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Sintesis

SINTESIS

Numerosas enfermedades son controladas gracias al empleo de vacunas, por este motivo, su
constante mejora es una de las prioridades en el &mbito de la investigacion. Los avances en el
conocimiento de la respuesta inmune y en las técnicas de biologia molecular obtenidos en los
ultimos afios, han permitido identificar un gran nimero de proteinas y polisacaridos de
diferentes origenes de interés inmunoldgico. Ellos en su forma natural o recombinante
(proteinas) han formado parte de vacunas mundialmente establecidas. Sin embargo, lograr que
estas estructuras sintéticas tengan similar actividad biologica y seguridad ha constituido el reto
de las nuevas generaciones en el campo de la vaccinologia. Uno de los principales obstaculos de
las moléculas sintéticas, parece ser su escasa inmunogenicidad, por lo que precisan el concurso
de proteinas transportadoras capaces de aumentar su antigenicidad. La Universidad de la Habana
en colaboracion con el CIGB logré obtener un candidato vacunal contra el Haemophilus
influenzae tipo b con el polisacarido de interés de origen sintético. Evaluar su seguridad como
vacuna monovalente y formando parte de vacunas polivalentes constituyd un desafio para el
primer candidato vacunal global con principio activo sintético. Las bondades y ventajas de las
vacunas polivalentes y/o combinadas las hace méas atractivas para su aplicacion en los
programas masivos de inmunizacion. En el presente trabajo se exponen los resultados de
estudios preclinicos realizados a la vacuna sintética Quimi-Hib y de la formulacion pentavalente
de este antigeno junto a otros de diferentes origenes. Se demostré en estudios toxicoldgicos que
la vacuna sintética Quimi-Hib era segura y tolerable, y que en la formulacién pentavalente era
capaz de inducir una respuesta inmunoldgica similar a la de cada componente independiente, sin
gue ocurriera interferencia e incompatibilidad entre los mismos, y se confirmé que la vacuna
TRIVAC-HB+Quimi-Hib concentrada constituye una formulacion balanceada, estable y atoxica.
A partir de estos resultados se logré la autorizacion del CECMED para la realizacion de estudios
clinicos y del registro de ambas vacunas. La posterior introduccién de estas en el programa de
inmunizacion cubano, representan un importante aporte a la salud de la poblacién cubana y

constituye un substancial renglén econémico por existir gran demanda de estas a nivel mundial.
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Introduccion

1. INTRODUCCION

Las vacunas suponen uno de los mayores logros de la biomedicina, debido a la disminucion del
indice de mortalidad infantil, la incidencia de enfermedades infecciosas, e incluso la erradicacion
de algunas de ellas en algunos paises.

El Haemophilus influenzae tipo b (Hib) es uno de los organismos causantes de meningitis,

neumonia, epiglotitis, celulitis, septicemia, artritis, osteomielitis, pericarditis, colangitis,
endocarditis y sinusitis (1). La meningitis causada por Hib es una enfermedad muy grave con una
tasa de muertes superior al 50 % en algunas partes del mundo. Los reportes de secuelas en
supervivientes son altos donde la mitad de ellos presenta dafios neuroldgicos (2). Hasta el

momento existen al menos 4 vacunas conjugadas contra el Haemophilus influenzae tipo b

licenciadas en varios paises del mundo, ninguna de produccion nacional, ni de origen sintético,
entre las que podemos citar: HibTITER de Wyeth Farma, Act-HIB de Aventis Pasteur MSD y
HIBERIX de GlaxoSmithKline. Todas ellas cconstituidas por un fragmento del polisacarido
capsular del microorganismo, conocido como poliribosilribitolfosfato unido por un enlace
quimico (conjugado) a una proteina de origen bacteriano. Estas vacunas han demostrado ser de
las més eficaces y seguras de todas las existentes (3-5).

Las vacunas sintéticas consisten en la copia de la secuencia genotipica que contiene informacién
acerca de las proteinas antigénicas procedentes de patdgenos y su posterior sintesis por medio de
métodos quimicos. Las proteinas bacterianas o virales con capacidad antigénica presentan
multiples fragmentos (epitopos) que determinan su especificidad y actividad, pero sélo un
numero limitado de ellos esta relacionado con una respuesta protectora eficaz, pues uno de sus
principales obstaculos parece ser su escasa inmunogenicidad (4).

A partir de la disponibilidad en Cuba de vacunas conjugadas importadas eficaces contra Hib, en
el afio 1999 se alcanz6 una cobertura del 97% de la poblacion nacional, cuyo impacto se evalué
mediante el Sistema Nacional de Vigilancia de Meningoencefalitis Bacterianas (SNVMEB). La
eficacia de la vacunacion se estimé en 99% vy la incidencia general de la meningoencefalitis por
Hib disminuyé de 1,3 a 0,6 por cada 100 000 habitantes (46,1%), observandose la mayor
reduccion en nifios menores de 5 afios (56,1%). En los menores de 1 afio se redujo 70,5% y en el
resto de los grupos de menores de 5 afios disminuyé entre 25,9 y 49,6%. En el grupo diana para
la vacunacion, la incidencia se redujo 61,1%; entre los nifios de este grupo que contrajeron la

meningoencefalitis por Hib solamente 8 (24,2%) estaban vacunados, 7 de ellos con una sola
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dosis, aplicada un mes antes de enfermar. Se ha demostrado que la vacunacion a gran escala de
los nifios menores de 2 afios contra Hib en Cuba a través del SNVMEB ha logrado disminuir
notablemente la incidencia de meningoencefalitis por Hib (6-8).

Hasta el momento, en los programas establecidos mundialmente para combatir enfermedades de
la infancia han predominado las vacunas monovalentes, aunque desde décadas anteriores existen
vacunas combinadas como la triple bacteriana DPT (Difteria, Tétanos y Pertussis) y la triple
viral PRS contra la papera, rubéola y sarampién que se introdujo en los afios 70. En la actualidad
han surgido tendencias a mantener los programas de inmunizaciéon con las llamadas vacunas
polivalentes o combinadas, en correspondencia con el aumento de las enfermedades previsibles
por vacunacién, unido al gran ndmero de inmunizaciones que se proponen realizar
simultdneamente en un corto periodo de tiempo a los nifios durante los primeros meses de vida,
ademas del alto costo de las campafias de vacunacion (7-9).

La mezcla de varios antigenos en una vacuna combinada ofrece una serie de beneficios
inmediatos tanto para el proveedor del producto como para el receptor del mismo (10). Son
varias las bondades y ventajas de las vacunas polivalentes y/o combinadas sobre las vacunas
monovalentes, lo que las hace mas atractivas para su aplicacion en los programas masivos de
inmunizacion por reducir el nmero de inyecciones asi como disminucion de riesgos por mala
manipulacion y la posibilidad de abaratar costos de los programas de vacunacion, por concepto
del cumplimiento de los requerimientos de transportacion, almacenamiento y cadena de frio, lo
que hace posible el aumento en la cobertura en los programas de inmunizacion (10;11).

Debido a estas ventajas son muchos los paises que prefieren el uso de estas vacunas combinadas
en sus programas de inmunizacion por lo que han realizado su introduccién. Sin embargo, el Dr.
Joan Pericas Bosc (12), considera que estas no son suficientes ya que en la actualidad los
suministradores fundamentales de estas vacunas se limitan a las compafilas GSK y Sanofi
Pasteur MSD, representando como titulares a las vacunas tetravalente DPT-HB y pentavalente
DPT-HB+Hib y en el caso de la GSK la vacuna hexavalente que incluye DTPa + VPI + Hib +
VHB (Infanrix Hexa), de ahi la necesidad de que surgieran otros preparados vacunales con
similares caracteristicas (4;11;13;14). En el afio 2004 teniendo en cuenta la tendencia mundial y
la necesidad de vacunas polivalentes, en el CIGB de Cuba, se trabaj6 para lograr el registro de la
vacuna combinada tetravalente DPT-HB (TRIVAC-HB®) la que fue incorporada al Programa de

Vacunacion Nacional en el 2005 (15). En este propio afio concluyé con resultados satisfactorios
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la evaluacion clinica de la vacuna pentavalente cubana variante 4+1 en la cual la vacuna
tetravalente DPT-HB® se mezcla con la vacuna Quimi-Hib concentrada momentos antes de su
administracion, también llamada Vacuna 4+1 (TRIVAC HB + Quimi-Hib concentrada).

Para el desarrollo de la vacuna pentavalente, era necesario obtener resultados preclinicos
satisfactorios de esta formulacion con inmunogenicidad equivalente a la de cada antigeno por
separado, los que contribuyen en forma decisoria a la fortaleza de la VVacuna 4+1, ademas de una
solida base cientifico-técnica en su desarrollo, aplicacién en su forma monovalente y combinada
de vacunas cubanas: Heberbiovac®, VaxTex® (Anatoxina tetanica), DPT® (anatoxinas tetanica y
diftérica y Bordetella pertussis), HB-Hib, Quimi-Hib y Vacuna TRIVAC-HB®, estos resultados
sustentaron este proyecto y contribuyeron en forma decisoria a la fortaleza de la vacuna
pentavalente, los que constituyen un poderoso aval para su uso.

Las vacunas compuestas por varios antigenos son capaces de producir respuesta humoral como
es el caso de los 5 antigenos que forman parte de esta vacuna, de ahi la presencia de un
adyuvante con el objetivo de favorecer o coadyuvar la produccién de anticuerpos ante estos
antigenos cuando son inoculados (3;11;13). La posibilidad de contar con una vacuna anti
Haemopbhilus influenzae tipo b condiciona la proyeccidn dirigida hacia la obtencion y evaluacion
de una vacuna pentavalente capaz de combinar los efectos seroprotectores contra estas patologias
que afectan a los nifios en sus primeros afios de vida. A su vez la vacuna pentavalente TRIVAC-
HB+Quimi-Hib concentrada constituird la terapia preventiva contra diferentes enfermedades
infecto-contagiosas, por ello es necesario realizar los estudios toxicoldgicos, lo cual nos
proporcionara datos acerca de la seguridad del producto previo a su aplicacion clinica. Como
parte de esta evaluacion, un dato importante para la formulacion combinada lo constituye la
seguridad demostrada de cada preparado vacunal por separado.

Los estudios Toxicolégicos para la evaluacion de vacunas se basan en criterios descritos en las
Regulaciones Internacionales, emitidas estas Gltimas por la Agencia Europea de Evaluacion de
Productos Médicos (EMA, siglas en inglés) y las normas de la Conferencia Internacional de
Armonizacion (ICH, siglas en inglés), (16;17) entre otras. Estos disefios estan dirigidos a
evaluar la seguridad de productos y constituyen un requisito indispensable para la aprobacion y
realizacion de estudios clinicos requeridos durante la etapa de investigacién-desarrollo y se
consideran aspectos claves en la aprobacion del uso y comercializacion de cualquier producto.

Estas evaluaciones constituyen una de las fuentes principales de informacion para estudiar la
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toxicidad de compuestos quimicos, incluso los efectos menos evidentes de la exposicion aguda y
cronica. En estos ensayos la capacidad de manipular las condiciones experimentales permite la
evaluacion de variables en respuesta a sustancias toxicas. Sobre esta base nos planteamos la
siguiente hipotesis de trabajo:

“Las formulaciones resultantes de la adyuvacion con fosfato de aluminio de un candidato

vacunal sintético monovalente contra el Haemophilus influenzae tipo b o su combinacion

polivalente con TRIVAC-HB son seguras para su uso en infantes. ”

Para demostrar la validez de esta hipotesis se definieron los siguientes objetivos de trabajo con

sus correspondientes tareas experimentales

Objetivo general: Demostrar la seguridad e inmunogenicidad de la vacuna Quimi-Hib y la

importancia de su uso como componente de la vacuna pentavalente TRIVAC-HB + Quimi-Hib

concentrada.

