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RESUMEN. La toxina pertusica es el principal factor de virulencia producido por Bordetella pertussis y su
forma detoxificada, es un importante componente de las vacunas contra la tosferina. El ensayo in vivo de
sensibilizacion a histamina en la actualidad es el método recomendado por la Organizacion Mundial de la
Salud para las pruebas de seguridad de la vacuna. Existen dos maneras de determinar la sensibilizacion a
histamina en ratones: 1) por reduccion de la temperatura corporal o 2) por seguimiento de la mortalidad.
Sin embargo, se han desarrollado métodos alternativos al de la sensibilizacion a histamina, ya que este
ensayo utiliza un gran nimero de animales y a menudo, conduce a repetidas pruebas debido a la
variabilidad de los resultados. Algunos de los ensayos in vitro son: 1) el ensayo con células de ovario de
hamster chino, 2) la combinacion del ensayo de actividad enzimatica acoplado a cromatografia liquida de
alta resolucion con el método de union a carbohidratos y 3) ensayos genéticos. El objetivo de este trabajo
consistié en realizar un analisis de los métodos in vivo e in vitro que se utilizan para evaluar la toxicidad
de la toxina pertusica en vacunas acelulares. No existe un protocolo estandarizado de los ensayos in vitro
que permita utilizarlos en las pruebas de validacion de las vacunas, por lo que es necesario continuar la
busqueda de una alternativa al método de sensibilizacion a histamina, para evitar la utilizacién de animales
en estos ensayos.

ABSTRACT. Pertussis toxin is a major virulence factor produced by Bordetella pertussis and, in its
detoxified form is an important component of pertussis vaccines. The histamine sensitization test is
currently the method recommended by the World Health Organization for testing the vaccine safety. There
are two ways for determining the sensitization to histamine in mice: 1) by corporal temperature reduction
or 2) by the lethal end point. However, alternative methods to histamine test have been developed, as this
assay uses a large number of animals and often leads to repeated tests due to the high variability of the
results. Some of the in vitro tests are: 1) Chinese hamster ovary cells assay, 2) the combination of enzyme
coupled-high performance liquid chromatography with carbohydrate-binding assays and 3) genomic assay.
The aim of this work was to analyze the in vivo and in vitro methods used to assess the toxicity of pertussis
toxin in acellular vaccines. There is no standardized protocol in vitro assays that allow use in the vaccine
validation tests, so it is necessary to still looking for an alternative histamine sensitization method to
evaluate the toxicity of the pertussis toxin in acellular vaccines, to avoid the use of animals for testing.
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INTRODUCCION

La tosferina o pertussis es una enfermedad aguda que afecta el tracto respiratorio en humanos y
otros mamiferos relacionados con el hombre. Es provocada fundamentalmente por la bacteria
Gram negativa Bordetella pertussis y en menor medida por Bordetella parapertussis, siendo la
poblacion infantil la mas vulnerable.'™ La vacunacion contra la tosferina es clave en las campafias
de inmunizacion a escala global en la prevencion de la enfermedad. La Organizacion Mundial de
la Salud (OMS) recomienda la vacunacion con dos tipos de vacunas, las de células completas
(VCCs) y las acelulares (VAC).* Historicamente, las VCC han tenido un desempefio principal en
el control de la enfermedad y son ain la Unica opcidon para la mayor parte de la poblacion
mundial. Por lo general, se considera que las VAC son menos reactogénicas que las VCC y existe
una tendencia incrementada a remplazar estas por aquellas. La toxina pertasica detoxificada (TPd)
constituye uno de los principales componentes empleados en la produccion de las VAC para la
prevencion de la tosferina. La toxina pertusica (TP) cumple el papel principal en la patogénesis de
la tosferina y es el principal antigeno inductor de proteccion inmunoldgica contra B. pertussis.®’
La produccion de la TPd tiene que ser cuidadosamente controlada para evitar la pérdida de
inmunogenicidad, asi como, que ocurra reversion de la toxicidad.® La evaluacion de la toxicidad
residual de la TPd y su reversion, es esencial para la evaluacion de la seguridad de las vacunas y
es requerido por las agencias regulatorias.”” Existen diferentes métodos para determinar la
actividad de la TP, aunque el unico aprobado por la OMS para evaluar el producto final es el
ensayo de sensibilizacion a histamina.’ Existen dos variantes para determinar la sensibilidad a
histamina, una mediante el seguimiento de la mortalidad y la otra, por medicion de la temperatura
corporal, ya sea dérmica o rectal.'’ La variante mas sensible es la medicion de temperatura
corporal,” sin embargo en la actualidad se buscan alternativas del ensayo de sensibilizacién a
histamina debido al numero significativo de animales que se utilizan para llevar a cabo estos
ensayos.''

