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Resumen

Los estudios toxicol6gicos de nuevos adyuvantes vacunales deben realizarse segun las
recomendaciones de las lineas directrices de la Organizacion para la Cooperacion y el
Desarrollo (OCDE) o la Agencia de Medicina Europea (EMEA). En nuestros dias se destaca el
uso de adyuvantes en la mayoria de los candidatos vacunales, como potenciadores de la
respuesta inmunoldgica, pero por lo general los adyuvantes existentes presentan efectos
adversos e indeseables, sobre todo de indole toxica, resultados que han servido para afirmar
por varios conocedores y estudiosos de esta materia que para ellos no existe el adyuvante
ideal. Esta revision tiene como objetivo realizar un disefio para las evaluaciones toxicologicas
requeridas en un nuevo adyuvante vacunal. Tuvimos en cuenta los ensayos para determinar la
toxicidad por dosis Unica, por dosis repetida, tolerancia local, evaluaciones de toxicologia de la
reproduccion, toxicologia especial la cual incluye genotoxicidad y mutagénesis, y por ultimo el
ensayo de pirégenos. Son numerosas las evaluaciones a llevar a cabo para poder registrar y
validar un nuevo adyuvante, las cuales permiten determinar el efecto téxico a todos los niveles
posibles, esto a nuestro criterio ha servido para disminuir el riesgo a efectos indeseables de las

vacunas utilizadas en humanos y en los animales.

Palabras clave: Disefio, toxicologia experimental, ensayos, evaluaciones, nuevo adyuvante.
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Abstract

Considerations about the design for the toxicological evaluations required in a novel
vaccine adjuvant.

The toxicologics studies of novel adjuvants vaccine, they should be carried out
according to the recommendations of the lines guidelines of the Organization for the
Cooperation and Development (OECD) and European Medicines Agency (EMEA). In our days its
stands out the adjuvants use in most of the vaccine candidates, as enhancers of the immune
response, but in general the adjuvants existen, presents adverse and undesirable effects,
mainly of toxic nature, results that they have been good to affirm for several experts and
studious of this matter that for them the ideal adjuvant doesn't exist. This review has as
objective to carry out a design for the toxicological evaluations required in a novel vaccine
adjuvant. We kept in mind the assays to determine the toxicity for unique dose, for repeated
dose, local tolerance, evaluations of reproduction toxicology, special toxicology which includes
genotoxicity and mutagenesis, and lastly the pyrogen assay. They are numerous the
evaluations to carry out to be able to register and to validate a novel adjuvant, which allow
determining the toxic effect at all the possible levels, this to our approach has been to diminish

the risk to undesirable effects of the vaccines used in human and animals.

Key words: Design, experimental toxicology, assays, evaluations, novel adjuvant.
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Introduccidon

Los estudios toxicoloégicos de nuevos adyuvantes vacunales deben realizarse segun las
recomendaciones de las lineas directrices de la Organizacion para la Cooperacion y el
Desarrollo (OCDE) o la Agencia de Medicina Europea (EMEA). En caso de no ser asi, debera
suministrarse una justificacion fundada. Asi mismo, en caso de que un estudio requerido no se
haya realizado, deberan justificarse cientificamente las razones para ello. Los informes y los
estudios deberan realizarse bajo garantias de calidad y siguiendo las Buenas Practicas de
Laboratorio (BPL).

Debe incluir siempre en todos los ensayos como premisa fundamental, un grupo donde
se evalué la dosis inmunoldgica que sera la dosis en la cual el adyuvante se incluird en la
formulacién, asi como una dosis alta por lo general se calcula por el volumen maximo
permisible a administrar a la especie en ensayo segun la via. Ademas debe incluir un grupo en
el cual interactué el adyuvante con la formulacién tanto en la dosis en la que sera utilizado en
los estudios preclinicos como en la dosis alta como el mayor volumen permisible para la
especie utilizada en el ensayo segun la via. De esta forma determinara si el adyuvante es
toxico por si solo o si es toxico o se potencia su toxicidad una vez que se encuentra en la
formulacién.*

En nuestros dias se destaca el uso de adyuvantes en la mayoria de los candidatos
vacunales, como potenciadores de la respuesta inmunolégica, pero por lo general los
adyuvantes existentes presentan efectos adversos e indeseables, sobre todo de indole téxica,
resultados que han servido para afirmar por varios conocedores y estudiosos de esta materia
gue para ellos no existe el adyuvante ideal.?