Objetivos especificos

1. Determinar la respuesta inmunolégica inducida por el componente antigénico conjugado Hib-
TT.

a. Determinacion de los titulos de anticuerpos inducidos por el antigeno Hib adyuvado y sin
adyuvar con fosfato de aluminio, en forma monovalente.

2. Demostrar que la unién de Quimi-Hib concentrada con TRIVAC-HB no interfiere en la
respuesta biolégica de los cinco antigenos que conforman la formulacién pentavalente.
a.Demostrar que la inmunogenicidad del componente Hib en la vacuna pentavalente
TRIVAC-HB+Quimi-Hib concentrada no es afectada por la mezcla de ambas vacunas
b. Demostrar que la potencia de los componentes HB, D, P y T no se afecta al mezclar ambas
vacunas.

c. Demostrar que los titulos de anticuerpos contra Hib en conejos no se afecta por la mezcla
de ambas vacunas para conformar la pentavalente TRIVAC-HB+Quimi-Hib concentrada.

d. Demostrar que los titulos de anticuerpos contra HB en ratones no se afecta al mezclar
ambas vacunas.

3. Evaluar la seguridad preclinica del candidato vacunal Quimi-Hib, adyuvado con fosfato de
aluminio.

a. Estudio de la toxicidad aguda del candidato vacunal Quimi-Hib, adyuvado con fosfato de

aluminio.
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b. Estudio de la toxicidad a dosis repetidas del candidato vacunal Quimi-Hib, adyuvado con

fosfato de aluminio.

c. Estudio de la tolerancia local del candidato vacunal Quimi-Hib, adyuvado con fosfato de

aluminio.

4. Evaluar la seguridad preclinica del candidato vacunal pentavalente TRIVAC-HB+Quimi-Hib
concentrada.

a. Estudio de la toxicidad aguda del candidato vacunal pentavalente TRIVAC-HB+Quimi-

Hib concentrada.

b. Estudio de la toxicidad a dosis repetidas del candidato vacunal pentavalente TRIVAC-

HB-+Quimi-Hib concentrada.

c. Estudio de la tolerancia local del candidato vacunal pentavalente TRIVAC-HB+Quimi-Hib

concentrada.

5. Evidenciar efectos inmunotoxicoldgicos producidos tras la administracion reiterada del
candidato vacunal pentavalente TRIVAC-HB+Quimi-Hib concentrada.

a. Determinar efectos inmunotoxicoldgicos a través de la morfometria de los foliculos

linfoides del bazo y del conteo de centros germinativos en la vaina linfoide periarteriolar.

El desarrollo de las vacunas profilacticas ha contribuido a un mejoramiento sustancial de la salud
humana y la prevencion de enfermedades infecto-contagiosas. La novedad cientifica de este
trabajo radica en que por primera vez:

e Se demuestra la inmunogenicidad y seguridad preclinica de la vacuna sintética Quimi-
Hib, lo que defiende la eleccion de incluir este antigeno sintético en una nueva
formulacién vacunal pentavalente.

e Se demuestra la seguridad toxicoldgica e inmunogenicidad de la vacuna pentavalente
TRIVAC-HB+Quimi-Hib concentrada.

e Esta investigacion recoge la primera experiencia de aplicacion de la morfometria de las
estructuras linfoides del bazo en la practica inmunotoxicoldgica cubana, con la cual se
aportaron nuevos elementos que se han adicionado a los existentes en el estado del arte.

o Los disefios experimentales complejos y especificos empleados permiten contar con una
metodologia aplicable a la evaluacion toxicologica de otros candidatos vacunales de

acuerdo con los estandares internacionales.



Introduccion

La investigacion presentada tambiéen tiene aporte practico y social debido a que:

e Los resultados obtenidos en este trabajo permitieron lograr el registro y comercializacion
de ambas vacunas.

e La evaluacion preclinica de la eficacia y seguridad de estas vacunas permitié su
introduccién en el programa de inmunizacion nacional cubano y representa un importante
renglon econdmico para el pais.

La tesis cuenta con un total de 99 péginas de texto, distribuidas en los siguientes acépites:
Introducciéon (6), Revision Bibliografica (18), Materiales y Métodos Generales (1). A
continuacion se presentan dos capitulos correspondientes a cada tipo de evaluacion que se
abordan en esta tesis. Cada uno de estos contiene acépites de materiales y métodos, resultados y
discusion: Capitulo de inmunogenicidad (11 péaginas), Capitulo Seguridad preclinica (56
paginas). EI documento cuenta, ademas, con un capitulo de Discusion General (5 paginas), uno
de Conclusiones (1 pagina) y otro de Recomendaciones (1 pagina). EI documento también
contiene la Sintesis, el Indice, el Glosario de términos, la Autobibliografia, la lista de Referencias
Bibliograficas y los Anexos.

Los resultados que conforman este trabajo forman parte de 2 publicaciones en revistas de alto
impacto: Biotecnologia Aplicada y en la Revista Espafiola de Toxicologia, 2 registros sanitarios,
9 informes técnicos y 8 premios otorgados por diferentes organizaciones, entre los se encuentra:
Premio al mejor articulo cientifico publicado, Premio especial al resultado de mayor relevancia
cientifica por el CITMA, Premio de la Academia de Ciencias de Cuba en los afios 2004 y 2006,
Distincion especial en el FORUM Nacional de Ciencia y Técnica, Premio al resultado de mayor
trascendencia y originalidad cientifica y Premio relevante Uinico de la Ciencia de “Desarrollo de
la primera vacuna humana con un antigeno sintético”. Estos resultados han sido ademas

expuestos en 6 eventos cientificos internacionales y 1 nacional.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Haemophilus influenzae tipo b

El Haemophilus influenzae fue descubierto en 1892, es un cocobacilo pleomdrfico, aerobio,

gram negativo. Esta bacteria coloniza la mucosa superior del tracto respiratorio de la mayoria de
los nifios de 3 meses de edad. Aunque la mayoria de las cepas aisladas son no encapsuladas,
también existen cepas con una capsula de polisacarido como el H. influenzae, este se agrupa en
seis tipos: del a al f, los que difieren en la capsula de polisacarido (1).

Las bacterias H. influenzae del tipo b son en gran medida el organismo mas virulento de este
grupo, pues comunmente causa invasion de la circulacion sanguinea y meningitis en nifios
pequefios de hasta 2 afios.

Hasta la puesta en préactica de los extensos programas de vacunacion, los H. influenzae del tipo b
eran la causa mas comun de la meningitis en nifios entre las edades de 6 meses y 2 afios. Cuya
evolucion es dolor de cabeza seguido rapidamente por el desarrollo de rigidez en el cuello (18)
progresion acelerada al estado de coma, la que en ausencia de tratamiento, conlleva a la muerte.
El esquema terapéutico establecido para el tratamiento de estas infecciones reduce la incidencia,
pero no la elimina, quedando secuelas tales como sordera y las inhabilidades en el aprendizaje.
El H. influenzae del tipo b, también causan celulitis y epiglotitis, una condicion en la cual la
epiglotis se inflama, provocando un estrechamiento de las vias aéreas superiores. Estos
organismos colonizan la nasofaringe y se propagan de un ser humano a otro por el contacto
directo o via secreciones y/o aerosol (18).

Durante muchos afios se pensd que el anticuerpo bactericida dirigido contra la capsula de PRP

del Haemophilus influenzae del tipo b era el responsable de la resistencia del anfitrién a la

infeccion. Sin embargo, estudios mas recientes han demostrado el papel determinante del
anticuerpo y de los antigenos somaticos. De ahi que, el anticuerpo anti PRP se puede detectar a
menudo en los sueros de nifios en la admision al hospital con sepsis debido al H. influenzae del
tipo b. La separacion de la membrana externa del Hib y otros componentes de la proteina por
electroforesis en gel de poliacrilamida, combinado con el analisis de las respuestas del anticuerpo
durante la infeccidn, ha sugerido que el anticuerpo reconoce un nimero determinado de proteinas

individuales de la membrana, asociandolas a la respuesta inmune desencadenada (6;7).
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2.1.1. Incidencia

Paises industrializados: La mayoria de los estudios de incidencia estan enfocados a infecciones

invasivas incluyendo meningitis, sepsis, neumonias bacteriémicas y otros sindromes como
epiglotitis; que estan acompariadas de la presencia de este organismo en sitios normalmente
estériles como la sangre, el liquido céfalo-raquideo (LCR), el liquido pleural y otros. De ellos se
puede estimar que la meningitis causada por el H. influenzae tipo b se corresponde con alrededor
de 8 y 60 casos por cada 100.000 nifios menores de 5 afios y en la incidencia de todas las
enfermedades invasoras entre 21 y 100 casos por cada 100.000 nifios menores de 5 afios (5). En
tiempos precedentes a la vacuna contra el Hib, todos los afios unos 20,000 nifios en EE.UU.
menores de 5 afios de edad contraian una forma grave de la enfermedad y de ellos unos 1,000
morian.

Paises en vias de desarrollo: Estudios sobre la incidencia de Hib en meningitis y enfermedades

invasoras en estos paises son muy limitados. Para poder realizar estos calculos se requiere que la
farmacovigilancia sea realizada en poblaciones definidas, de tamafio conocido y por lo general,
muchos de los resultados disponibles son puntuales de un hospital o centro de salud donde no se
puede estimar la poblacion atendida y por lo tanto tampoco determinar la incidencia de la
enfermedad.

Anadlisis realizado por el Banco Mundial: mostré los resultados obtenidos de un estudio que

incluyé mas de 50 paises en las 6 regiones categorizadas por esta entidad: Africa, Asia, Europa,
América Latina y el Caribe, América del Norte y Oceania. Esta informacion permite inferir que
la incidencia de las afecciones causadas por Hib varia de acuerdo a las regiones. En Asia se
estima en 6 casos por cada 100.000 nifios menores de 5 afios, en América del Sur entre 17 y
25/100.000, en el Medio Oriente entre 16 y 31/100.000 y en Africa entre 50 y 60/100.000
(1;2;5).

Cuba: en nuestro pais existe un Programa Nacional de Inmunizaciones desde 1962, mediante el
cual los nifios cubanos reciben 10 vacunas simples o combinadas, para protegerlos contra 13
enfermedades inmunoprevenibles (poliomielitis, difteria, tétanos, tos ferina, sarampion, rubéola,
parotiditis, hepatitis B, meningitis meningocdccica tipo b y c, fiebre tifoidea y contra las

infecciones causadas por el Haemophilus influenzae tipo b) y de una forma clinica severa de

meningitis tuberculosa en nifios menores de un afio, por este concepto la poblacién cubana ha

recibido en los ultimos 38 afios méas de 260 millones de dosis de estas vacunas (7;15).
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A partir de la disponibilidad en Cuba de vacunas conjugadas eficaces contra Hib, provenientes
del mercado internacional, se incluyd la misma en el esquema de vacunacion nacional en el afio
1999 administrada a la poblacion diana, nifios menores de 2 afios, esta alcanz6 una cobertura del
97%. El impacto se evalué mediante el Sistema Nacional de Vigilancia de Meningoencefalitis
Bacterianas (SNVMEB). La eficacia global de la vacunacion se estimd en 99% Yy la incidencia
general de la meningoencefalitis por Hib disminuy6 de 1,3 a 0,6 por cada 100 000 habitantes
(46,1%), observandose la mayor reduccion en nifios menores de 5 afios (56,1%). En los menores
de 1 afio se redujo 70,5% y en el resto de los grupos de menores de 5 afios disminuy6 entre 25,9
y 49,6%. En el grupo diana para la vacunacion, la incidencia se redujo 61,1%; entre los nifios de
este grupo que contrajeron la meningoencefalitis por Hib, solamente 8 (24,2%) estaban
vacunados, 7 de ellos con una sola dosis, aplicada 1 mes antes de enfermar. Se ha demostrado
que la vacunacion a gran escala de los nifios menores de 2 afios contra Hib en Cuba a través del
SNVMEB ha logrado disminuir notablemente la incidencia de meningoencefalitis por Hib
(6;7;15). La inclusion de una vacuna de fabricacién nacional, constituiria una fuente de

importante de sustitucion de inversiones (alrededor de 3 millones de délares anuales).