Se han desarrollado diferentes métodos in vitro con el fin de disminuir el nimero de ratones y las
molestias que se les ocasiona en los ensayos de sensibilizacion de histamina. Algunos de los
métodos desarrollados son: el ensayo con células de ovario de hamster chino (CHO), ensayos
genéticos y la combinacion del ensayo de actividad enzimatica acoplado a cromatografia liquida
de alta resolucion (E-HPLC) con el ensayo de unién a carbohidratos.'” El presente trabajo tuvo
como objetivo realizar un analisis de los métodos in vivo e in vitro que se utilizan para evaluar la
toxicidad de la TP en vacunas acelulares.

VACUNAS ACELULARES CONTRA LA TOSFERINA

Las vacunas acelulares por definicion son una preparacién libre de células.'® En la década del 70,
se determind que la TP, la hemaglutinina filamentosa (FHA) y los lipopolisacaridos (LPS) eran
liberados en el medio liquido durante el cultivo."® Estos antigenos podian ser separados mediante
centrifugacion por gradiente de densidad, aunque habia un conocimiento limitado en este tiempo
sobre la funcidn e importancia de varios antigenos de B. pertussis. Como resultado, se determind
que la TP era el antigeno mas importante en el disefio de las vacunas acelulares y que los LPS
debian ser excluidos, ya que eran la causa fundamental de las reacciones adversas.'>'® Sato y col.
en Japon en 1984, fueron los primeros en describir la produccién de un componente acelular de B.
pertussis para vacunas, la cual contenia estos componentes en cantidades definidas.">"” La
tecnologia consistid en la centrifugacion de los cultivos y la concentracion de los sobrenadantes
que contenian TP, FHA y otros antigenos, incluyendo LPS. Los LPS fueron eliminados luego de
la ultracentrifugacién y la TP detoxificada con formalina.'”> Debido a la epidemia de tosferina que
ocurrié en Japon en 1981, estas vacunas fueron utilizadas inmediatamente sin haber realizado
estudios de eficacia, inmunogenicidad y reactogenicidad. Sin embargo, la situacion epidémica de
la tosferina en este pais fue significantemente controlada con estas vacunas. Debido a la falta de
informacion adecuada sobre las vacunas japonesas, la primera generacion de ellas se limito a este
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pais.'® Los éxitos de la vacuna combinada (DTaP) contra difteria, tétano y pertussis fueron un
estimulo para posteriores estudios y ensayos en Japén, Estados Unidos, Europa y Africa."” Las
vacunas acelulares son claramente menos reactogénicas que las vacunas de células completas, lo
cual se asume que ocurre debido a la disminucion o eliminacion total de la actividad de la TP y a
la significante reduccion de las cantidades de LPS presentes.*’

Una tendencia universal en el empleo de las vacunas contra pertussis ha sido la sustitucion
paulatina de las VCC por las VAC.?' Historicamente, las VACs han sido preparadas por una
fraccion de sobrenadante de cultivo o material liberado por la ruptura o extracciéon quimica de las
células de B. pertussis.” Las vacunas DTaP actuales son de un solo componente (toxoide TPd), de
dos componentes: TPd y FHA, tres componentes: TPd, FHA y pertactina (PRN), cuatro
componentes: TPd, FHA, PRN y fimbria 2 (FIM2), y de cinco componentes (TP, FHA, PRN,
FIM2 y FIM3)."* Existen diferentes métodos de detoxificacion de la TP, los cuales incluyen
tratamientos con formaldehido, glutaraldehido, formaldehido mas glutaraldehido, peroxido de
hidrogeno, o detoxificacion genética.®* El principio activo de las vacunas acelulares es
usualmente adsorbido por hidréxido de aluminio o gel fosfato antes de unirlo al resto de los
componentes, para la formulacion final.” Debido a las diferencias que existen en el proceso de
produccion de la TPd, las vacunas acelulares no tienen definido completamente una composicion
quimica, incluso la TP modificada genéticamente tiene un tratamiento con bajas concentraciones
de formaldehido, para estabilizar la molécula.”* Por ello, las pruebas de seguridad estan dirigidas
hacia el monitoreo de componentes especificos, especialmente, de la TP.*?

