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I. Introduccién

Cualquier substancia tiene efectos toxicos sobre un organismo si es
administrada en dosis suficientemente grandes. Sin embargo, algunas
substancias alcanzan su nivel téxico, y hasta letal, a concentraciones infimas,
tan pequefias que pocos o ningln instrumento es capaz de detectarlas por sus
caracteristicas fisico-quimicas: las toxinas son de este tipo. Producidas por
micro y macro-organismos las toxinas son el principal mecanismo pat6geno
en el tétanos, la difteria y el botulismo, el célera humano, la gangrena,
etcétera, asi como en las picaduras por alacran y aracnidos y mordeduras de
algunas serpientes. También, las toxinas participan en la patogénesis de la
tifoidea, la peste, el antrax, la fiebre puerperal y las disenterias bacilares,
entre otras enfermedades (1). Consecuentemente, la prevencion y el
tratamiento de algunas de estas enfermedades incluye procedimientos
destinados a inactivar a las toxinas. Los anticuerpos son potentes agentes
antitoxicos: inhiben la toxicidad obstaculizando espacialmente el sitio
molecular responsable de los efectos tdxicos o desviando metabdlicamente a
la toxina, impidiendo asi su acceso al 6rgano donde ejerce su accion.

Las medidas inmunoldgicas para prevenir enfermedades causadas por
toxinas consisten en la vacunacién de la poblacién expuesta, en la esperanza
de inducir niveles altos de anticuerpos antitoxina y asi tener una mejor
oportunidad de controlar un eventual contacto con la toxina. En un buen
numero de estas enfermedades, e.g. difteria, tétanos, etcétera, la vacunacion
suele ser eficaz. Sin embargo, como no siempre se tiene certeza de que la
vacunacién haya ocurrido, o porque ésta ocurrié hace mucho tiempo, o
porgue la frecuencia de la enfermedad no amerita campafias de vacunacion,
frecuentemente es necesario inyectar antitoxinas a un enfermo. Las anti-
toxinas pueden ser de origen animal o humanas, pero estas ultimas son caras
y es frecuente encontrarse con que no existen en todas las especificidades
diferentes, e.g. antitétanos, anticOlera, antidiftérica, antialacran,
anticrotalica, etcétera. Asi que las antitoxinas pre-
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paradas en animales diferentes al hombre son casi siempre las Unicas
accesibles a la poblacion de escasos recursos o las Ginicas existentes.

El caballo es el animal mas frecuentemente utilizado como fuente de
antitoxinas pues relne las caracteristicas de ser grande, docil y de
sintetizar cantidades apreciables de anticuerpos.

La produccién industrial de antitoxinas es un dificil problema de
resolver, en parte por la dificultad intrinseca que ofrece el control de la
respuesta inmune y en parte, porque los intereses comerciales de las
empresas que las producen restringen la libre transferencia de
informacion cientifica en esta érea.

Nosotros hemos tenido la oportunidad de intentar optimizar la
produccién de antitoxina tetanica para una industria local y aqui
informamos de nuestros resultados en la esperanza de que sean (tiles a
otras empresas y se facilite la produccion de estos anticuerpos.

La magnitud de cualquier respuesta inmune depende princi-
cipalmente de la dosis del antigeno, del nimero de estimulos antigénicos,
del tiempo después de la inmunizacién, de la frecuencia de estimulacién
y de la presencia de adyuvantes en el indculo antigénico (2). Como
algunas de estas variables son costosas (dosis de antigeno, tiempo de
inmunizacion) o peligrosas para la salud del animal inmunizado
(adyuvantes, re-inmunizacién), interesa disefiar protocolos de
inmunizaciéon que maximicen la cantidad de anticuerpos producidos,
minimicen la pérdida de animales, y reduzcan la variacion entre animales
y el tiempo y la dosis de antigenos necesarios para alcanzar la respuesta
maxima.