Distribucion por edad: A pesar que la enfermedad por Hib ocurre en los nifios menores de dos
afios, la mayor incidencia ocurre en nifios menores de 1 afio en los paises en desarrollo y por
encima del afio en los paises industrializados.

2.1.2. Inmunidad activa

Las vacunas desarrolladas tradicionalmente después de acercamientos empiricos han limitado a
menudo los problemas de la inmunogenicidad, probablemente debido al nivel bajo de la pureza
de los componentes activos que contienen. Sobre la base de la importancia demostrada de los
anticuerpos especificos contra el polisacarido de la capsula (PRP) se desarrollé una vacuna de
primera generacion consistente en el polisacarido purificado (6). Esta vacuna, al igual que las
otras basandose en la inclusién de polisacaridos contra neumococo y meningococo estimula la
proliferacion de los clones especificos de células B, que generan una respuesta pobre al no ser
identificados por las células T y/o macrofagos. A estos se les conoce como antigenos T-
independientes y tienen las siguientes caracteristicas:

1) la respuesta de anticuerpos es dependiente de la edad, no detectandose anticuerpos por debajo
de los 18 meses, respuesta variable entre los 18 y 23 meses, siendo inmunogénica por encima de

los 2 afios; no genera respuesta de memoria y por lo tanto no hay efecto de refuerzo.
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2) un alto porcentaje de los anticuerpos generados son IgM, y en menor porciento se generan las
IgG siendo estas las méas protectoras.

Las caracteristicas antigénicas de estos polisacaridos se modifican una vez que se conjugan
quimicamente a proteinas portadoras. Estos nuevos antigenos poseen ahora la capacidad de ser
reconocidos por las células T y macréfagos generando una respuesta inmune caracteristica de los
antigenos T-dependientes. Estas son:

e induccion de anticuerpos en nifios menores de 2 afios,

o efecto refuerzo que permite alcanzar altas concentraciones de anticuerpo y memoria,

e respuesta inmune mucho méas madura caracterizada por 1gG e IgA (6).

Esta segunda generacién de vacunas contra Hib ha demostrado ser mas segura, mas
inmunogénica y altamente efectiva, segun los resultados obtenidos en varios estudios en campos
previos y mas recientemente por el enorme impacto que ha tenido en la disminucion de las
enfermedades causadas por Hib, por su inclusion en los programas de inmunizacion.

El empleo de nuevas tecnologias en el desarrollo de vacunas conduce a la produccion de
antigenos recombinantes mas puros que, sin embargo, tienden a tener una inmunogenicidad
menor con respecto a las vacunas de generaciones anteriores. La busqueda de adyuvantes para
las nuevas vacunas implica el camino a seguir relacionado con sus limites potenciales (14;19).
2.2. Aspectos generales de Difteria

Es una enfermedad contagiosa aguda, causada por la bacteria Corynebacterium diphtheria, cuyo

Unico huésped natural es el hombre.

La difteria puede prevenirse mediante la vacunacion. La vacuna utilizada es un toxoide
(anatoxina); contiene toxina diftérica tratada con formaldehido; no es toxica y conserva su
antigenicidad y esta es capaz de estimular la produccidn de anticuerpos antitoxina especificos. La
inmunizacion masiva con una vacuna que contiene toxoide diftérico inactivado es la forma mas
segura de controlar la diseminacion de la difteria. Durante muchos afios ha estado disponible una
vacuna combinada que contiene toxoides diftérico, tetnico y pertussis, y es la eleccion mas
comun para la vacunacion de nifios. Los esquemas de vacunacion para DTP incluyen en general
la administracion de 3 dosis de la vacuna a partir de los 2 meses de edad, con una diferencia de 1
0 2 meses, que puede ser seguida de dosis de refuerzo a los 15-18 meses y/o 46 afios (18;20-
22).

10
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Para mantener la inmunidad frente a la difteria en adultos, también debe administrarse cada 10
afios una vacuna que contenga toxoides diftérico y tetanico (Td), después de haber completado la
vacunacion infantil. La cantidad de toxoide tetanico de Td varia, y puede contener hasta un 50%
del contenido en toxoide de la DTP. Por el contrario, la cantidad de toxoide diftérico en la Td
sOlo es una décima parte de la dosis DTP. La reduccion en el toxoide diftérico en la vacuna
reduce al minimo la reactividad en personas anteriormente sensibilizadas al toxoide, pero es

suficiente para generar respuestas amnésicas en personas previamente vacunadas (20;21).

2.3. Aspectos generales de Tétanos

El Tétanos es una enfermedad aguda causada por la bacteria gram positiva, Clostridium tetani.

Es Unica entre las enfermedades prevenibles mediante vacunacion ya que no es transmisible,

pero se adquiere por exposicion ambiental, pues las esporas de Clostridium tetani se encuentran

comunmente en la tierra, particularmente si estd contaminada con heces de animales o humanos.
La inoculacion con esporas ocurre a través de la piel en heridas o arafiazos. En condiciones
anaerobicas (poco oxigeno) las esporas germinan.

Los efectos nocivos de Clostridium tetani se deben a una potente neurotoxina, tetanospasmina,

que se produce en el lugar de la infeccion cuando el bacilo se multiplica. La toxina es
transportada en nuestro organismo a través de la circulacion y transporte axonal retrégrado en los
nervios periféricos para finalmente atacar a los sistemas nervioso, motor y simpético. La toxina
bloquea los impulsos inhibitorios al interferir con la liberacion del neurotransmisor, ello produce
contraccién muscular y espasmo. El tétanos puede ser localizado o generalizado, siendo el dltimo
el mas comun (23;24).
La vacunacion con el toxoide tetanico inactivado es el método méas seguro para prevenir el
tétanos.
= Los esquemas de vacunacion recomendados incluyen tipicamente 3 dosis de la vacuna,
administrada a partir de los 2 meses de edad con una diferencia de 16 2 meses que puede
ser seguida de una dosis de refuerzo a los 15-18 meses y/o 4-6 afios de edad.
= Para mantener una inmunidad eficaz frente al tétanos y difteria en adultos, la vacuna Td
debe administrarse cada 10 afios después de completar la vacunacién infantil.
= Debe aplicarse una dosis de refuerzo de Td después de una herida, si el paciente no ha
recibido un refuerzo en los ultimos 5 afios y si la herida esta contaminada con tierra, con

heces o saliva.

11
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2.4. Aspectos generales de Tosferina

La tosferina es causada por Bordetella pertussis. Este es un cocobacilo pequefio, gram negativo

aerobio que se adquiere de otras personas y que se desarrolla en la garganta (25;26), en cultivos
envejecidos puede ser pleomdrfico, adquiriendo forma filamentosa. Es un patégeno humano,
aerobio obligado, de crecimiento lento, también causa un sindrome similar a tos ferina, aunque
mas leve.

La infeccion se transmite por via aérea por contacto directo con las secreciones de las mucosas
de las vias respiratorias de las personas infectadas o por diseminacion de gotas a través del aire.
El periodo de incubacién de la enfermedad es de 7 a 14 dias. Es una de las infecciones de mayor
transmisibilidad; en la época pre-vacunal casi todos los nifios se habian infectado entre el afio y
los cinco afios de edad. Las tasas de infeccidn oscilan entre el 50% en las escuelas y el 80-90%
para los contactos familiares. En los afios anteriores a la vacunacion el numero de casos nuevos
de enfermedad tipica al afio era similar al tamafio de una cohorte de nacidos en un afio (27).

La tos ferina supone un importante problema de salud publica en el mundo. La bacteria causa
entre 20-40 millones de casos al afio y se estima que es responsable de 200.000-400.000
defunciones cada afio, la mayoria de estas en nifios (28;29).

Actualmente se conoce con cierto detalle la estructura antigénica de Bordetella pertussis, 1o que

ha permitido una mejor comprension de los mecanismos patogénicos de la enfermedad, la puesta
a punto de nuevas aproximaciones diagndsticas y el desarrollo de vacunas (30;31).

Los recién nacidos adquieren pasivamente los anticuerpos maternos, transferidos a través de la
placenta. La susceptibilidad de los nifios pequefios a la tos ferina esta bien documentada. Los
nifios no parece que estén protegidos frente a la enfermedad clinica durante los primeros meses
de la vida, a pesar de la transferencia placentaria de anticuerpos. La alta incidencia de tos ferina
en los primeros meses de la vida contrasta con la baja incidencia de enfermedades en las que los
anticuerpos maternos si protegen (30).

La tosferina, antes de la introduccidn de la vacuna, era una de las enfermedades mas comunes de
la infancia y una de las causas méas importantes de mortalidad en nifios. Tras introducir en los
programas de vacunaciéon (1965) la vacuna contra la tos ferina de células completas, la
incidencia de la enfermedad ha ido disminuyendo hasta que hoy en dia se encuentra en los
niveles mas bajos de su historia. Recientemente, coincidiendo con el desarrollo de las vacunas

acelulares se han publicado numerosos articulos que identifican, en un porcentaje importante de

12
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los cuadros clinicos de tos persistente en adolescentes y adultos, a la Bordetella pertussis como
agente causante (30-32).

Las vacunas que combinan células enteras de tos ferina con toxoides diftérico y tetanico han sido
altamente eficaces para evitar estas enfermedades, pero sus efectos adversos frecuentes y
agobiantes han obligado a buscar alternativas mas inocuas. Estas deben ser vacunas con
componente pertusico acelular que de entre todas las aprobadas poseen menor inmunogenicidad,
en comparacion con la vacuna de células enteras y menor reactogenicidad tanto en intensidad
como en frecuencia. Asi, en la actualidad, la vacuna preferida para la vacunacion contra difteria,
tétanos y tosferina es la que combina toxoides tetanico y diftérico y un componente acelular
contra la tos ferina (DTPa), aceptandose sélo la vacuna de células enteras si no se dispone de

vacuna con el componente acelular (31).

2.5. Aspectos generales de Hepatitis B

La hepatitis B es una enfermedad del higado causada por el virus de la hepatitis B, perteneciente
a la familia Hepadnaviridae (virus ADN hepatotrépico). Es una enfermedad infecciosa del
higado causada por el virus y caracterizada por necrosis hepatocelular e inflamacion. Puede
causar un proceso agudo 0 un proceso cronico, que puede acabar en cirrosis (pérdida de la
"arquitectura™ hepatica por cicatrizacion y surgimiento de nédulos de regeneracion) del higado,
cancer de higado, insuficiencia hepatica e incluso la muerte (33;34).

La transmision del virus de la hepatitis B resulta de la exposicion a sangre infectada o fluidos
corporales que contengan sangre. Las formas posibles de transmisién incluyen contacto sexual,
transfusidn sanguinea, reutilizacion de agujas y jeringuillas, y transmision vertical de madre a
hijo durante el parto (34).