TOXINA PERTUSICA

La TP es una proteina de 105 kDa con actividad disfofato de adenosina (ADP)-ribosiltransferasa
que es sintetizada y secretada exclusivamente por B. pertussis. Es una toxina tipo A-B compuesta
por seis polipéptidos, designados desde S1 a S5.' La TP es secretada al medio extracelular y una
vez dentro de la célula eucariota, la subunidad B se intercala en la membrana citoplasmatica y une
ATP, lo cual provoca la liberacién de la subunidad activa S1.%° La subunidad cataliticamente
activa es S1 y es activada mediante la reduccion de sus puentes disulfuro.?’

Estudios en modelos animales han demostrado que la TP causa sintomas sistémicos como
linfocitosis, insulinemia o hipoglicemia, sensibilidad a la histamina y disminuye el reclutamiento
de neutrofilos.”® También se ha observado que la TP inhibe la quimiotaxis in vivo de macréfagos,
e in vitro de neutrofilos y linfocitos mediante la alteracién de las concentraciones de Ca’".
Ademas, activa la secrecion de IL-1B en macrofagos, la cual puede afectar funciones
neuroendocrinas, " asi como inducir la proliferacion de células T secretoras de IL-2 ¢ IFN-y.>' A
su vez, presenta actividad inmunosupresora.”’ Se sugiere que funciona como una adhesina
involucrada en la union de B. pertussis a macrofagos y a las células epiteliales ciliadas del tracto
respiratorio.”” Se ha visto también, que la TP entra a las células y cataliza la transferencia de
(ADP)-ribosa a diferentes proteinas G, lo que altera eventos de transduccion mediados por una
serie de receptores acoplados a la proteina G.** Existe evidencia de que la TP (a través de su
actividad ADP-ribosiltransferasa) contribuye de manera significativa en los eventos que ocurren
en las vias respiratorias durante la infeccién con tosferina, como son: inhibicion de la respuesta
innata, exacerbacion de la inflamacion de las vias respiratorias, asi como la modulacién de los
reflejos de la tos.!' La mayoria de los sintomas tipicos de la tosferina estan asociados al amplio
espectro de actividad biologica de la TP.***°

EVALUACION DE LA TOXICIDAD

Ensayos de toxicidad in vivo

Las VAC actuales contienen TPd como componente principal. Un aspecto esencial en su
evaluacion de seguridad exigido por las agencias regulatorias de medicamentos es el monitoreo
del contenido de TP activa y el chequeo de la reversion de su toxicidad.*'~° El ensayo de
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sensibilizacion a histamina en ratones es el método oficial recomendado por la OMS para la
evaluacion de la toxicidad de las VAC.? Actualmente, se utilizan dos métodos de sensibilizacion a
histamina para la determinacién de TP residual en vacunas acelulares. Uno es basado en el
seguimiento de la mortalidad y el otro, en la medicion de la reduccion de temperatura (dérmica o
rectal) después de la exposicion a histamina.” "=

En el método basado en el seguimiento de la mortalidad, un grupo de ratones son inyectados
intraperitonealmente con diferentes dosis de la vacuna. Cuatro o cinco dias después son
inyectados con una dosis de una disolucion de histamina y se registra el nimero de ratones
muertos dentro de las 24 h después de la inyeccion con histamina.'® En este ensayo, se determina
la proporcion de animales que mueren al reto con histamina en ratones sensibilizados con la
preparacion en estudio y se realiza un registro de respuesta binaria de muerte o sobrevivencia.
Una vez que se ha establecido la linealidad por repetidos experimentos, el ensayo puede ser
simplificado a incluir en cada prueba una sola dosis del estandar de TP para garantizar la
sensibilidad del ensayo.*® En 1976, Ishida y cols. demostraron que este método era relativamente
preciso y reproducible en la estimacion y bastante sensible en las pruebas de validez de un ensayo
biolégico.” Sin embargo, a lo largo del tiempo en diferentes ensayos se ha visto que es dificil de
estandarizar, debido a las variaciones en los resultados, incluso en un mismo laboratorio bajo las
mismas condiciones.®’ Las especificaciones actuales para este ensayo del seguimiento de la
mortalidad fueron establecidas inicialmente para las vacunas DTaP y no hay limite acordado
internacionalmente en la actividad permitida para estos productos, sobre todo para las vacunas de
multiples componentes mas complejas, tales como las combinaciones pentavalentes o
hexavalentes.*® La ausencia de limites acordados, las variaciones en la respuesta y la sensibilidad
del ensayo, a menudo conducen a la repeticion de las pruebas a resultados aparentemente
contradictorios entre laboratorios.’