Aqui reportamos los efectos de distintas dosis de Mycobacterium
tuberculosis muerto en el adyuvante completo de Freud (2) (ACF) sobre la
produccién de antitoxina tetanica equina y de sus interacciones can la
dosis de antigeno, el nimero de estimulos antigénicos y la frecuencia de
aplicacion del estimulo antigénico.

1. Material y métodos

1) Efecto de las dosis de antigenos y de M. tuberculosis sobre la cinética de
produccidn de antitoxina tetanica

Dieciséis caballos sin experiencia previa con el toxoide tetanico se
destinaron a explorar los efectos de la dosis de M. tuberculosis en el ACF
en la respuesta primaria. Cada caballo fue inmunizado can 5 ml de ACF
conteniendo 0, 5, 50 o 500 mg de M. tuberculosis
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(MTb) muerto emulsificado con 5 ml de una solucién de toxoide tetanico
(TT 125) preparado de una solucién de toxina conteniendo 1.6, 16, 160 o
1600 L+.* La respuesta primaria, expresada en unidades antitoxicas par
mililitro de suero (UA/mI), se estimd a las 0, 1, 2, 3 y 4 semanas después
del estimulo antigénico.

Los efectos del ACF administrado en la primera inmunizacién sobre
estimulos posteriores se estimaron en los mismos dieciséis caballos al
reinmunizarse todos al término de la cuarta semana con 5 o11 de ACF
conteniendo 50 mg de MTb y 1600 L+ de TT125.

La respuesta secundaria se estimé de la misma manera que la
primaria en las semanas 0, 1, 2, 3, y 4 después de la inmunizacién
secundaria. inmediatamente después los mismos dieciséis caballos se
inmunizaron por tercera ocasién con 1600 L+ de TT125, sin ACF,
estudiandoseles la respuesta terciaria del mismo modo que las anteriores.
El experimento es, entonces, un experimento de dos factores (dosis de
MTb y de TT125) con cuatro niveles par factor y una replicacién de cada
uno de los dieciséis diferentes tratamientos. Las variables de respuesta
son las respuestas primaria, secundaria y terciaria estimadas, cada una, en
cuatro tiempos diferentes y expresadas como UA por mililitro de suero.

2) Efecto de la frecuencia de inmunizacién y del ndmero de estimuios
antigénicos en la cinética de produccion de antitoxina tetanica

Para estudiar los efectos de la frecuencia de inmunizacion y del
nimero de estimulos antigénicos se inmunizaron 33 caballos can 50 mg
de MTb en el ACF y 1600 L+ de TT125 en dos ocasiones separadas par
un intervalo de 15 dias. Una semana después de la segunda inmunizacion
se midié la concentracion sérica de UA y se descartaron 8 caballos par no
tener concentraciones iguales o mayores de 50 UA por mililitro de suero.
Los 25 caballos restantes se separaron en 3 grupos de 6 caballos cada
grupo, y un cuarto grupo con 7 caballos. Los tres primeros grupos se
reinmunizaron cada uno, dos o tres semanas con 3200 L+ de TT125 (sin
adyuvante) hasta la décima semana y luego can 6400 L + en las semanas
siguientes y el cuarto grupo, cada cuatro semanas con las mismas dosis de
TT125. Todos los caballos se sangraron una semana después de cada
estimulo antigénico para determinar la concentracion sérica de UA Se
trata pues de un problema de regresion entre la

* L+ es el inverso de la dilucién de toxina que es inactivada por una unidad
internacional de antitoxina.
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concentracion sérica de UA y la frecuencia de inmunizacion y el nimero
de estimulos antigénicos.

3) Animales

Todos los caballos utilizados fueron machos, de edades y pesos
diferentes, sin experiencia inmunolégica previa con la toxina tetanica. Los
caballos se distribuyeron sin prejuicios a los diferentes tratamientos de
inmunizacion.