Existe una vacuna desarrollada para la prevencion de una infeccidn por hepatitis B. La vacuna se
prepard originalmente del plasma sanguineo obtenido de pacientes con infecciones cronicas de
hepatitis B. Sin embargo, las vacunas en el presente se fabrican usando ADN recombinante (35).

Ambas formas de la vacuna son consideradas igualmente eficaces.
2.6. Aspectos generales de las vacunas DPT

La vacuna triple bacteriana contra difteria, tétanos y tos ferina se utiliza hace méas de 60 afios y
fue la primera vacuna combinada empleada en nifios para la prevencion de tres enfermedades

distintas. Hasta hace pocos afios s6lo se disponia de una vacuna preparada con toxoides tetanico
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y diftérico y una suspension de células enteras de Bordetella pertussis (DTPe), pero a partir de
1981 aparecieron en Japon las primeras vacunas con componentes acelulares de Bordetella
pertussis (DTPa) que son las que se utilizan actualmente por su menor capacidad reactiva.
Posteriormente han ido apareciendo nuevas vacunas que combinan tanto la DTPe como la DTPa

con la vacuna de la polio inactivada, hepatitis B y Haemophilus influenzae tipo b, hecho que sin

duda puede facilitar el cumplimiento del calendario vacunal sistematico (31;36-39).

La vacuna DTPe, al igual que las deméas combinaciones con estos tres componentes, es muy
inmundgena. Se ha comprobado que la eficacia protectora tras la primo-vacunacion es superior al
95% para difteria y tétanos, y algo menor (entre el 50% y 85% segun diversos estudios) para la
tos ferina. Para los tres componentes, la eficacia protectora disminuye con los afios y es casi
nula a los 10 afios de la ultima dosis, lo que ratifica el hecho de revacunar con este intervalo de
tiempo (31;40;41).

2.7. Vacunas Combinadas

En los programas establecidos mundialmente para combatir enfermedades han predominado las
vacunas monovalentes. EI aumento de las enfermedades previsibles por vacunacion, unido al
gran nimero de inmunizaciones que hay que realizar simultdneamente en un corto periodo de
tiempo a los nifios durante los primeros meses de vida, hace imprescindible el desarrollo de
formulaciones donde se combinen las preparaciones vacunales existentes surgiendo asi las
Ilamadas vacunas polivalentes o combinadas (11;42-44). La mezcla de varios antigenos en una
vacuna combinada ofrece una serie de beneficios inmediatos tanto para el proveedor del
producto como para el receptor del mismo ya que se reducen los malestares asociados con las
maltiples inyecciones, se simplifican los calendarios de vacunacion, permitiendo la inclusion en
los mismos de nuevas vacunas, se incrementan las oportunidades de vacunar a pacientes o
poblaciones frecuentemente no atendidas y se abarata la logistica de vacunacion
considerablemente (11;42-44).

Las vacunas polivalentes registradas estan formuladas a partir de la combinacion de vacunas
monovalentes de amplio uso y de probada seguridad, como en el caso de TRITANRIX HB +
HIBERIX, propiedad de la compaiiia SmithKline Beecham en la que se emplean las vacunas anti
Difteria-tétano-pertussis y Hepatitis B, asi como contra Haemophilus influenzae registradas bajo
esas denominaciones (45). Otro ejemplo es la vacuna Pediarix en la cual se combinan las

vacunas anti difteria, tétano, pertusis acelular, hepatitis B y polio inactivada (11;37;46).
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Siguiendo esta tendencia, en nuestro pais se han realizado estudios clinicos en lactantes con
vacunas que combinan su efecto contra DTP y Hepatitis B (TRIVAC-HB), en los cuales se ha
demostrado adecuada sero-proteccién y seguridad (7). La posibilidad de contar con una vacuna
anti Haemophilus influenzae tipo b condiciona la proyeccion dirigida hacia la obtencion y
evaluacion de una vacuna pentavalente capaz de combinar los efectos sero-protectores contra
estas patologias que afectan a los nifios en sus primeros afios de vida al combinar los antigenos
antes referidos.

Més vacunas combinadas se han desarrollado y otras se encuentran en fases avanzadas de
ensayos clinicos, por lo que reconsidera la década del 2000 la mas productiva en la historia del
desarrollo de vacunas. Mas nifios que nunca antes han sido beneficiados con la inmunizacion
vacunal: por encima de 100 millones de nifios por afio entre el 2005-2007. Estos beneficios se
incrementan cada vez mas y se extienden a adolescentes y adultos proporcionando proteccion
contra diversas enfermedades (27;27).

En paises en vias de desarrollo, estan disponibles mas vacunas y mas vidas son salvadas. Para la
primera vez en la historia documentada el nimero de nifios que muere por afio ha caido por
debajo de los 10 millones.

Todavia a pesar del progreso extraordinario alcanzado en la inmunizacion de méas nifios durante
la ultima década, en el afio 2007, 24 millones de nifios - casi 20% de los nacidos cada afio - no
obtuvieron el esquema de inmunizaciones completo durante su primer afio de vida. Al mismo
tiempo, nuevas iniciativas se han discutido para acelerar el desarrollo e insercion de nuevas
vacunas (47).

La OMS estima que si todas las vacunas ahora disponibles contra las enfermedades de la nifiez
fueran ampliamente adoptadas Y si los paises pudieran cubrir un promedio global del 90%, en el
afio 2015 podrian prevenirse dos millones de muertes adicionales por afio entre los nifios
menores de cinco afios e incluso se reduciria la invalidez de las enfermedades evitables por
vacunacion, contribuiria a la salud y bienestar de estos, ademas de reducir los costos de

hospitalizacion (47).

2.8. Breve reseiia sobre el desarrollo de adyuvantes
Al principio las vacunas estaban formadas por microorganismos vivos atenuados 0 muertos, y
esto traia como consecuencia que con cierta frecuencia se desarrollara la enfermedad en vez de la

proteccién, debido a una reversion de la virulencia, fundamentalmente en personas
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inmunodeprimidas. Esto propicié que surgiera una nueva generacion de vacunas basadas en
antigenos purificados, sintéticos o recombinantes, los cuales son méas especificos pero menos
inmunogénicos, por lo que necesitan de componentes, denominados adyuvantes, que
incrementan la potencia, la calidad y la duracion (memoria) de la respuesta inmune (48). Los
adyuvantes también contribuyen a lograr una respuesta inmune efectiva en edades muy
tempranas, cuando el sistema inmune aun no esta suficientemente maduro y es necesario vacunar
contra enfermedades que afectan a nifios en esas edades (49), asi como también pueden mejorar
el efecto protector de las vacunas en personas inmunodeprimidas y en edades avanzadas (48-50).
Existen diversas razones para incorporar adyuvantes en vacunas, especialmente para uso en
humanos: a) incrementar la respuesta inmune especifica (seroconversion) en diversas
poblaciones y lograr una efectiva proteccion contra diversas enfermedades, con especial interés
en poblaciones con reducida capacidad de inmuno-respuesta, como ocurre en lactantes y
ancianos, asi como en personas inmunodeprimidas; b) facilitar el uso de menores cantidades de
antigeno en una vacuna y asi alcanzar una mayor cobertura de personas vacunadas, como ocurre
durante pandemias como la influenza; c) también en este tipo de pandemias es importante lograr
una proteccion mas réapida de la poblacion para reducir su propagacion; d) reducir las dosis de
vacunas, mejorando su aceptacion por las personas, disminuyendo los requerimientos logisticos
y mejorando el coste-beneficio, con un impacto de particular importancia en paises
subdesarrollados, y €) dirigir la respuesta inmune para lograr mecanismos mas efectivos contra
determinadas enfermedades (48;51).

Los efectos inmuno-estimuladores de las sales de aluminio como adyuvantes fueron descritos
inicialmente en 1926 por Glenny. Otros investigadores demostraron que una inyeccion de
toxoide diftérico precipitada con alumbre (sulfato de potasio de aluminio) indujo una respuesta
de anticuerpos mas fuerte que el toxoide soluble. Los estudios siguientes mostraron que también
los toxoides diftérico y tetanico precipitados con alumbre refuerzan la respuesta inmune
protectora en humanos (52-54).

Los adyuvantes de aluminio se usan actualmente en varias vacunas humanas contra
enfermedades infecciosas, incluyendo vacunas contra la difteria, el tétano, la pertussis, las
hepatitis B, el antrax y enfermedades causadas por el Haemophilus influenzae y el virus del
papilloma humano (55;56), también han sido evaluados en la inmunoterapia para las

enfermedades alérgicas (57;58), y estan evaluandose para la inmunoterapia contra diabetes

16



Revision Bibliografica

mellitus autoimmune (59). Ciertas vacunas veterinarias contra enfermedades infecciosas para
proteccion de animales destinados al consumo humano y animales de compafiia se formulan con

adyuvantes de aluminio (60).

2.8.1. Sales de aluminio como adyuvantes de vacunas

Las sales de aluminio fueron introducidas como adyuvantes vacunales hace mas de 80 afos,
como resultado de su extenso y excelente expediente que aboga por su seguridad y capacidad
inmunogénica con una amplia variedad de antigenos y a un costo relativamente bajo (60;61).

Las vacunas gque contienen como adyuvante las sales de aluminio inducen una respuesta inmune
eficaz que es principalmente mediada por anticuerpos. A pesar de su amplio uso, el mecanismo
por el cual los adyuvantes de aluminios selectivamente refuerzan la respuesta inmune aun no esta
bien dilucidado. Ahora se acepta generalmente que el sistema inmunoldgico innato juega un
papel importante iniciando y dirigiendo la respuesta inmune adaptativa. Los adyuvantes
refuerzan la respuesta inmune adaptativa por activacion de células inmunes innatas que a su vez
proporcionan las sefiales para la activacion de linfocitos. Los estudios realizados durante la
altima década han aclarado la interaccién de los adyuvantes de aluminio con las células
presentadoras de antigeno y las células inflamatorias, ambas constituyen puntos criticos en la
inducciéon y formacion de la respuesta inmune. Los posibles mecanismos por los que los
adyuvantes de aluminio refuerzan la respuesta inmune han sido objeto de diferentes revisiones
(62-64). La incorporacion de adyuvantes de aluminio en formulaciones vacunales incrementa la
concentracion y avidez de antigenos-anticuerpos especificos (65). El nivel de inmunidad que es
obtenido por vacunacién varia marcadamente entre individuos debido al polimorfismo
determinado genéticamente en moléculas que juegan su papel en la respuesta inmune, variacion
estocastica en el repertorio de antigenos-receptores especificos y factores no genéticos como la
edad, estatus nutricional e influencias ambientales.

La dosis usual de aluminio permitida en vacunas para humanos en Estados Unidos 0.85 mg de
aluminio por dosis y el rango establecido en vacunas licenciadas oscila entre 0,85 - 1,25 mg, de
aluminio por dosis (55). Actualmente los adyuvantes constituyen una fuente insignificante de
aluminio, por lo que carecen de interés toxicoldgico, siendo inofensivos en su mayoria (66).
Recientemente se ha estimado que la concentracion de aluminio en sangre derivada de vacunas
administradas a nifios durante el primer afio de vida se mantiene por debajo del minimo nivel de

riesgo establecido por la Agencia para el registro de sustancias toxicas y enfermedades (67).
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2.8.2. Mecanismos de accion de los adyuvantes de aluminio

A pesar de que las sales de aluminio se han usado como adyuvantes durante mas de 80 afos, su
mecanismo de accién sigue siendo un misterio. La evaluacion de los sitios de inyeccion en
modelos preclinicos inicialmente sugerian que la adsorcion a hidroxido de aluminio (alimina)
incrementa la persistencia del antigeno, a este proceso se llamo efecto "deposito”; sin embargo,
en los dltimos veinte afios el efecto depdsito producido por la alimina ha sido desafiado por
varios estudios que reportaron estabilidades muy similares de antigeno formulados en el
presencia y ausencia de aluminio (64;68-71).