El método basado en la medicion de la temperatura rectal es una variante mas sensible que no
requiere la muerte de los ratones para determinar la actividad residual de la TP, ademas, se puede
evaluar cuantitativamente la actividad de la vacuna en comparacion con la del estandar, de manera
tal que se puede expresar en unidades de sensibilizacion a histamina (USH).*'* Cuatro dias
después de que los ratones son inyectados con la vacuna a evaluar, se le administra de forma
intraperitoneal una disolucién de histamina. La temperatura rectal se mide 30 min después de la
inyeccion con histamina.®® La respuesta de la temperatura se analiza mediante un método
estadistico adecuado para dar una estimacion de la actividad residual de la TP en la vacuna a
evaluar, en relacion con la preparacion de referencia. El lote de la vacuna es aceptado, si la
actividad residual de la TP estimada en el grupo prueba, no es mayor que el valor especificado por
el convenio con la agencia nacional regulatoria. En la actualidad, existe un limite maximo
acordado internacionalmente para la TP activa en las vacunas contra la tosferina. En algunos
paises, el limite superior requerido, es de 1,09 o 2,18 UI (0,2 o 0,4 USH) de PT por dosis de
vacuna de DTaP.*®

Aunque el método de medicion de la reduccion de la temperatura es mas sensible y cuantitativo
que el seguimiento de la mortalidad,” los protocolos para ambos métodos son dificiles de
estandarizar."? Se ha observado y demostrado una gran variacién en los resultados, ya que estos
dependen de multiples variables tales como: la cepa del raton, el numero, la edad y la via de
inyeccion.** Hokyung y cols. en 2012, trabajaron en el mejoramiento de los protocolos de
sensibilizacion a histamina, y comprobaron que de una serie de modelos de raton, la cepa que
mostré mayor sensibilidad fue la CD1, ademas, se observd que los ratones machos eran mas
sencibles. Otro de los resultados de los experimentos realizados, es la obtencion de mayor
sensibilidad en el método de medicion de la temperatura rectal cuando se administra 0.5 mg en
lugar de 2 mg de histamina. Ademads, la adicion de LPS en ambos protocolos refuerza la
sensibilidad a histamina. Los investigadores sugirieron que los resultados eran ttiles para mejorar
los protocolos actuales y los controles de la calidad de las vacunas. Sugirieron ademads, continuar
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mejorando y optimizando los protocolos de sensibilizacion de histamina con el fin de reducir el
numero de animales utilizados en estos ensayos.>’

En 2007 Ochiai y cols. desarrollaron una serie de experimentos con el objetivo de refinar el
método de medicion de la temperatura, para minimizar las molestias a los ratones. El método
consistié en la medicion de la temperatura dermal después de la exposicion de los ratones a
histamina, utilizando un termdémetro infrarrojo.45 Este método puede usarse para evaluar vacunas
de combinaciones mas complejas y puede ser transferible entre laboratorios. Ademas, la medicion
de la temperatura dérmica proporciona una estimacion cuantitativa mas precisa de la actividad de
la toxina que la respuesta binaria que se obtiene en el método de seguimiento de la mortalidad.
También permite reducir el nimero de animales que se utilizan en los ensayos.’