En general, los antigenos solubles puros, recombinantes o sintéticos han resultado
seguros, pero con una menor inmunogenicidad en comparacion con aquellos del organismo de
origen. Es por eso que la busqueda de adyuvantes nuevos y atéxicos, asi como el desarrollo de
nuevos sistemas de envio de antigenos, son necesidades de la investigacion en el campo de las
vacunas. El desarrollo de vacunas efectivas contra la gran cantidad de patdgenos que

permanecen en las superficies mucosales o que tienen en ellas su puerta de entrada, requiere
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adyuvantes que potencien respuestas locales. Otras razones econdémicas Yy logisticas apoyan el

desarrollo de adyuvantes para las vacunas mucosales.®

En la actualidad, existe un numero creciente de reportes sobre el uso de diferentes
adyuvantes y sobre estrategias de adyuvacion para vacunas basadas en la inoculacion de ADN,
lo que incrementa sus potencialidades profilacticas y terapéuticas. Los adyuvantes también se
han utilizado como elementos indispensables en las estrategias novedosas de vacunacion
contra enfermedades alérgicas, autoinmunes y contra el cancer, lo que, sin dudas, abre
nuevas posibilidades en el desarrollo de vacunas.*

Esta revision tiene como objetivo realizar un disefio para las evaluaciones toxicoldgicas
requeridas en un nuevo adyuvante vacunal. Tuvimos en cuenta los ensayos para determinar la
toxicidad por dosis Unica, por dosis repetida, tolerancia local, evaluaciones de toxicologia de la
reproduccion, toxicologia especial la cual incluye genotoxicidad y mutagénesis, y por ultimo el

ensayo de pirdégenos.

Desarrollo

Definicidon: Adyuvante es definido por el aumento de la inmunogenicidad. No obstante, son
imprescindibles dos aspectos, el primero es incrementar comprension de la respuesta inmune
innata y el segundo se basa en analizar los avances en el procesamiento y presentacion
antigénica. ®
Clasificaciones de los adyuvantes: *°
» Particulados y no particulados.
» Por su origen (no bacterianos, bacterianos, mediadores del huésped, anticuerpos anti-
idiotipicos vectores vivos y conjugados).
» Sales de aluminio, agentes surfoactivos, polianiones, derivados bacterianos, citocinas y
vehiculos y materiales de liberacion lenta.
» Hidréfobos y productores de citocinas, Vehiculos, Facilitadores independientes de
adyuvantes y Formulaciones.

» Por sus fuentes principales: botanico, bacteriano, quimicos, citocinas y hormonas.
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Por sus mecanismos principales de accion: sistemas de liberacion antigénica y

adyuvante inmuno-estimuladores.
» Por su estructura y fuentes son clasificados en 11 clases de adyuvantes.
» Actualmente, el efecto Adyuvante in vivo puede ser dividido en dos componentes:
Sistema de Liberacion e inmunopotenciadores.

Toxicidad:
1. Toxicocinética.
Se debera informar sobre la absorcion, la distribucién tisular, el metabolismo y la excreciéon del
adyuvante. La informacién podra proceder de documentacion bibliografica o de estudios
realizados en animales de laboratorio. En el caso de estudios metabdlicos, se pueden realizar
también estudios in vitro.’
2. Toxicidad por dosis Unica:
En dos especies una roedora y una no roedora preferiblemente rata o ratéon como roedores y el
conejo como no roedor, en ambos casos se deben utilizar animales adultos jévenes. Debe ser
evaluado por dos vias en primer lugar la via en que sera administrado a los animales y al
hombre es decir en estudios preclinicos y clinicos y la otra via se propone cualquier via
parenteral preferiblemente la intraperitoneal (1.P).2
La inoculaciéon se realiza una sola vez y por lo general se forman de 3 a 4 grupos
experimentales, incluyendo 3-5 animales/sexo/grupo, administrados durante un periodo de 14
dias, durante este tiempo los animales son pesados en dos ocasiones a los 7 dias de
administrado el inoculo y a loa 14 dias, el consumo de alimento debe realizarlo diario.
Finalizados los 14 dias se sacrifican todos los animales y se les realiza el analisis
anatomopatoldgico para observar posibles lesiones en cavidades y 6rganos, de observar al
analisis macro alguna lesién debe tomar muestra y enviarlas a histopatolégica.®
Diariamente debe anotar los sintomas y signos indicativos de toxicidad, pues para que un
adyuvante o sustancia en general a evaluar sea clasificada cono toxica desde el 2002, no es
necesario que en este tipo de estudios los animales mueran, ya que desde abril del 2002, se
incluyo el termino de toxicidad evidente mediante el cual surgieron un niamero considerable de
variantes para evaluar la toxicidad aguda encaminados a disminuir el nUmero de animales y
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refinar los procedimientos. Este estudio le permitira definir dosis-respuesta, drganos dianas