La adsorcion se considera un factor importante para el efecto inmuno-estimulador de los
adyuvantes de aluminio (72). La naturaleza particulada de los antigenos adsorbidos facilita la
captacion por las células presentadoras de antigenos mediante fagocitosis (69;70). Los antigenos
adsorbidos son liberados muy lentamente del sitio de inyeccion (71), también se conoce que los
adyuvantes de aluminio pueden estimular la respuesta inmune de antigenos no adsorbidos
(73;74).

Otros datos acumulados han demostrado la actividad inmuno-estimulatoria de las sales de
aluminio. Es bien conocido que la administracion de sales de aluminio induce reclutamiento
celular en el sitio inyeccion (66;75-77). La retencion de antigenos en el sitio de inyeccion
permite que un mayor tiempo de interaccion entre las células inflamatorias y las células
presentadoras de antigenos acumuladas en el sitio de aplicacion con los antigenos vacunales (78).
Mas recientemente, fue descrito que el aluminio activa monocitos y macr6fagos humanos in vitro
(79).

También se ha sefialado que la absorcion de alimina aumenta la captacién del antigeno por las
células dendriticas in vitro, en un proceso dependiente del tamafio de los agregados aluminio-
antigeno (70;80). En otros estudios con células dendriticas derivadas de la médula désea de raton
se ha demostrado que los adyuvantes de aluminio tienen un efecto directo sobre estas células.
Estos adyuvantes incrementan la captacion, la presentacion y activacion de antigenos especificos
de células T (70;80;81) e inducen la secrecion de IL-1p y IL-18 por las células dendriticas
(81;82). Los adyuvantes de aluminio también estimulan la secrecion de IL-1a por las células
dendriticas en la caspasa-1 de manera dependiente (83). La IL-1a y la IL-1B se unen al mismo
receptor IL-1 receptor y tienen funciones que se solapan. Por lo tanto la secrecion de IL-1a es

parcialmente dependiente de la fagocitosis y del NLRP3 lo que sugiere que una ruta diferente
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esta involucrada en la secrecion de esta citocina (83). Otro posible mecanismo de activacion de
células dendriticas por los adyuvantes de aluminio es por union a lipidos de la membrana
plasmética (84). Se ha descrito ademas que la alimina tiene un efecto sinérgico con los
agonistas TLR in vitro al estimular la produccion de IL-1p de células mononucleares de sangre
periférica (PBMC) humano (82). En un articulo escrito por Franchi y Nufiéz en la Revista
Europea de Inmunologia (85) y en otro escrito por Eisenbarth et al. (75) se aclara el mecanismo
molecular del alumbre y un agonista de TLR y su inter-relacion con los macrofagos de raton.
Ambos grupos mostraron que el alumbre activa el receptor proteico citoplasmatico NOD, que
contiene el dominio 3 piridina (también conocido como Nalp3) de la proteina llamado

inflamasoma (78;86).

2.9 Elementos previos a la administracion en humanos

Las conclusiones de estudios médicos relevantes y literatura inmunoldgica con vacunas y
adyuvantes, demostraron que la seguridad absoluta de estas sustancias no esta totalmente
garantizada. La toxicidad de los adyuvantes puede describirse en parte por la estimulacion de
varios mecanismos de activacion de la respuesta inmune, por ello se debe lograr un maximo de
estimulacidn del sistema inmune con la menor cantidad de efectos adversos. Segun Scheibner en
el 2001 (87), la seguridad y adyuvanticidad deben ser equilibrados para conseguir el estimulo
inmune méaximo con los efectos adversos minimos. Por todo lo antes expuesto existen pasos
previos a seguir durante el desarrollo de un nuevo producto previamente a su evaluacion en
ensayos clinicos donde el papel mas importante le pertenece a los estudios preclinicos, en
particular los toxicolégicos, los que avalan y demuestran la seguridad de estos nuevos

medicamentos.

2.10 Estudios Toxicologicos Preclinicos

Los estudios toxicoldgicos en animales constituyen una de las fuentes principales de informacion
para estudiar la toxicidad de diferentes compuestos, ya que se pueden evaluar con facilidad,
incluso los efectos menos evidentes de la exposicion aguda y cronica, ademas de que la
capacidad de conducir las condiciones experimentales permite la evaluacion de muchas variables
en respuesta a sustancias tdxicas. Los resultados de estos estudios constituyen elementos
predictivos de los efectos de toxicidad en humanos y poblaciones susceptibles, e indicativos de
eventos adversos, lo que los hace ser imprescindibles y muy importantes para establecer la

seguridad de los nuevos medicamentos. No obstante, las limitaciones de los mismos se
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concentran en dos vertientes: 1) las debidas a la incertidumbre en extrapolar de animales a
humanos y 2) extrapolar datos obtenidos con dosis altas en animales a la toxicidad esperada por
la administracién de dosis terapéuticas mucho menores en humanos.

Debido a la creciente necesidad de armonizar las técnicas y requisitos a seguir para la realizacion
de estos estudios La Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econémico (OECD,
siglas en inglés) (88;89) y la European Medicines Agency (EMA, siglas en inglés) (16;17;90)
definieron los procedimientos a seguir para la evaluacion de vacunas, medicamentos y producto
quimicos. El tipo y disefio de estos estudios estard en dependencia de las caracteristicas y la
indicacion clinica a la cual va destinado cada producto.Para ello es necesario realizar un analisis
previo de los estudios requeridos caso a caso, antes de ser realizados, teniendo en cuenta el
esquema de vacunacién, los componentes del producto y el grupo etario al que se dirige, entre
otros elementos. Con el objetivo de garantizar la adecuada conduccién e interpretacion de los
estudios toxicologicos las Conferencias de Armonizacion han definido criterios para ser
considerados en el disefio de los diferentes estudios toxicoldgicos, en la Tabla 1 se resumen los

aspectos descritos para realizar la evaluacion de vacunas monovalentes y combinadas.

Tabla 1. Elementos regulatorios descritos para la evaluacion de vacunas.

Agencia Regulaciones Planteamiento
- WHO qguidelines on Non-clinical - identificar y caracterizar los efectos
OMS Evaluation of Vaccines. | tdxicos potenciales de la vacuna
WHO/BS/03.1969 .
- permitir establecer un margen de
. o seguridad apropiado para Su uso en
- Notes for Guidance on Preclinical | pmanos.
Pharmacological and Toxicological
Testing of Vaccines. - una especie animal relevante es
CPMP/SWP/465/95 suficiente
- Non-clinical safety studies for the | ~ el NUMETo de dosis admlnlstlradas
performance of human clinical trials | d€Pe ser igual o exceder el nimero
[CH/EMA| for Pharmaceuticals. propuesto en humanos
CPMP/ICH/286/95 - la ruta de administracion debe ser
) . igual o correspondiente a la que se
- Note for Gyldance on Preclinical | \sardenla clinica
safety evaluation of Biotechnology-
Derived Pharmaceuticals. - es aceptable un estudio con escalado
CPMP/ICH/302/95 de dosis
- generar informacion util que
describa la relacion dosis efecto
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- la duracién esta relacionada con la
frecuencia, indicacion clinica

- estudios de dos semanas son
apropiados

2.10.1 Estudios de toxicidad aguda

Los ensayos de Toxicidad aguda tiene como objetivos definir la toxicidad intrinseca de la
sustancia, predecir el peligro para sub-poblaciones diana 6 no, determinar la poblacion/edad/sexo
mas susceptibles, identificar 6rganos diana, proveer informacion para la evaluacion de riesgo a la
exposicion aguda a la sustancia y para el disefio y seleccion de niveles de dosis para estudios
prolongados, asi como suministrar informacion valiosa a los estudios clinicos, ya sea para
predecir, diagnosticar y prescribir el tratamiento por sobre-exposicion aguda a estas sustancias
(92).

2.10.2 Estudios de tolerancia local

Los estudios de tolerancia local centran su atencién en los cambios inducidos luego de la
administracion de medicamentos detectados a través de la evaluacion macroscopica Yy
microscopica del sitio de aplicacion para comprobar si tanto los principios activos como los
excipientes son tolerados en aquellos sitios del organismo en que puedan estar en contacto con el
medicamento durante el periodo de aplicacion en humanos, ya sea de manera accidental o
propuesta como régimen de tratamiento. El disefio planteado en cada esquema debe distinguir
entre los efectos trauméaticos como consecuencia de la administracion y aquellos que se deriven
del producto de prueba (efectos toxicolégicos o farmacodinamicos). En estos ensayos la
frecuencia, duracion y via de la administracion estaran en consonancia con el esquema propuesto
en la terapéutica en humanos, no obstante el periodo de administracién no debe exceder las
cuatro semanas. La mayoria de estos ensayos son cualitativos, en ellos se emplea una técnica de
inyeccion perfectamente definida y se valora ademas el aspecto macro y microscopico de la
lesion tisular (91;92).

2.10.3 Estudios de toxicidad a dosis repetidas

Los estudios de evaluacion de la toxicidad a dosis repetidas tienen como objetivos determinar los
efectos adversos del producto de prueba a dosis suficientemente bajas que permitan la
supervivencia de la mayoria de los animales, como contraposicion a las dosis tdxicas agudas,

registrar efectos adversos posibles como consecuencia de un periodo mas largo de exposicion
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que el empleado en los estudios agudos, determinar la dosis respuesta para efectos adversos a
partir de administraciones repetidas e identificar el nivel de efectos adversos no observable
(NOAEL, siglas en inglés), identificar 6rganos diana y cualquier efecto adverso potencial a la
sensibilizacion, proveer informacion inicial para la evaluacion de riesgo comparativa y establecer

los puntos limites especializados para el disefio de estudios a largo plazo (91;93).

2.10.4 Estudios de la funcion reproductiva

Los estudios de la funcién reproductiva segun los requisitos para las solicitudes de inscripcion,
renovacion y modificacion en el registro de medicamentos de uso humano emitida por el
CECMED (octubre 2000) (94), estos estudios se hacen necesarios en el caso de vacunas que se
pretendan administrar a embarazadas, lo cual no es caso de este producto, que va dirigido a
lactantes, los cuales, por lo tanto no estan dentro del grupo correspondiente a edad reproductiva.
Por otro lado, es importante sefialar que ninguno de los componentes de esta vacuna (PRP y
anatoxina tetanica) son componentes vivos por lo que carecen de posibilidades de causar efectos

sobre la reproduccion

2.10.5 Estudios de carcinogenicidad y mutagenicidad

Los estudios de carcinogenicidad y mutagenicidad se recomiendan cuando la obtencion del
producto no es a partir de lineas celulares continuas sino que es un fragmento del polisacarido
capsular del germen Haemophilus influenzae tipo b polirribosilribitolfosfato (PRP) obtenido por
sintesis quimica y después conjugado covalentemente a 20.8-31.25 pg de anatoxina tetanica.
Esto justifica que esta vacuna, no posea la potencialidad de integracion al DNA hospedero. Sus
componentes tampoco presentan homologia con el genoma humano, lo que confirma su bajo
potencial mutagénico. Su estructura quimica y mecanismo de accién no tienen semejanzas con
productos conocidos cancerigenos. El esquema de aplicacion clinica propuesto para este
producto es solamente una administracion a los 2, 4 y 6 meses, lo cual implica una exposicion
minima a este producto. Este tipo de estudio se realiza a sustancias que se administren

regularmente por un periodo de 6 meses 0 mas.

