
= 100- I
2
=0 =0 El &

SF DTPa DTPw DTPaSt

E=d sin estimulacion
W estimulaciéncon T

Fig. 4.— Niveles de IL-6 en los sobrenadantes de células de
bazo en cultivo con o sin estimulo con toxoide tetanico (T),
expresados en picogramos por mililitro (pg/ml). Las barras
representan los resultados acumulados de tres experimen-
tos iguales. El valor de corte corresponde a la media mas
dos desvios estandar del nivel de citoquina en los sobrena-
dantes de cultivo de células sin estimular correspondientes
a todos los ratones.

les de IL-12 medidos no difirieron de los del grupo con-
trol (p<0.01) (Fig. 3).

Las células sensibilizadas con cualquiera de las tres
vacunas y estimuladas con toxoide tetanico produjeron
niveles de IL-6 mayores al valor de corte (Fig. 4).

Discusién

El andlisis de la respuesta proliferativa especifica de-
mostré que todas las asociaciones vacunales estudia-
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das generaron respuesta antitetanica de memoria. La
respuesta fue de tipo Th2 para lainmunizacion con DTPa
ya que esta vacuna indujo la produccion de IL-5 y no de
IFNy. EI mismo perfil fue observado también en nuestro
laboratorio cuando se analizé en ratones la respuesta
originada por inmunizacion con la vacuna DT (datos no
mostrados). La inmunizacién con la vacuna DTPw o
DTPaSt indujo tanto la produccién de IFNy como de IL-5
(perfil Th1/Th2). Estos resultados indican que la conoci-
da respuesta antitetanica de tipo Th2 no se modifica
cuando otros antigenos solubles acompafian al toxoide
tetanico en la formulacién de la vacuna. Sin embargo, la
inclusion de antigenos particulados como Pw o St mo-
dulan esta respuesta al tipo mixto, Th1/Th2. Es muy pro-
bable que estas observaciones estén relacionadas con
diferentes formas de presentacion antigénica ya que se
sabe que las células fagociticas como los macréfagos
presentan preferentemente antigenos de gran tamafio
y estan asociadas con la induccion de respuesta Thil,
mientras que las células B presentan mas eficientemente
antigenos pequefios o solubles estimulando la respues-
ta Th237,

Después del reconocimiento del toxoide tetanico por
parte de los linfocitos B (mediante sus receptores de
membrana), los clones de linfocitos T especificos dispo-
nibles para colaborar en la respuesta son diferenciados
al tipo Th2 por la accién de las citoquinas generadas
durante la presentacion (es el caso de DT y DTPa).
Simultaneamente y en el mismo escenario, los antigenos
particulados (Pw, St) son presentados por los macréfagos
y por ende inducen la produccién de citoquinas que con-
ducen a la diferenciacion de los linfocitos ThO a Thl. Es
probable que los linfocitos ThO especificos para el toxoide
teténico, a partir de los cuales se originaran los clones
gue colaboran en la respuesta, puedan diferenciarse a
Thl o a Th2, segin como sea el entorno de citoquinas
producidas por las diferentes células presentadoras,
explicandose asi la respuesta antitetanica mixta que se
observo luego de la inmunizacion con DTPw y DTPaSt.

La correlacion entre IL-12 e INFy observada para
DTPw y DTPaSt esta de acuerdo con la conocida parti-
cipacion de IL-12 en la induccion de linfocitos Th1812,
Los niveles menores de IL-12 observados para DTPaSt,
podrian deberse al efecto inhibitorio de la fitohemaglu-
tinina (FHA, antigeno soluble de B.pertussis y compo-
nente de la DTPa) sobre la produccién de esta citoquina
por macréfagos murinos®.

El analisis de los resultados de IL-6 merece conside-
racion aparte debido a su controvertida clasificacién® 1+
16, Si se tiene en cuenta su actividad pro-inflamatoria ya
reportada, los mayores niveles producidos por las célu-
las sensibilizadas con DTPw y DTPaSt después de ser
estimuladas con toxoide tetanico, estan en relacion con
la necesidad de una respuesta inflamatoria para la elimi-
nacion de patdégenos intracelulares como B. pertussis y
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S. typhi. Si lo que se considera es su condicion de
citoquina tipo Th2, no sorprende que la inmunizacién con
DTPa induzca la produccion de IL-6 ademés de IL-5.
Esto ultimo concuerda con las observaciones de Aoki et
al, quienes observaron en ratones BALB/c inmunizados
con ovo-albumina soluble un aumento en la produccion
de IL-6 por parte de las células de bazo estimuladas in
vitro con el mismo antigeno®. Por otra parte, hay que
tener en cuenta que el antigeno FHA, ademas de tener
efecto supresor sobre la produccién de IL-12, es un
estimulador de la produccion de IL-6 e IL-10%.

Si bien todas las vacunas analizadas tienen Al(OH),,
adyuvante empleado en vacunas de uso humano, no
hay que descartar una posible actividad moduladora
adicional dada la conocida capacidad de este adyuvante
para disminuir las respuestas Th1l especificas mediante
la produccion de IL-4517,

Finalmente, habria que tener en cuenta que la sensi-
bilizacion con vacuna DTPw origina la produccion de
INFy, citoquina que se asocia a procesos inflamatorios
Yy que no es necesaria para la proteccion antitetanica.

Los resultados de este estudio ponen en evidencia
gue la respuesta a un antigeno soluble como el toxoide
tetanico se modifica cuando antigenos particulados como
bacterias se incluyen en la formulacion.

Los resultados de este trabajo, de ser confirmados
en la respuesta inmune a la vacunacién antitetanica en
los humanos, podrian ser muy Utiles para mejorar el di-
sefio de las vacunas complejas.
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38. Da al médico por sus servicios, los honores que merece
que tambien a él lo cre6 el Sefior.
Del Altisimo recibe el médico su arte

y del rey recibe los obsequios.
La ciencia del médico realza su cabeza;

y ante los grandes es admirado.
El Sefior puso en la tierra medicinas,
el varén prudente no las desdefia.

¢No fue el agua endulzada con un lefio

para que se conociera su virtud?
El mismo dio a los hombres la ciencia

para que se gloriaran en sus maravillas.
Con ellas cura él y quita el sufrimiento,

con ellas el farmacéutico hace mixturas.
Asi nunca se acaban sus obras,

y de él viene la paz sobre la haz de la tierra.