segun el nivel de dafio o lesidn, asi como permitira definir las dosis para estudios de toxicidad
por dosis repetidas en casos de proceder.

3. Estudio de toxicidad por dosis repetidas durante 28-45 dias en roedores (subagudo,
preferiblemente pre-puberes) o el estudio subcrénico durante 90 dias, igualmente en una sola
especie roedora:

Este estudio solo se realiza en los casos en que el adyuvante que va incluido en la formulacion
vacunal se vaya a administrar mas de una vez, es decir que se necesite en el esquema de
vacunacion la reactivacion de la vacuna. El tiempo minimo requerido de duracion de este tipo
de estudio es de 21 dias. El cual se realiza segin las lineas directrices OCDE 407 (o
equivalentes) o cualquier estudio publicado, realizado segun las exigencias cientificas mas
recientes, que permita evaluar la inocuidad o clasificacion toxicolégica del nuevo adyuvante.®
En este ensayo se utilizan ratas o ratones de ambos sexos, segun el biomodelo ideal en sus
ensayos de inmunogenicidad. Se forman 4 grupos experimentales, de 5 animales/sexo/grupo,
se administran en dosis repetidas y son sacrificados de forma escalonada par determinar el
nivel de toxicidad segun el tiempo sacrificandose a los (7, 14, 21, 28 y 45 dias en el esquema
subagudo y en el caso de la sobcrénica se incluye a los 60, 75 y 90 dias o final). Dentro de las
evaluaciones que debe realizar se encuentran dos observaciones diarias determinando la
temperatura corporal, pesaje semanal, consumo de alimento y de agua 2 determinaciones en
la semana, bioquimica sanguinea al menos 10 determinaciones con el uso de marcadores
enzimaticos que determinen la presencia o no de dafio en diferentes 6rganos, hematologia al
menos 10 determinaciones incluyendo los niveles de 1gG, IgM y de citoquinas.'* Ademas se
examinaran los 6rganos y cavidades en el examen anatomopatolégico y se someteran al
analisis histopatoldgico preferiblemente el grupo control y la dosis méas alta a evaluar, sobre
todo se analizaran los 6rganos inmunitarios incluyendo los nédulos linfaticos, médula 6sea y
6rganos parenquimatosos. Se determinara la relaciéon peso de d6rganos/peso corporal como

parametro indicativo de toxicidad.
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Hemos de destacar que para el caso de los estudios de dosis repetidas solo es necesario un

solo estudio, usted elegira segun sus condiciones y lo que quiera investigar segun el adyuvante
a evaluar que esquema utilizar.

4. Tolerancia local:

Este estudio por lo general lo puede incluir dentro de los ensayos de dosis repetida en redores,
en los cuales debe buscar el efecto local en el lugar de la inoculacién del adyuvante, sobre todo
se realizan mediciones de la piel para determinar el aumento o no de esta, se observa y se
describe la zona especifica y contigua al punto de inoculaciéon y al sacrificarse se toma el tejido
de esta zona para ser analizado histolégicamente. También para el caso de adyuvantes se
debe analizar por histoquimica los nddulos linfaticos cercanos a la zona de inoculaciéon y su
relacion con la reactogenicidad local describiéndose la zona afectada segun el tipo de patologia
presente y las células del sistema inmune involucradas.?