2.10.6 Estudios de neurotoxicidad

Los estudios neurotoxicos se realizan teniendo en cuenta la naturaleza de los componentes de
Quimi-Hib y la evaluacion farmacoldgica realizada a este producto, no se considera a esta
vacuna como un producto con potencialidad de afectar el sistema nervioso, lo cual constituye la

primera causa para realizar estudios mas especificos en este sentido. Segun las regulaciones
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dictadas por OECD vy EPA al respecto, los datos aportados por estudios agudos y a dosis
repetidas, son la base para la realizacion de posteriores estudios especificos relativos al efecto de
una sustancia sobre el sistema nervioso. En los estudios realizados no se reportaron hallazgos
que indicaran la necesidad de estudios neurotoxicologicos, toda vez que los animales
mantuvieron adecuada actividad somatomotora y su respuesta ante estimulos fue normal, acorde
a la caracteristica de animales sanos de su especie. No se presentaron alteraciones en la marcha,
ni tremor, convulsiones, ataxia ni cambios histopatologicos que sugirieran la necesidad de
estudios especificos de este tipo. Otro aspecto que nos indica la no necesidad de ejecucién de
estudios neurotoxicoldgicos es la concentracion de tiomersal empleada (25 pg por dosis) la que

no excede la recomendada para farmacos de uso pediatrico.

2.10.7 Estudios de inmunotoxicidad

En los estudios inmunotoxicoldgicos han ocurrido avances acelerados durante los ultimos 20
afios con respecto a la deteccion de inmunotoxicidad (75;95-98). Las formas principales de
inmunotoxicidad son inmunosupresion e hiperactividad del sistema inmune. La inmunosupresion
resulta en la reduccion de la resistencia animal ante infecciones y el incremento de la
susceptibilidad a la formacion de tumores. La hiperactividad de sistema inmune puede resultar en
enfermedades autoinmunes e incrementar la sensibilidad a enfermedades alérgicas. La
determinacion de los mecanismos asociados con estas enfermedades puede ser extremadamente
compleja porque estos pueden verse afectados por un gran numero de factores bioquimicos,
celulares vy fisioldgicos que pueden afectar las interacciones celulares necesarias para efectuar la
defensa inmunoldgica. La deteccion de cambios potenciales inmunoldgicos es menos compleja y
existen estudios que pueden proporcionar datos acerca de estos (97).

Los procedimientos para evaluar los efectos sobre el sistema inmune se dividen en dos
categorias: Tipo I, estos son ensayos que no requieren que los animales sean tratados con un
agente que constituya un reto inmunologico. Los ensayos Tipo Il requieren de este reto con un
agente que puede ser un antigeno, una vacuna, un agente infeccioso o células tumorales.

Estas evaluaciones pueden ser realizadas en roedores y los del tipo | pueden formar parte de los

estudios de dosis repetidas, pues no se requiere de la manipulacion de los animales.
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3. MATERIALES Y METODOS GENERALES

3.1. Diseiio experimental de la tesis

Para el cumplimiento de los objetivos especificos en este trabajo de tesis se desarrollaron
diferentes esquemas experimentales que permiten evaluar la Inmunogenicidad (Capitulo 4) y
Seguridad preclinica (Capitulo 5), cada uno de estos capitulos contiene materiales y métodos,
resultados, resumen de resultados y discusion, cada uno de estos a su vez, estan divididos por
acépites que responden a cada vacuna por separado (Tabla 2).

Los estudios para la determinacion de inmunogenicidad y potencia de los componentes D, T, P y
HB se realizaron segun se establece en la Serie de reportes técnicos de la OMS (99) y las
Farmacopeas USP y BP, segln el tipo de determinacion y la calidad del producto a evaluar,
teniendo en cuenta para ello aspectos relevantes como modelo animal, disefio e interpretacion de
los resultados. En todos los casos se sigui6é el cumplimiento de las Buenas Practicas y el uso
ético en los animales de laboratorio, en cuanto a manipulacion, condiciones ambientales,
alimentacion y uso apropiado de las instalaciones, por personal capacitado y motivado a sus
efectos.

Los ensayos toxicoldgicos preclinicos realizados fueron realizados bajo el cumplimiento estricto
de las Buenas Practicas de Laboratorio y Buenas Préacticas Preclinicas (99-103), asi como las
concernientes a seguridad bioldgica de las instalaciones en que se realizaron los estudios

En los disefios realizados se siguieron criterios referidos en las guias internacionales ICH/EMA
(International Conference on Harmonization/European Agency for the Evaluation of Medicinal
Products referidas a vacunas, CPMP/SWP/465/95) (17) como la CPMP/SWP/1042/99 (104)
referida a estudios de toxicidad a dosis repetidas y para la evaluacion toxicologica con vistas a
lograr la aprobacion del estudio clinico, CPMP/ICH/286/95 (90), dictadas para cada tipo de
vacuna ya sean monovalentes 6 combinadas, asi como de aquellas dictadas para quimicos en
particular y para cada tipo de estudio realizado.

Los animales empleados en los estudios fueron aleatorizados siguiendo una lista generada por el
Programa Marsman FR (RIVM, Bilthoven, The Netherlands), version 94-1. Estos fueron
observados diariamente a fin de registrar cualquier variacion en el comportamiento o signo de
toxicidad, cambios en la piel y en el pelo, en los 0jos y membranas mucosas, en los sistemas
respiratorio, circulatorio, nervioso central y autbnomo, asi como la actividad somatomotora. Se

realizo pesaje corporal con una frecuencia semanal.
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Tabla 2. Disefio Experimental de la Tesis

Capitulo Acapite Objetivo a demostrar Evaluaciones
Determinar la respuesta | -Determinacion de titulos de
inmunoldgica inducida | anticuerpos contra Hib en

Quimi-Hib [ por el  componente | conejos F1 (Semi-Gigante
antigénico conjugado | blanco por Nueva Zelanda).
Hib-TT
Demostrar que la union | -Inmunogenicidad contra Hib
. . de Quimi-Hib | en conejos F1 (Semi-Gigante
Inmunogenicidad
concentrada con | blanco por Nueva Zelanda).
TRIVAC-HB+ | TRIVAC-HB no | -lnmunogenicidad y potencia
Quimi-Hib | interfiere en la respuesta | del componente HB.
concentrada | biologica de los cinco | -Potencia de los componentes
antigenos que conforman | D,Py T.
la formulacién
pentavalente
-Peso corporal
L -Consumo de alimentos
Evaluacion de la : o
- -Observaciones clinicas
Toxicidad aguda . L
-Observaciones macroscopicas
-Evaluacién histopatoldgica
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4. INMUNOGENICIDAD

4.1 Materiales y métodos

4.1.1 Determinacion de los titulos de anticuerpos contra Hib

4.1.1.1 Sustancia de ensayo

La vacuna Hib adyuvada se presenta en un vial 2R correspondiente a la presentacion en
monodosis. En cada dosis de 0.5 mL existe 10 pg del antigeno Hib, se probaron dosis de 5y 10
Hg. También se usd otras preparaciones de vacunas monovalentes de Hib adsorbido a fosfato de
aluminio donde se variaron las cantidades desde 2 pg hasta 20 pg de Hib. Todos estos ensayos
fueron realizados de forma paralela con una vacuna comercial Vaxem Hib, Chiron S.p.a, lote
3204.

4.1.1.2. Animales de experimentacion

Para realizar este estudio se utilizaron 5 conejos F1 (Nueva Zelanda x Semi-Gigante Blanco),
sexo hembra con peso corporal > de 1.8 kg por concentracion, por cada variante de vacuna
estudiada. El experimento se realizd en el area de animales en condiciones convencionales
teniendo en cuenta el estado zootécnico de los animales.

4.1.1.3. Disefio Experimental

Se comparé el resultado de los titulos de anticuerpos anti-Hib en los diferentes grupos de
tratamiento o experimentales, en la vacuna Hib adyuvada y sin adyuvar.

Se inmunizaron los animales a tiempo 0 y a los 14 dias, por via subcutanea. La extraccion se
realiz6 21 dias después de la primera dosis

Se realiz6 mediante un sistema ELISA especifico para la evaluacion de la respuesta anti-Hib y el
mismo consiste en recubrir la placa con 1ug de un oligosacarido de origen natural (Hib-O)
suministrado por el NIBSC de Londres, con la posterior adicién de las muestras en estudios y
controles del ensayo. Un conjugado anti-ratén o anti-conejo peroxidasa (segln la especie en
estudio) fue afiadido. La presencia de anticuerpos en el sistema se realiz6 mediante el uso de
ortofenilendiamina como cromdgeno de la reaccion y H,O, como sustrato. A la aparicion de la
coloracion amarilla—naranja indica la presencia de anticuerpos en la muestra.

Para declarar muestras positivas de anticuerpos anti-Hib se empleo como valor de corte la media
de los controles negativos mas 2DS, toda muestra que su densidad Optica sea igual o superior al

valor de corte de la placa es positiva de anticuerpos.
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4.1.2 Evaluaciones de inmunogenicidad y potencia de los antigenos de D, P, T, HB y HIB-
TT. Ingredientes activos de la vacuna pentavalente TRIVAC-HB + Quimi-Hib concentrada

4.1.2.1 Sustancia de ensayo
La vacuna pentavalente TRIVAC-HB + Quimi-Hib se conforma por la mezcla de dos

formulaciones que se unen en el momento de su uso, ver Figura 1.

Figura 1. Presentacion de las vacunas independientes que conforman la vacuna pentavalente
TRIVAC-HB + Quimi-Hib concentrada.

A partir de este procedimiento fue conformado un lote de vacuna pentavalente 4+1 6 TRIVAC-
HB + Quimi-Hib concentrada (el cual esta constituido por el lote de TRIVAC HB 4T0201 y un
lote de Hib concentrado a 0,35 mL EH2009, donde los componentes por separado o sea los que
dan lugar al lote de vacuna pentavalente fueron utilizados como controles en los ensayos
realizados.

4.1.2.2. Diseiio Experimental

a) Estudio de inmunogenicidad del componente Hib-TT

El objetivo del estudio fue comparar el comportamiento del porciento de seroconversién y titulos
de anticuerpos anti-Hib en los diferentes grupos de tratamiento o experimentales, en la vacuna
pentavalente con respecto al lote de Quimi-Hib como vacuna monovalente que le dio origen al
lote de pentavalente 4+1, el lote de referencia de la vacuna de Hib y el placebo. La respuesta de
anticuerpos fue evaluada segun el procedimiento descrito en el acapite 3.1.1.1.3.

b) Determinacion de titulos de anticuerpos contra HB en ratones de la linea Balb/c

El objetivo del estudio fue comparar el resultado de la potencia e inmunogenicidad del
componente HB en la vacuna pentavalente con respecto al lote de TRIVAC-HB que le dio
origen.

Para realizar el estudio se utilizaron ratones Balb/c, sexo hembra, de 5 a 6 semanas de edad y
peso corporal de 16- 18g amparados por certificado sanitario y genético, procedentes del
CENPALAB, con los cuales se conformaron cuatro grupos experimentales, administrados con
vacuna pentavalente 4 + 1, vacuna de TRIVAC-HB, el lote de referencia de la vacuna de HB y el

Placebo.
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Los ratones fueron inmunizados con diferentes dosis de las vacunas (1,25, 0,312, 0,078, 0,039,
0,09 pg) por via intraperitoneal con dosis Unica y los animales fueron desangrados a los 28 dias.
Para el célculo de la potencia se utilizd el ensayo de lineas paralelas de pendiente comdn,
aplicando método Probit para el célculo de la dosis efectiva 50.