El limite de deteccion de este ensayo fue estimado por Jensen y cols. en 2012, el que resultd de 5
ng aproximadamente de TP por dosis humana de toxoide pertusico. El ensayo basado en la
medicion de la temperatura dermal result6 un método valido para ser aplicado en el control
rutinario de las vacunas antipertusicas.*® La medicion de la temperatura dermal para cuantificar la
actividad residual de la TPd es mucho maés fiable, reproducible y requiere menos repeticiones que
el método de sensibilizacion a histamina del punto final letal.*’

El desarrollo del método de medicion de temperatura corporal, ya sea rectal o dermal ha permitido
un refinamiento de la técnica, pues la temperatura se toma a los 30 min después de la inyeccion
con histamina, sin embargo, en el punto final letal se espera 24 h después de la inyeccién con
histamina. Por otro lado, el hecho de utilizar la reduccion de la temperatura como criterio de
valoracion, evita la necesidad de llegar a la letalidad de los ratones.

Otro de los métodos in vivo que permite determinar la actividad de la TPd, es el conteo de
leucocitos, el cual se basa en la comparacion de la respuesta de un grupo de ratones inyectados
con la vacuna a evaluar y otro grupo que es inyectado con una preparacion de referencia. Al
grupo control, solo se le inyecta una disolucion salina. Tres o seis dias después de la inyeccion,
son colectadas muestras de sangre de los ratones y se realiza un conteo del nimero de leucocitos
circulantes por milimetro cubico de sangre.” Aunque este ensayo es un medio adecuado para el
seguimiento de la TP activa, los ensayos no son muy sensibles, por lo que no resulta conveniente
para aplicarlo como método de control de rutina de las vacunas.

Ensayos de toxicidad in vitro

En las recomendaciones formuladas recientemente por la OMS para las VAC,
se destaco la importancia de fomentar el desarrollo de una alternativa a la prueba de
sensibilizacién de histamina.*® El ensayo con células CHO ha sido usado como una prueba in vitro
para la determinacion de TP residual en vacunas.” En este ensayo, las células CHO son incubadas
con la TP de referencia o diluciones de las vacunas. La actividad residual de la TP se determina
por la formacién de agregados, los cuales son observados en un microscopio invertido.” La
cantidad de TP activa en las muestras de vacunas puede ser semicuantificada por comparacion con
un patrén de referencia de concentracién conocida.”” Aunque el ensayo con células CHO se
mencione en la Farmacopea Europea como una alternativa del método de sensibilizacion a
histamina en ratones, ain no existe un protocolo estandarizado.'' En un estudio realizado, se
encontré que presentaba limitaciones en su eficacia para predecir la actividad de TP que habia
sido tratada con formaldehido.”® El ensayo con células CHO no es usualmente adecuado para el
monitoreo de la formulacion final de la vacuna por la presencia del adyuvante.'® Sin embargo, en
ensayos recientes, se realizé una modificacion del ensayo con células CHO, Con la utilizacion de
insertos porosos en las placas de cultivo, los cuales eliminaban la necesidad de separar el
adyuvante en la formulacion final. Los limites de deteccion logrados en este ensayo fueron de 1-2
IUPtx /mL. Los resultados obtenidos en la modificacion del ensayo, mostraron ser
suficientemente sensibles, pero ain sigue siendo un método semicuantitativo, por lo que se
requeriré el desarrollo de un método mas cuantitativo.''
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Recientemente, se ha desarrollado otra alternativa del ensayo de sensibilizacion a histamina que se
realiza por ensayos genéticos.”' Esta alternativa se baso en los efectos bioldgicos adversos de TP
en los seres humanos. Se utilizé el andlisis de microarreglos para encontrar los genes que estan
especificamente corriente arriba o corriente abajo regulados por TP. Esta técnica permite la
caracterizacion simultanea de todos los genes que se ven afectados por TP en un analisis. Usando
este enfoque se identificaron seis genes en células dendriticas derivadas de monocitos inmaduros
(un tipo de célula relevante para los efectos in vivo TP) que fueron especificamente reguladas por
TP, donde la IL-2 es el candidato mas prometedor para su utilizaciéon como biomarcador para la
deteccion de TP durante la produccion de vacunas. Este ensayo tiene muchas potencialidades para
ser una alternativa in vitro, aunque los resultados obtenidos sugieren que todavia no es lo
suficientemente sensible para evaluar la seguridad de producto final de la vacuna debido a la
limitada sensibilidad de los biomarcadores y la toxicidad provocada por los adjuvantes.'!