5. Toxicologia de la reproduccion:

Debe realizar la evaluacion en los tres segmentos de la reproduccion y preferiblemente en
ratas en caso de fertilidad y estudio peri-postnatal, para el caso de la teratogénesis debe ser
en dos especies preferiblemente en la rata y el conejo, se justifica siempre y cuando el
adyuvante se vaya a utilizar en formulaciones vacunales que seran administradas a nifios,
mujeres y hombres en edad fértil, pero como por lo general al crearse un nuevo adyuvante se
desconoce cual serd su uso o si otros investigadores lo utilizaran en otras formulaciones
entonces es obligatorio realizar la evaluacion en todos los segmentos de la reproduccion, los
cuales son:

*Segmento I, Fertilidad: Permite evaluar la etapa de pre-implantacién del embrion (del pre-
apareo a la concepcion y de la concepcion a la implantaciéon), por lo general se forman 4
grupos de 20 hembras en cada uno. En este estudio debe administrar el adyuvante al menos 2
semanas antes del apareo y durante el apareo en los machos, para las hembras dos semanas
antes del apareo y durante el apareo hasta el dia 13-15 de la gestacién.*® Durante este tiempo
se evaluara el peso corporal y el consumo de agua y alimento semanalmente, menos en la
etapa de apareo. Una vez quedado gestante la hembra los machos se sacrificaran y se les
observara sobre todo al analisis anatomopatolégico los 6rganos sexuales de los cuales se

http://www.sertox.com.ar/retel/default.htm Sertox © Copyright 2003




[retel] o

ravista de toxicologia en linea
tomara muestra para analizar su integridad de forma histoldgica, asi como se analizara la

concentracion espermatica y la integridad de los espermatozoides en los epididimos.** Las
hembras se pesaran para determinar el aumento de peso-gestacion y se les determinara el
consumo de agua y alimento durante la gestacion, al llegar al dia 13-15 de la gestacion seran
sacrificadas bajo atmoésfera de éter y analizados, los fetos como vivos o muertos, nimero de
absorciones tempranas y tardias, nUmero y posicion de las implantaciones, nUmero de cuerpos
IGteos/ovario y numero de fetos/cuerno, peso del Gtero, asi como el numero de hembras
prefiadas como indice de fertilidad y la longitud del ciclo estral.

*Seamento 11, Toxicidad peri y post- natal: Por su parte el estudio de los efectos sobre el

desarrollo pre y postnatal, detecta los efectos toxicos en la hembra durante la prefiez y la
lactancia y aquello producidos en las crias por la exposicion de las madres desde la
implantacion hasta el destete. Este y el anterior estudio se realizan al menos en una especie,
preferiblemente la rata. Por ende el adyuvante debe ser inoculado durante ambas etapas,
destacandose sobre todo la posible toxicidad presente en el recién nacido hasta el destete a
partir de la inoculaciéon de la madre. Para este tipo de estudio se tienen en cuenta dos disefios,
en el primero por lo general los investigadores seleccionan al azar un macho y una hembra de
cada camada, por cada hembra parida de las 20 hembras que con anterioridad formo los
grupos en el disefio experimental del estudio durante el apareo y la prefiez, otros hacen una
reduccion de camada, teniendo en cuenta que la rata paré alrededor de 12-16 crias, toman 8
crias de cada camada seleccionadas al azar, las cuales seran las analizadas.'® Luego en ambas
variantes se procede a marcarlos para permitir su futura identificacion. Las crias seleccionadas
seran usadas para todos los estadios de evaluacibn a menos que ocurra la muerte, en cuyo
caso se seleccionara una cria de reemplazamiento de la misma camada. El desarrollo de las
crias debe ser evaluado los dias 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19 y 21, considerando como dia
0 el dia de su nacimiento.