¢) Potencia de los componentes D, Py T

Estos ensayos se realizan para determinar el grado de proteccion que confiere la vacuna,
expresada en Ul de antitoxina diftérica, tetanica y contra pertussis presentes en el suero de los
animales que han recibido los estimulos antigénicos correspondientes con la vacuna que se
ensaya.

Potencia de las anatoxinas diftérica vy tetianica: El procedimiento se basa en la capacidad de

neutralizacion que tiene la antitoxina diftérica y tetanica presente en el suero de los animales
previamente inmunizados con la vacuna de estudio frente a una toxina de referencia, segun
metodologia descrita en la Farmacopea Britanica. Para la Anatoxina diftérica se utilizan curieles
albinos de 500 - 700 g, con una diferencia menor a 50 gramos y como criterio de aceptacion se
debe obtener como minimo 2 Ul/ mL de antitoxina diftérica. Para la Anatoxina tetanica se
utilizan curieles de la linea Hartley de 250 a 350 g de peso (inmunizacién inicial) y ratones del
mismo sexo de 16 a 18 g de peso (para la titulacion de la antitoxina tetanica), como criterio de
aceptacion se debe obtener como minimo 2 Ul/ mL de la antitoxina.

Potencia de la Bordetella pertussis: Este ensayo de potencia se basa en la capacidad de la

vacuna en ensayo de proteger ratones previamente inmunizados, los cuales son desafiados
intracerebralmente con la cepa de reto de Bordetella pertussis 18323, utilizada
internacionalmente para estos fines y que se caracteriza por su alta virulencia. Se utilizaron
ratones albinos OF-1 de 10 -18g de peso, preferiblemente deben ser del mismo sexo; no deben
diferir en peso en mas de 4 g. Para el criterio de aceptacion se considera satisfactoria la prueba si
la potencia es > 4 Ul/dosis. Para realizar este ensayo se sigue la metodologia descrita en la

Farmacopea Britanica.
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4.2 Resultados

4.2.1 Determinacion de los titulos de anticuerpos contra Hib

La respuesta inmunoldgica que induce el antigeno Hib adsorbido al adyuvante fosfato de
aluminio supera varias veces la respuesta del antigeno sin adyuvar y esta es dependiente de la
cantidad de antigeno adsorbido, Figura 2. En los resultados obtenidos se observo una fuerte
respuesta de anticuerpos para los dos lotes de vacuna en estudio y en ambos casos hubo un 100%
de seroconversién en ensayos independientes, Tabla 3.

Tabla 3. Niveles de seroconversion por lote y dosis evaluada

. % seroconversion

Lote Dosis (ng) extraccion 21 dias
5 100
EH1006E 10 100
Vaxem Hib 10 100
EH1007E 5 100

Los resultados presentados anteriormente evidencian un importante incremento en los niveles de
respuesta inmune humoral del antigeno Hib cuando es adyuvado a fosfato de aluminio, solo o en
presencia de otros antigenos. Ademas existe una relacion entre la magnitud de la respuesta y la
cantidad de antigeno adsorbido.

En los lotes evaluados se observd respuesta de anticuerpos anti-Haemophilus, la presentacion
liquida por si sola, es capaz de estimular el sistema inmunolégico de los animales para producir
una adecuada respuesta de anticuerpos, donde el porciento de seroconversion es igual o mayor al
50%, Tabla 4, Figura 3.

Tabla 4. Seroconversion de diferentes lotes de vacuna para la dosis de 10 ug

Lotes % de seroconversion
EH1016E 100
EH1017E 87.5
EH1019E 50
EH2001E 100
EH2002E 100
EH2003E 100

En las muestras vacunales ensayadas sero-convirtieron el 100% de los animales por lo que se
cumple con la especificacion establecida. Se obtuvo igual porciento de seroconversion para los

lotes en estudio y la vacuna comercial con las diferentes dosis ensayadas, Tabla 5, Figura 4.
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Figura 2. Titulos de anticuerpos anti-Hib expresados como el inverso de la dilucion.Hib-01-
1103: Lote de vacuna de referencia sin adsorber (10 pg). Las barras representan las vacunas
con el antigeno Hib adyuvado en fosfato de aluminio a diferentes concentraciones, cantidad
de antigeno adsorbido (2, 5, 8, 10 y 20 ug respectivamente). Prueba de Kruskal-Wallis
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Tabla 5. Resultados del % de seroconversion de la vacuna con adyuvante a diferentes dosis
comparada con la vacuna comercial

% de seroconversion
Lotes
Spg 10 png
EH1006-E 100% 100%
Vaxem-Hib (CHIRON)| 100% 100%
EH1007-E --- 100%
Vaxem-Hib --- 100%

Otro aspecto fue la demostracidn de los titulos de anticuerpos IgG anti-Hib en conejos respecto a
la vacuna comercial como se muestra en Tabla 6, lo cual demostré que la vacuna Quimi-Hib
induce titulos de anticuerpos comparables a los inducidos por la vacuna comercial Vaxem Hib,

lo que permitio la evaluacion farmacoldgica que caracteriza la respuesta inmune de la vacuna

Quimi-Hib®, en los diferentes ensayos realizados en animales.

Tabla 6. Titulos anti-Hib de tipo 1gG inducidos en el conejo

Grupos de Media de los Ln DS Limite inferior MGT Limite superior
estudio (titulo) (In) MGT MGT
Quimi-Hib 4.6 0.7 43.4 96.5 214.7
CONTROL+ 4.6 0.0 100.2 100.2 100.2
CONTROL- 2.9 0.3 11.7 17.5 26.1

4.2.2 Evaluaciones de inmunogenicidad y potencia de los antigenos de D, P, T, HB y HIB-
TT. Ingredientes activos de la vacuna pentavalente TRIVAC-HB + Quimi-Hib concentrada

Como puede observarse en la Tabla 7, ambos lotes pasan el ensayo de inmunogenicidad de Hib,
pues en ambos se logra que mas del 50% de los animales inmunizados sero-conviertan, en el
caso del componente Hib presente en la vacuna pentavalente se logra que todos los animales
respondan ante el estimulo antigénico, este resultado es superior al logrado con el componente
Hib de la vacuna monovalente, por lo que la mezcla de TRIVAC-HB y la vacuna de Hib
concentrada no afecta en nada la respuesta de este componente en la vacuna pentavalente.

Tabla 7. Resultados del porciento de seroconversion para el componente Hib

Lotes % de seroconversion
Pentavalente TRIVAC-HB+ Quimi-Hib concentrada 100
EH2009E (Control) 60
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En el caso de los resultados de la media geométrica de los titulos anti-Hib como puede
observarse en la Tabla 8, se evidencia una mejor respuesta del componente Hib en la vacuna
pentavalente respecto al lote de la vacuna monovalente de Hib (EH2009E), este valor esta en
correspondencia con el resultado obtenido en el porciento de seroconversién de los animales.

Tabla 8. Titulos de anticuerpos anti-Hib obtenidos en conejos

Lotes Titulos de anticuerpos
Pentavalente TRIVAC-HB+ Quimi-Hib concentrada 562
EH2009E (Control) 437

Los resultados de la potencia del componente de HB, pueden observarse en la Tabla 9. Es
importante sefialar que para que un lote se considere aprobado por este ensayo el mismo debe dar
una respuesta de potencia relativa igual o superior a 0,5. En ambos lotes los resultados estuvieron
por encima de lo exigido para este ensayo y fueron muy similares.

Tabla 9. Resultados del ensayo de potencia para HB

Lotes Potencia Relativa
Pentavalente TRIVAC-HB+ Quimi-Hib concentrada 4T0201+ EH2009E 0.78
470201 0.86

Referente a los titulos anti-HB obtenidos en ratones se puede observar en la Tabla 10 un
comportamiento en el cual los titulos para ambas vacunas combinadas son superiores a los
obtenidos en el lote de referencia, este fendmeno de la potenciacion de la respuesta contra HB
puede estar fundamentado por la presencia de otros antigenos en la formulacién, observe como
este fendmeno no se expresa en el lote de referencia donde solo esta presente el antigeno de
superficie del virus de la HB. Los resultados obtenidos en las vacunas tetra y pentavalente son
superiores al lote de vacuna HB monovalente, ademas se evidencia una mejor respuesta para el
componente HB en el lote de vacuna tetravalente que en el de pentavalente, este valor pudiera
estar influenciado por la presencia del componente Hib en las formulaciones combinadas.

Tabla 10. Titulos de anticuerpos anti-HB

Lotes Titulo de anti-HB (UI/mL)
07-0902 referencia 20
470101 80
Pentavalente TRIVAC-HB+ Quimi-Hib concentrada 40

Los resultados de las potencias de D, P y T obtenidos para el lote de pentavalente se pueden

observar en la Tabla 11. Se considera que los resultados de las potencias de los componentes de
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D, Py T pasan la prueba si cumplen con: Anatoxinas diftérica y tetanica: > 2.0 Ul/mL y
Bordetella pertussis: > 4.0 Ul/dosis

Tabla 11. Potencias de D, P y T en la vacuna pentavalente

Lote Difteria | Tétanos | Pertussis
(UI/mL) | (UI/mL) | (Ul/dosis)
Pentavalente TRIVAC-HB+ Quimi-Hib concentrada 2,0 11,0 9,6

Las potencias de los 3 componentes presentes en la vacuna pentavalente cumplieron con los
requerimientos establecidos para estos ensayos. Hay evidencia de que no se afectan estos
parametros durante la mezcla y aplicacion de la vacuna pentavalente, este elemento si bien es
necesario demostrarlo como hemos hecho, era de esperar, pues la Unica vacuna pentavalente
existente en el mercado donde se involucran estos antigenos y los de HB y PRP-T ha tenido

resultados satisfactorios.

RESUMEN: los titulos de anticuerpos que induce el antigeno Hib adsorbido al adyuvante
fosfato de aluminio supera en 6 veces la respuesta del antigeno sin adyuvar. El incremento de la
respuesta inmune humoral del antigeno Hib adyuvado con respecto al no adyuvado. Los
antigenos HB y Hib, que conforman la vacuna TRIVAC-HB + Quimi-Hib concentrada, fueron
capaces de inducir los titulos de anticuerpos esperados.