4) Antigeno y adyuvante

Como antigeno se utiliz6 el toxoide tetanico No. 125 (TT125) de
Laboratorios Dr. Zapata, elaborado de una solucion de toxina tetanica con
320 L +/ml. EI TT125 se diluy6 en salina de tal manera que 5 ml de la
solucion contuviese la dosis total deseada de TT125. El Mycobacterium
tuberculosis H 37 Rv, inactivado en autoclave y liofilizado se utiliz6 en la
preparacion del ACF. ElI ACF se prepar6 mezclando 85 partes de aceite
mineral (Nujol) con 15 partes de lanolina y la cantidad necesaria de MTb
para que 5 ml de ACF contuviese la dosis total deseada de MThb. Cinco
mililitros de ACF y cinco mililitros de TT125 se emulsificaron en una
licuadora inmediatamente antes de ser inyectados a los caballos.

5) Técnicas de inmunizacion y sangrado

En las inmunizaciones primaria y secundaria cada caballo recibio su
dosis de MTb y TT125 en 10 ml de la mezcla antigeno-ACF en cuatro
sitios diferentes, 2.5 ml por cada sitio. Las inyecciones se hicieron por via
subcutdnea en las caras laterales del cuello. En las inmunizaciones
ulteriores a la secundaria, los caballos recibieron el TT125 sin adyuvante
por la misma via. Los caballos se sangraron siempre por puncion de la
vena yugular, nunca en cantidades mayores de 30-40 ml/caballo/sangrado.
La sangre se dejoé coagular a temperatura ambiente y después de la
retraccion del coagulo se separé el suero.

6) Determinacion de U A

La concentracion sérica de UA se torna como el inverso de la dilucion
de 1 ml de antisuero que inhibié completamente los efectos letales sobre
ratones de 1 L + de toxina tetanica.
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I11. Resultados

1) Efecto de Las dosis de antigeno y de M. tuberculosis sobre la cinética de
produccién de antitoxina tetanica

En la Fig. 1 se grafica el promedio de U A obtenidas en los doce caballos
que recibieron dosis de MTh mayores de 0 mg (XMTh) y el promedio de los
cuatro caballos que no recibieran MThb (Xo) contra el tiempo postinmunizacion
y el nimero de estimulos antigénicos. Es evidente que la concentracion de anti-
toxina sérica aumenta en ambos grupos can el paso del tiempo y can la
repeticion de los estimulos antigénicos. Sin embargo, los niveles de antitoxina
alcanzados por los caballos inmunizados can adyuvante completo son mucho
mas altos que los que desarrollan los caballos inmunizados sin M. tuberculosis.
Es de interés sefialar que las méaximas concentraciones de antitoxina se logran a
las dos semanas en la respuesta primaria y a la semana en las respuestas
secundaria y terciaria para luego decaer rapidamente en las semanas subsecuen—
tes.

En el Cuadro | se muestra el andlisis de varianza de dos factores (dosis de
M. tuberculosis y dosis de TT125) (3) que prueba la significancia estadistica del
uso de M. tuberculosis para las respuestas secundaria y terciaria, no asi para la
primaria que resulté de magnitud similar en caballos tratados con y sin M.
tuberculosis. La dosis de TT 125 no produjo cambios en la respuesta inmune.

2) Efecto de la frecuencia de inmunizacion y del nimero de estimulos
antigénicos

En el Cuadro Il se registran las concentraciones séricas de anti—
toxina tetdnica estimadas una semana después de cada estimulo
antigénico en caballos sujetos a distintas frecuencias de inmunizacion.
En la Fig. 2 se grafican contra el tiempo de inmunizacién el promedio
de concentraciones séricas de antitoxina tetdnica inducido por las
distintas frecuencias de inmunizacién. Es evidente que la formacién de
antitoxina es asintdtica can respecto al tiempo y que la frecuencia de
inmunizacion afecta la velocidad de formacidn (pendientes de las
curvas) y la respuesta maxima (asintota). La frecuencia de un estimulo
antigénico cada cuatro semanas, resultdé la de menor velocidad de
sintesis y menor respuesta maxima. Des-
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pues le siguid la frecuencia de un estimulo cada semana. Las méximas
velocidades de sintesis y maximas respuestas se encontraron inmunizando
cada dos y tres semanas. Que el efecto se debe a la frecuencia de
estimulacion y no sélo al nimero de estimulos antigénicos se evidencia en la
Fig. 3, donde a un mismo numero de estimulos se observan diferentes
respuestas para cada frecuencia de estimulacion.