Se evalta en el recién nacido el desarrollo fisico (separaciéon del pabellon de la oreja,
crecimiento del pelo, erupcion de los incisivos, abertura de las orejas, separacion de los
parpados, descenso de los testiculos y abertura de la vagina, a su vez se evalla el desarrollo
sensorial (respuesta auditiva, respuesta visual, reflejo pupilar, reflejo corneal, reflejo parpebral
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y el reflejo ipsilateral flexor), y por ultimo se analiza el desarrollo motor (enderezamiento en

superficie, enderezamiento en el aire, geotaxis negativa, desarrollo locomotor, actividad
locomotora y el desarrollo del comportamiento en campo abierto). *° Al final del estudio tanto
las madres como las crias son sacrificadas y se les debe realizar el analisis anatomopatolégico
macro y micro de organos y cavidades. También se determina el tiempo o duraciéon de la
lactancia en las hembras.

*Segmento l1l, Teratogénesis: Este estudio se debe realizar en ratas y en conejos no
consanguineos, formandose 5 grupos, pues debe incluir un control positivo (teratogéno
conocido) administrado en las ratas solamente el dia 15" de la gestacioén y en conejos debe ser
administrado el dia 18*° de la gestacién. Se incluyen 10-20 hembras/dosis. En primera
instancia se aparean hembras y machos, luego de ser confirmada la gestacion o prefiez en el
caso de las ratas debe ser administrado el adyuvante desde el dia 6™ hasta el dia 15" de la
gestacion para simular el consumo humano durante los dos primeros meses de la gestacion
(organogénesis), en el caso del conejo seran administradas desde el dia 6% hasta el dia 18**°
de la gestacién.’

Las ratas seran pesadas diariamente y se registrara el peso de los dias 0-6, peso del dia 6-15,
peso del dia 15-20 y el peso del dia 0-20 de la gestacion. El consumo de alimento se controla
durante los dias de tratamiento de la sustancia a prueba. En el caso de los conejos se registra
el peso del 0-6, peso del dia 6-18, peso del dia 18-29 y el del dia 0-29.*8

El dia 20 de gestacion las ratas, son sacrificadas por inhalacion de éter, en el caso de los
conejos es el dia 29 y son sacrificadas por dislocacion cervical. En ambas especies se realizan
las cesareas y se registran los siguientes indicadores: nimero de hembras apareadas, nimero
de hembras prefiadas, abortos, madres con fetos viables, madres con reabsorciones totales,
mortalidad materna, cuerpos lGteos, implantaciones, reabsorciones tempranas, tardias y el
total, nimero de fetos muertos, fetos vivos, pérdidas pre-implantacion, pérdidas post-
implantacion, proporcion de sexos (M/H), peso de los fetos (g) y numero de fetos
malformados. Ademas se buscan malformaciones externas con el uso del estereoscopio
destacando el numero de fetos examinados, incidencia de fetos con malformaciones (%0),
numero de fetos con malformaciones, agénesis de la cola, agénesis del ano, animales con
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sindactilia, etc, cola enroscada y retraso del desarrollo ocular y 6tico, micrognatia y protusion

de la lengua y hernias abdominales entre otras.*®

En nuestras investigaciones por lo general aproximadamente el 50% de los fetos los fijamos en
alcohol para el examen del esqueleto después de tefirse con rojo de alizarina S segun la
técnica modificada de Dawson, a fin de visualizar alteraciones esqueléticas, destacando el
numero de fetos examinados, la incidencia de fetos con malformaciones (%) y el tipo de
malformacion, asi como el % de existencia de cada una de esas malformaciones. A los
restantes fetos se les realiza un examen visceral después de ser fijados en Bouin, para
detectar alteraciones viscerales, registrandose el niUmero de fetos examinados, incidencia de
fetos con malformaciones (%), incidencia de fetos con variaciones (%), numero de fetos con
variaciones, esternebras rudimentarias, asimétricas, dumbbell, pobremente osificadas o sin
osificar, etc, costillas supernumerarias y otras de ser observadas.?° (Ver Figura 1)

6. Toxicologia especial (genotoxicidad y mutagénesis):

El producto a evaluar como nuevo adyuvante segun sea el caso, debe ser evaluado en ensayos
de mutagénesis y genotoxicidad a diferentes niveles de dafio al ADN:

Dafio en la estructura primaria del ADN: Para lo cual se evalla en el ensayo cometa in

vitro o in vivo. En general el principio basico del ensayo, es la migracion del ADN en una matriz
de agarosa bajo condiciones de electroforesis. Luego, al ser observada la célula al microscopio
(por fluorescencia o por tincion con plata del material nuclear), presenta la apariencia de un
cometa, con una cabeza (regidén nuclear) y cola (formada por fragmentos nucleares que han
migrado en direccion del anodo) por lo que este ensayo es también conocido como ensayo
Cometa, debido al patrén de migracion del ADN que se produce en las células dafiadas. En el
caso de realizar el estudio en la variante in vitro el mas recomendado y utilizado es el alcalino,
debe montar dos muestras por cada grupo declarado en su disefio experimental. Si decide
evaluar este ensayo en la variante in vivo debe utilizar como biomodelo experimental el ratén
a razén de 5 animales/sexo/grupo, evaluado en dosis Unica o repetida segln sea el esquema
para lo cual esta disefiado el nuevo adyuvante, de ser en dos dosis debe esperar luego 14 dias,
y posterior al mismo puede sacrificar los animales para obtener sangre periférica y con esta
realizar el ensayo.??
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Daifo a nivel de genes: Llamado mutacién reversa en bacterias, fundamentalmente es util el

ensayo de ames. Método en el cual se utilizan cepas de Salmonella typhimurium, construidas
por ingenieria genética, capaces de detectar compuestos que causan mutaciones génicas por
corrimiento del marco de lectura (frameshift) o por sustituciéon de pares de bases del ADN.
Diferentes cepas de S. typhimurium auxotroéficas a histidina son expuestas a una muestra con
y sin activaciéon metabdlica y plagueadas en agar medio minimo con histidina/biotina.>® Dada la
composicion del medio de cultivo, se forman colonias con las células prototroficas a histidina
(his), procedentes de mutaciones espontaneas u originadas de mutaciones provocadas por la
muestra problema. Por lo general se forman 6 grupos experimentales 3 de la muestra
problema o adyuvante, 1 grupo control negativo, y dos grupos controles positivos, un
mutageno reconocido que actué como pro-mutageno es decir en el cual se adicione mezcla S9
durante el proceso y un mutageno real evaluandose sin mezcla S9 ya que el mismo es capaz
de ejercer su funcibn mutagénica sin ser metabolizado. En cada grupo experimental debe
montar 2 placas (original y una replica), para obtener resultados de promedios entre ambas.?*

Dafio_a nivel de cromosomas in_vitro: Detecta efectos cromosomales en células de

mamiferos. Existen varias variantes, pero en nuestros dias la mas utilizada es el ensayo de
aberraciones cromosomicas en linfocitos de sangre periférica humana. Este ensayo tiene por
objetivo detectar agentes que provocan aberraciones cromosomicas estructurales en células de
mamifero en cultivo. El ensayo de aberraciones cromosdomicas detecta cambios en la
estructura de los cromosomas, que son Vvisibles al microscopio Optico. Estos cambios
corresponden a roturas y reordenaciones dentro de un cromosoma O entre cromosomas
diferentes. Estas reorganizaciones son producidas sobre todo por aquellas sustancias que
rompen directamente la cadena de ADN (radiaciones ionizantes) o que distorsionan la doble
hélice de ADN (agentes intercalantes).?® Las aberraciones cromosémicas pueden ser de dos
tipos atendiendo al momento del ciclo celular en el que tenga lugar la exposicion: aberraciones
de tipo cromatidico (afectan a una sola cromatida del cromosoma) y aberraciones de tipo
cromosomico (afectan a ambas crométidas del cromosoma). En este ensayo debe formar
igualmente que el anterior 6 grupos experimentales, distribuidos de la misma forma, pero en
este caso debe realizar dos variantes la acciéon aguda en un periodo corto de tiempo y la
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cronica donde el adyuvante es expuesto al cultivo durante un tiempo y luego es lavado el