El otro ensayo que se ha utilizado para evaluar la actividad de la TP, es el ensayo de E-HPLC, el
cual se basa en la determinacién de la actividad ADP-ribosiltransferasa de la TP.**> La
determinacion de esta actividad se realiza utilizando como sustrato un péptido sintético (F-
G,i3C20) marcado con fluoresceina acoplado a una columna de cromatografia liquida de alta
resolucion, método que permite la separacion y cuantificacion del producto ADP-ribosilado.’**
Aunque el método de E-HPLC se correlaciona bien con la toxicidad observada en el ensayo de
histamina, utilizando preparaciones nativas de TP, este no tiene en cuenta la actividad de union
del oligobmero B. En resultados previos se han obtenido que diferentes VAC han mostrado
diferencias en la actividad de ADP-ribosilacion.>® Estos resultados eran esperados, pues como la
toxicidad depende de la capacidad de la enzima de internalizarse en la célula y esta funcion podria
estar afectada por alguna modificacion quimica en el oligdbmero B, se desarroll6 una nueva prueba
para la TP, basada en la unién de este B a carbohidratos y la propiedad de adherirse a las
células.”

La estrategia de usar estos dos métodos: EI E-HPLC para medir la actividad toxica del oligobmero
Ay el de union a carbohidratos para medir la funcién de unidn a carbohidratos del oligomero B,
demostré ser transferible entre laboratorios™® y puede ser una alternativa potencial del ensayo in
vivo de sensibilizacion de histamina.'” En 2012, Xing y cols. realizaron varios ensayos en los que
utilizaron tres tipos de VAC donadas por GSK de Belgium, Sanofi Pasteur de Cénada y Takeda
Pharmaceuticals de Japon, los cuales evidenciaron que el método de E-HPLC en combinacién con
la unién a carbohidratos era adecuado para determinar la actividad de TP. En este mismo ensayo,
no se pudo establecer una correlacion directa entre el ensayo de sensibilizaciéon a histamina
(basado en la reduccidon de temperatura) y el que se realiza in vitro debido a la gran variacion en
los resultados del ensayo in vivo. A pesar de esto, las medias estimadas para la actividad de los
ensayos in vivo e in vitro fueron del mismo orden para los tres productos estudiados.®

En el taller sobre alternativas para el ensayo de sensibilizacion a histamina en las VAC,'' se
considero que los ensayos con células CHO eran los mas informativos en cuanto a la funcion de la
TP, ya que evaluan la unién a la célula, la internalizacion y la actividad enzimatica de la toxina.
Sin embargo, estos ensayos se considerarén madas variables, técnicamente mas desafiantes y
potencialmente menos sensibles. Ademas de la interferencia del adyuvante, el cual no permite
utilizar el ensayo en las formulaciones finales de la vacuna. En el caso de los ensayos genéticos,
se considerd que este tiene el potencial de proporcionar diversos marcadores de actividad de TP
en c¢lulas humanas, lo que no se conoce exactamente si estos biomarcadores estan relacionados
con la actividad toxica de TP, ademds, este ensayo requiere de un equipamiento especial y
costoso, que puede no ser aplicable a las necesidades de un producto de rutina. Por otra parte, la
combinacion del ensayo E-HPLC con la unioén a carbohidratos, se consider6 mds cuantitativo,
robusto, rapido, facil de automatizar, menos variable que el ensayo de histamina y menos costoso.
Sin embargo, estos ensayos no reflejan la funcion de la toxina completa, ya que cada uno de ellos
analiza solo una actividad bioquimica de la toxina (ya sea enzimatica o de union)."'
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CONCLUSIONES

La evaluacion de la actividad de TP en las formulaciones vacunales contra B. pertussis mediante
los ensayos de sensibilizacion a histamina arrojan resultados variables y requieren del empleo de
gran cantidad de ratones; en cambio los métodos in vitro desarrollados hasta el momento no
tienen estos inconvenientes, aunque cada uno en particular presenta desventajas que no permiten
utilizarlos como un Unico método para evaluar la actividad de TP en VAC. Resulta de gran
importancia seguir estandarizando estos métodos o desarrollar otra alternativa que permita realizar
un ensayo sensible y especifico en la deteccion de la actividad de TP. También podria tenerse en
cuenta como una solucién a la utilizacion de animales, el empleo en paralelo del ensayo de células
CHO con las modificaciones propuestas por Isbrucker y la combinacién del E-HPLC y la unién a
carbohidrato.
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