El aumento en la dosis de TT125 de 32000 a 6400 L+ en la decima
semana de inmunizacion solo afect6, y minimamente, a la frecuencia rapida.

Con todas las frecuencias de inmunizacidn, exceptuando la de un
estimulo cada cuatro semanas, se alcanzaron niveles séricos de antitoxina
tetanica mayores de 300 UA/mI entre la séptima y octava semanas después de
la inmunizacion primaria.

1V.Discusién

Nuestros resultados indican que los facto res mas importantes para elevar
la produccién de antitoxina tetanica equina son: el usa del adyuvante
completo de Freund, cuando menos en los dos primeros estimulos
antigénicos, y la administracion del antigeno cada quince o veinti(in dias en
el periodo de hiperinmunizacion.

No habiéndose demostrado efectos significativos entre dosis diferentes
de M. tuberculosis, siempre que fuesen iguales o mayores de 5 mg, ni entre
dosis diferentes de TT125, siempre que fuesen iguales o mayores de 1.6 L+,
se pueden reducir los riesgos y costas de su administracion escogiendo las
dosis efectivas mas bajas de ambos.

A continuacion se detall a el protocolo de inmunizacidn que se considera
optimo en base a los resultados obtenidos. La dosis de TT125 utilizada no es
la minima posible sino una intermedia entre ésta y la que habitualmente se
usa, considerando la posibilidad de que el efecto de la dosis de antigeno haya
sido oscurecido por la variacién entre caballos. Sin embargo, en nuestra
opinién, se pueden utilizar dosis mas bajas de antigeno y obtener
esencialmente la misma respuesta.

DIA EVENTO

0 Primera inmunizacién con una dosis de toxoide tetanico equivalente
a 64000 L+ de toxina titdnica solubilizados en 20 ml
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de salina y homogeneizados con 5 ml de ACF que contengan 5
mg de M. tuberculosis o M. butyricum.
14  Segunda inmunizacion. Mismo tratamiento.
21 Sangrado de prueba y medicién de UA/ml en el suero de
cada caballo.
Rechazo de caballos can menos de 50 UA/mI de suero.
28  Tercera inmunizacion de los caballos aceptados con 6400 L+
toxoide tetanico en 20 ml de salina. Sin adyuvante de Freund.
35 Sangrado de prueba.

De aqui en adelante se repiten los dos Gltimos pasos hasta que los
caballos alcancen concentraciones séricas de antitoxina tetanica mayores
de 300 a 400 UA/mI, limite minima de costeabilidad.

De sequir los principios enunciados debe esperarse:

a) Reducir los gastos de inmunizacion al usar menos antigeno y poco
adyuvante;

b) Reducir el tiempo de inmunizacién preparativa que ha de transcurrir
para que el caballo alcance niveles de antitoxina de interés industrial
debido al aumento en la velocidad de sintesis al inmunizar cada dos
o tres semanas;

c) Aumentar el rendimiento de antitoxina por cada caballo al
aumentarse la respuesta maxima con el usa combinado del adyuvante
y la frecuencia de inmunizacion cada dos o tres semanas;

d) Aumentar el rendimiento de antitoxina en cada sangrado al cosechar
una semana después del ultimo estimulo antigénico, tiempo en que la
respuesta an amnésica es maxima.