cultivo para poner a crecer células que estuvieron expuestas a él.2°

Dafo a nivel de cromosomas in vivo: Estudio in vivo que permite detectar efectos

cromosomales en células hematopoyéticas y otras de roedores. Existen ensayos ya validados
tales como el de aberraciones cromosémicas en células de la en médula 6sea, aberraciones
cromosOmicas en espermatogonias y el ensayo de micronucleos en eritrocitos de médula 6sea
el cual dado por su alta sensibilidad, bajo costo y demas ventajas es el mas difundido. Este
ensayo es una prueba in vivo ampliamente validada que permite detectar agentes que causan
tanto rupturas cromosOmicas y cromatidicas como pérdidas de cromosomas completos, al
afectar el huso mitdtico. Los microndcleos son fragmentos de cromosomas acéntricos o
completos que espontaneamente o por causa de determinados agentes que ocasionan lesiones
citogenéticas, dan lugar a la formacion de micronicleos con fragmentos de cromosomas o
cromosomas enteros retardados durante la anafase.?’” Se emplea para detectar lesiones
provocadas por la sustancia de ensayo en los cromosomas o el aparato mitético de
eritroblastos mediante el analisis de eritrocitos tomados de la médula dsea de ratones. En este
ensayo debe formar 5 grupos experimentales 3 del adyuvante a evaluar, 1 grupo control
negativo y 1 grupo control positivo el cual sea reconocido como clastogénico y citotoxico, 5
animales/sexo/grupo preferiblemente ratones. Se plantea que al administrar el adyuvante u
otra sustancia a evaluar debe esperar de 48 horas a 5-7 dias para ser analizadas las células.?®

Dafo a nivel celular: Dentro de este grupo se encuentra el ensayo de la morfologia de la

cabeza de los espermatozoides de ratén y rata. Esta herramienta permite evaluar cambios en
la concentracion espermatica, asi como el aumento de la frecuencia espontanea de cabezas de
espermatozoides morfolégicamente anormales ya que es capaz de detectar el dafo irreversible
que queda fijado por un periodo de tiempo relativamente largo. Entre los sistemas que se
emplean para evaluar los dafios ocurridos en las células germinales se encuentra el ensayo
basado en los criterios morfolégicos de Wyrobek y Bruce, lo cual permite el estudio y la
clasificacion de la cabeza del espermatozoides al incluir dentro de las clasificaciones, cabezas
normales, anormales y dentro de este ultimo los que tienen morfologia en forma de banana,
los amorfos, sin gancho y con dos colas.?®° En este ensayo se utilizan ratones machos adultos
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jovenes 10 animales/grupo, y luego de ser administrado el adyuvante sea en dosis Unica o

repetida, debe esperar que pase una ciclo espermatico completo para que se fije la mutacion
en caso de existir, este ciclo en los ratones dura 35 dias y en la rata 52 dias. Debe utilizar
igualmente una sustancia como control positivo, que sea mutageno y citotoxico a las células
germinales, tal es el caso de la ciclofosfamida.!

El disefio experimental de todos estos ensayos, asi como las estrategias para su uso, los
pueden encontrar de forma mas detallada en el articulo titulado “Estrategias en las
evaluaciones genotodxicas”, en la revista Retel (Revista de toxicologia en linea, nUmero 23 (4),
de octubre del 2009).%?

8. Ensayos de pirogenicidad:

Existen métodos in vivo e in vitro para determinar la pirogenicidad de adyuvantes vacunales
y/o vacunas.®*® Dado lo caro que resultan los ensayos in vitro se recomienda realizar el
ensayo clasico de pirogenicidad ademéas de dada su alta fiabilidad es nombrado la prueba de
oro en este tipo de ensayo, para lo cual se inocula el adyuvante en la vena de la oreja en
conejos en un volumen maximo permisible de 10 mL/Kg a 3 conejos de 1,5 Kg de peso vivo,
los cuales deben tener una temperatura rectal fisiologica de 38.9-39.8°C. Se determina la
temperatura en intervalos de 1-2-3 horas.®” Se da como resultado positivo si cada conejo
presenta un aumento >0.6°C o si la suma de los incrementos de temperatura es >1.4°C.
Igualmente para corroborar sus resultados anterior a la prueba pudo haber extraido sangre
periférica y haber determinado los niveles de la interleuquina 1 y 6 (IL-1, IL-6) antes de la

inoculacion y luego determinarla a estos intervalos post inoculaciéon.3® 37
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Figura 1. Esquema de inoculacién segin el segmento a evaluar.*
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