Es evidente que los principios para ajustar un protocolo de in-
munizacién, cuyo objetivo fue en este caso la produccién industrial de
antitoxina tetanica, son aplicables a la produccion de otras antitoxinas o
para simplemente buscar un estado de inmunidad con minimos costos y
riesgos. Los resultados también sefialan la importancia de la presencia
de M. tuberculosis en el in6culo antigénico, asi como la de la
multiplicidad de estimulos para una respuesta inmune de gran magnitud,
variables bien conocidas en inmunologia. Menos familiar es la
importancia de una frecuencia 6ptima de estimulos antigénicos, aunque
es facil explicarla. Bajo las suposiciones de la Teoria de Seleccién
Clonal (4), donde el desarrollo de una respuesta inmune necesita de la
fijacion del antigeno a un conjunto de células receptoras que se
diferencian a producir anticuerpos, se
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FIG. 1. Respuesta primaria, secundaria y terciaria en caballos con y sin M. tuberulosis
(MTb) en el adyuvante, expresadas como unidades de antitoxina tetanica por mililitro de
suero (UA/mI). XMTh es el promedio de todos los caballos que recibieron 5 mg a més de
MTb y Xo es el promedio de los caballos que no recibieron MTb en el adyuvante. Es claro
que MTb aumenta la produccion de antitoxina en todas las respuestas. Los tiempos de
méaxima concentracion de antitoxina sérica son a las dos semanas en la respuesta primaria
y a la primera semana en la secundaria y terciaria.
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ESTIMULO
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FIG. 2. Cinética de la produccion de antitoxina en caballos sujetos a diferentes
frecuencias de inmunizacién. Es evidente que las frecuencias de un estimulo cada dos y
tres semanas alcanzan concentraciones mayores de antitoxina y a mayor velocidad que la
frecuencia mas rapida y mas lenta.



ASPECTOS INMUNOLOGICOS 51

600 1
500 A
)
o
w
5
- o~ o
E
~
<
-’
L] L4 L]
6 8 10

ESTIMULO ANTIGENICO

o---o | CADA | SEMANA; e—e | CADA 2 SEMANAS
&--4A | CADA 3 SEMANAS; A—4A | CADA 4 SEMANAS

Fic. 3. Efecto del nimero de estimulos antigénicos y de la frecuencia de
estimulacién en la produccion de antitoxina tetanica. Es claro que el aumento en el
numero de estimulos aumenta la concentracion de antitoxina sérica pero, ademas, hay
un efecto de la frecuencia de inmunizacion. Las frecuencias de un estimulo cada dos o
tres semanas induce mayor produccion de antitoxina por unidad de estimulo que la
frecuencia mas alta y la mas baja.



52

CIENCIA VETERINARIA

CUADRO 1

RESPUESTA PRIMARIA

20. semomo

Mg MTb
) s 50 500 xi
3 1600 7.5 7.5 10.0 75.0 100.0
e 160 2.5 2.5 2.5 45.0 52.5
+ 16 7.5 75 2.5 25 20.0
- 16 75 7.5 2.5 15.0 95.0
X.j 20.0 25.0 17.5 137.5 267.5
Fuente G! SSs MS F P
MTb 3 587 195 < > 05
TTI125 3 1073 357 <t > 0%
Residual 7746 859
Total 15 5396
ﬂEéPUE STA SECUNDARIA
lo. semana
Mg MTp
) s 50 500 xi.
© 1600 15 300 150 150 615
s 160 75 75 15 300 465
s 16 15 7s 15 s 120
s 6 5 150 37 150 342
X} ) 600 217 615 1542
Fuenite 9! SS MS F P
MTp 3 58794 19598 431 01<P<.08
TTI28 3 40894 13631 300 05<P<.10
Retidual 9 40871 4541
Total 15
RESPUESTA TERCIARIA
lo. semano
‘Mg MTp
0 5 50 500 Xi
- 1600 s 300 75 150 600
5 160 150 150 25 300 624
'; 16 75 300 75 75 524
H 6 75 150 200 300 724
x.) | 32 900 372 824 2472
Fuente gl sS MS I3 P
MTb "3 59494 19831 3738 0s
TTI2% 3 5190 1730 <
Residuol 9 47749 5305
Totat 15 112433

CUADRO 1. Andlisis de varianza de dos factores efectuado en los tiempos en que
ocurrieron las méaximas diferencias entre los tratados can y sin MTb en el adyuvante. En la
respuesta no se demostré efecto significativo de ninguno de los factores. En la secundaria y
terciaria, en cambio, el factor dosis de MTb contribuy6 significativamente a la variacion
total. La dosis de TT125 no tuvo efectos convincentes sobre la magnitud de ninguna de las

respuestas.




CUADRO 2

- 39 -
Estinulo 1600 L, TT125
y 3200 L, TT125 6400 L,_ TT125
ACF (50 mg MTb)
SEMANAS DESPUES DE la, INMUNIZACION.
0o fa] 2 3| 4 s 6 7 8 9 | 10 11 12 13 |14 |15 | 156 17
Est{mulo # 1 2 3 4 B 6 7 ) 9 10 11 12
w | 166 025 s | so0 300 360 | 400 |500 | 500 | 600 | 700
o | 167 .025 s | s0 300 300 | 300 [300 | 300 | 300 300
5191 168 .025 5 |50 300 300 | 3c0 [300 | 3c0 | 300 | 300
Uil 169 025 5 |so 300 400 | 320 (300 | 500 | so0 |00
zla| 170 025 s |50 300 500 | 300 [300 ! 300 | 300 |100
gls ! an 025 s |so | 200 300 | 300 [300 | 300 | Son | 300
- | 2[Promedio 025 5 |50 | 283 316 | 316 |333 | 466 | 416 | 366
S I strmts P I SIS ) 5 [
218 172 .025 5 |s0 200 400 500 500
SHeElo ] 174 .025 s | so 200 400 500 600
Shilo| .025 5 |50 200 300 300 500
2P007 | 100 .025 5 |s0 200 300 300 500
Sheln | 202 .025 s |50 400 400 600 600
wlole ] 1m2 025 5 |50 300 400 500 500
a1 Mroredio 025 5 |50 250 366 450 533
5 Estimulo # 1 2 3 4 5
ape 113 025 D) 100 530 500
SET 184 .025 s |50 400 500 500
bl 186 .025 s |s0 300 300 500
o 7 187 .025 s |50 300 500 500
b 198 025 w0 |50 100 500 300
> 189 .025 5 |50 400 500 500
i | Promedio .025 6 50 366 466 466
Estfmalo # 1 2 3 4 5 ‘
1% 073 0 150 75 200
ulw| 103 .025 75 150 150 400
o 1654 025 45 300 300 400
0 B 151 025 15 150 300 200
5 ER RS 025 7% 150 150 200
30 .025 7 300 300 200
NS e R R 075 7 75 300 300
o
T rebrecio 029 B3.5 182 225 '

CUADRO 2. Cinética de la produccion de anticuerpos e n caballos inmunizados a distintas frecuencias con un mismo
estimulo antigénico. Es evidente que las frecuencias éptimas son cada dos y tres semanas. Las figuras 2 y 3 muestran

representaciones graficas de estos datos.
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puede deducir la existencia de un periodo durante el cual no hay suficientes
células receptoras de un nuevo estimulo en virtud de encontrarse en fase de
produccion. Es decir, el estimulo antigénico actia como un agente
sincronizador del crecimiento y productividad de su clona.

Finalmente, consideramos de interés afiadir que los métodos para
producir antitoxinas pueden todavia mejorarse en ciertos aspectos. Por
ejemplo, es comprensible que fuese el caballo la especie donadora de
eleccién en los tiempos en que no se habia industrializado ninguna otra
especie animal. Pero ahora, cuando existen varias especies que se mantienen
en grandes numeros para explotarlas como fuentes de alimento (cerdos,
ovejas, cabras, vacas, conejos, gallinas) no hay una buena razén para seguir
utilizando al caballo. ¢(No serd posible acoplar una industria productora de
reactivos bioldgicos, como las antitoxinas, a una industria productora de
alimentos? Tal acoplamiento ciertamente utilizaria mejor los recursos,
haciendo innecesarias las instalaciones para caballos, las pérdidas por
hiperinmunizacion, y vendiendo la sangre a precio de antitoxinas en lugar de
al precio de moronga. Tal aumento en la eficiencia de produccion generaria,
o liberaria, recursos que abatirian los precios de estos reactivos de
importancia literalmente vital.
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