La determinacion de la potencia de los antigenos D, P, T y HB, cumplieron con las
especificaciones establecidas para este tipo de ensayo ya que los resultados obtenidos mostraron
que los valores de potencia obtenidos se encontraban por encima de los limites establecidos para
estos antigenos. La respuesta inmunolédgica humoral que generan los antigenos D, P, T y HB,
dentro de la nueva formulacién pentavalente, mantienen el mismo comportamiento que el
observado en la vacuna tetravalente TRIVAC-HB, ademas demuestran que la incorporacion de
Hib como nuevo antigeno no interfiere en la respuesta inmune humoral de estos antigenos antes
mencionados. En su conjunto, los resultados mostrados indican que no existe interferencia en la
respuesta de anticuerpos de los 5 antigenos presentes en la formulacién pentavalente y que cada
uno de ellos tienen un comportamiento similar a la respuesta de las unidades de vacunas
monovalentes o las combinaciones intermedias, como bivalente, trivalente y tetravalente,
demostrandose que: los antigenos D, P, T y HB son capaces de inducir una respuesta de
anticuerpos similar a la previamente observada en la vacuna TRIVAC-HB, sin que la

incorporacion del nuevo antigeno Hib interfiera en la misma.
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4.3 Discusion

Los resultados presentados anteriormente evidencian un importante incremento en los niveles de
anticuerpos del antigeno Hib cuando es adyuvado a fosfato de aluminio, solo o en presencia de
otros antigenos. La respuesta de anticuerpos del antigeno Hib se incrementa significativamente
cuando esta adyuvado a fosfato de aluminio en comparacion con el no adyuvado. Existe una
relacion entre la magnitud de la respuesta y la cantidad de antigeno adsorbida, a diferencia de lo
descrito Mawas en el afio 2005, en un estudio desarrollado empleando la rata como modelo
animal en el que demostrd la reduccion en la respuesta anti-PRP como consecuencia de la
interferencia del toxoide tetanico (105), lo que constituye un dato a favor de nuestro candidato
vacunal. Esta interferencia es de particular interés ya que TT esta también presente en la vacuna
como portador de la proteina conjugada al polisacarido capsular. Otros experimentos realizados
por este mismo autor en ratas con Hib sin adyuvar han evidenciado reducciones de 5 a 11 veces
los niveles de anticuerpos anti-PRP cuando son absorbidos a hidréxido de aluminio como
adyuvante (105). Entre las proteinas que actualmente se usan como portadoras para vacunas anti
Hib son la proteina de membrana de la Neisseria meningitides, toxoide tetanico, toroide diftérico
y CRM197 (6). Los resultados obtenidos con la conjugacion a los dos primeros portadores antes
citados fue similar y entre estos el TT resulto ser el mas facilmente disponible. La primera y mas
importante diferencia fue encontrada en roedores. Estos experimentos iniciales demostraron que
el antigeno sintético conjugado con portadores adecuados (TT) era capaz de inducir anticuerpos
anti-Hib (6).

La vacuna Quimi-Hib sin adyuvar ha sido evaluada en la clinica con resultados satisfactorios,
donde los titulos de anticuerpos inducidos se encuentran dentro de los niveles requeridos para
brindar proteccién (106), lo que concuerda con los resultados encontrados en este estudio indican
que el antigeno Hib adyuvado induce una respuesta superior al no adyuvado, existe una alta
probabilidad de lograr una respuesta inmunoldgica humoral superior con esta nueva formulacion
de la vacuna Quimi-Hib, con un mayor nivel de proteccion a largo plazo.

El titulo de anticuerpos del antigeno Hib adsorbido a fosfato de aluminio junto con el antigeno de
HB fue varias veces superior que la del antigeno sin adsorber, aun en presencia de otro antigeno.
Estos resultados indican, que el antigeno de HB no interfiere en los niveles de respuesta
inmunoldgica humoral inducida por Hib. Los resultados de la potencia del componente de HB

estuvieron por encima de lo exigido para este ensayo y fueron muy similares a los obtenidos por

33



Discusion Inmunogenicidad

otros autores, a pesar de ser un ensayo con una elevada variabilidad provocada principalmente
por la utilizacion de sistemas biologicos (107;108). Este resultado es muy importante ya que el
antigeno de HB es uno de los més afectados en las formulaciones de vacunas combinadas tanto
por la naturaleza del adyuvante como por la presencia de otros antigenos en la formulacién los
cuales disminuyen la inmunogenicidad de este antigeno (109;110).

Las vacunas combinadas no son simples mezclas, sino nuevos productos. La eficacia de una
vacuna combinada de DPT-Hib ha sido evaluada en varios ensayos clinicos, donde se ha
evidenciado una respuesta inmune humoral para el componente Hib, similar o inclusive superior
a la obtenida cuando se administran las vacunas de DPT y Hib por separado (111). Las
combinaciones con DPTa, en algunos casos, disminuyen ligeramente la inmunogenicidad de sus
componentes aunque ellos no interfiere en su eficacia clinica (10). Este constituye el ejemplo
mas comunmente descrito de interferencia inmunoldgica en vacunas combinadas con DPT.
También se ha evidenciado una respuesta de Ac para el componente Hib, similar o inclusive
superior a la obtenida cuando se administran las vacunas de DPT y Hib por separado (112).

Es importante sefialar que en el mercado existen diferentes vacunas combinadas donde estan
presentes DPT y Hib ha demostrado que el componente Hib ha funcionado en presencia de estos
y otros antigenos, solo se ha notado en otros estudios clinicos de comparfiias foraneas un
decrecimiento en los titulos anti-Hib (113).

La vacuna Quimi-Hib® basada en el antigeno Hib obtenido por via sintética ha demostrado su
efectividad en la clinica donde se ha observado una respuesta inmunolégica de anticuepos
adecuada para la proteccién en humanos. En los estudios donde se combina la vacuna Hib, con la
tetravalente TRIVAC-HB® momentos antes del uso, para conformar una vacuna pentavalente
variante 4+1, también se encontraron resultados satisfactorios en cuanto a la inmunogenicidad,
en las evaluaciones clinicas (7), en contraposicién con lo descrito por la OMS que ha certificado
varias vacunas combinadas que contienen a Hib, incluyendo una vacuna pentavalente DPT-HB-
Hib de las cuales aun no existe suficiente evidencia de cuan efectiva es esta combinacion
pentavalente en relacion a las vacunas individuales (11).

Incluso la vacuna pentavalente existente de GSK la cual hacemos referencia en la introduccion
de este trabajo constituye una interferencia identificada en vacunas polivalentes y que no
coincide con nuestros resultados en los ensayos de inmunogenicidad de la combinacion

TRIVAC-HB+Quimi-Hib concentrada lo constituye la vacuna Infanrix™-hexa la cual es
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licenciada en Europa (114) pero aun no se ha registrado en Estados Unidos debido a los reportes
emitidos por las autoridades internacionales en los que se describe una reduccién en los titulos de
anticuerpos contra Hib en nifios inmunizados cuando el antigeno de Hib ha estado en presencia
del componente pertussis acelular (39;45;115). En correspondencia con estos datos clinicos, la
reduccién en la inmunogenicidad de Hib incluso ha sido demostrada en estudios preclinicos
empleando la rata como modelo animal (116). El uso de nuevos adyuvantes puede mejorar la
inmunogenicidad y la reduccion de la respuesta observada con Hib y HB en combinaciones con
DTPa (117).

Otros datos clinicos descritos por Dillon en el 2008, concuerdan con nuestros resultados al
describir que el Infarix hexa como vacunacion primaria y como dosis de refuerzo resulté ser
segura y altamente inmunogénica para todos sus componentes en nifios menores de dos afios de
edad, estos fueron generalmente similares a las vacunas disponibles actualmente: DPTa + HBV
6 Hib (13;118;119).

La demostracion de la inmunogenicidad del antigeno Hib-TT reforzé la posibilidad de formular
un candidato vacunal contra el Haemophilus influenzae tipo b. Lo que motivo su introduccion en
una formulacion pentavalente, capaz de inducir una respuesta inmunoldgica similar a la de cada
componente independiente, sin observar interferencias ni incompatibilidad entre los mismos.
Una vez obtenidas las formulaciones de dos candidatos vacunales, uno monovalente (Quimi-Hib)
y otro pentavalente (TRIVAC-HB+Quimi-Hib concentrada), resulté imprescindible emprender la

evaluacion de seguridad de ambos candidatos previamente a su aplicacion en ensayos clinicos.
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Seguridad preclinica

5. SEGURIDAD PRECLINICA

5.1 Materiales y métodos

5.1.1. Sustancia de ensayo

En las tablas 12 y 13 se resumen las caracteristicas de las vacunas empleadas, en las Figuras de

la I-VI111 del Anexo se muestran los informes de andlisis de cada lote.

Tabla 12. Caracteristicas y composicién de la vacuna Quimi-Hib, por dosis de 0.5 mL

Vacuna No de lote Composicion
PRP conjugado 10 ug
N Anatoxina tetanica 20.8-31.25 ug

QU Hrlle EH1023E Timerosal 0.05 mg/mL
Buffer fosfato csp. 0.25 mL
Una ampolleta:

Adyuvante | AmpFAL1001T | Fosfato de aluminio | 7.0272mg/mL
Timerosal 0.05 mg/mL
Timerosal 0.05 mg/mL

PEEHTE EH1001P Buffer fosfato csp. 0.25 mL

Tabla 13. Caracteristicas y composicion de la Vacuna pentavalente TRIVAC-HB + Quimi-Hib

concentrada
Vacuna Node Composicion
lote
Por dosis (0.5 mL)
Anatoxina diftérica 25 Lf
Anatoxina tetanica 10 Lf
Bordetella pertussis 16 U.O.
Ag de superficie ADN-r del VHB 10 pg
Trivac-HB 3T0101 | Gel de hidréxido de Aluminio (Al3+) 0.5mg
Tiomersal 0.025 mg
Cloruro de sodio 4.0 mg
Fosfato de sodio dibasico (anhidro) 0.28 mg
Fosfato de monobasico disodio dihidratado 0.31 mg
Agua para inyeccién csp 0.50 mL
Por dosis (0,25 mL)
EH2003E _Pr(i);irg:rossaillribitol fosfato + Anatoxina tetanica (PRP-AT) 3002315 -
Quimi-Hib EH2002E | ~) 1110 de sodio 0.975 mg
EH2009E Fosfato de sodio dibasico (anhidro) 0.28 mg
Fosfato de sodio monobasico dihidratado 0.31 mg
Placebo PO31 Por dosis (0.5 mL): Compuesto por los mismos componentes y cantidades
TRIVAC-HB de la vacuna TRIVAC-HB menos los antigenos de la misma
Placebo PH3001E Por dosis (0,25 mL): Compuesto por los mismos componentes y cantidades
Quimi- Hib de lavacuna Quimi-Hib menos el PRP-AT
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5.1.2. Animales de experimentacion

Se utilizaron ratas de la linea Sprague Dawley, de ambos sexos procedentes del Centro para la
Produccién de Animales de Laboratorio (CENPALAB, Cuba), con un peso de 80-100 g y
acompafiados de sus respectivos certificados de salud, ver figuras de la IX a la X1V del Anexo.
Estos fueron examinados clinicamente, pesados, alojados en cajas de makrolon con lecho de
viruta de madera (SOURALIT, Espafia) y mantenidos en observacion durante 7 dias en
condiciones ambientales controladas (temperatura entre 19 y 21°C, humedad relativa promedio
de 68 % y ciclos luz-oscuridad de 12 horas). El alimento (ALY co, CENPALAB) fue suministrado
diariamente a razén de 25 g por animal y el consumo diario fue cuantificado. El agua fue
suministrada a libre demanda.

5.1.3. Disefio experimental

Los estudios toxicologicos preclinicos en vacunas son complejos y requieren evaluaciones
especificas considerando las caracteristicas del candidato vacunal y su propdsito clinico, debajo
se citan aspectos novedosos considerados en el disefio experimental de cada estudio, teniendo en
cuenta los objetivos de estos, las particularidades de las formulaciones vacunales y el esquema
clinico propuesto, ver Tabla 14.
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Tabla 14. Elementos novedosos aplicados en cada disefio experimental

Tipo de estudio

Elementos novedosos

Toxicidad aguda

- Cantidad de animales por grupo

- Niveles de dosis empleados

- Evaluacion de vacunas independientes™

- Estudio histopatoldgicos de higado, bazo, ganglios mesentéricos,

timo y sitio de administracion

Toxicidad a dosis

repetidas

- Cantidad de animales por grupo

- Niveles de dosis empleados

- Frecuencia de administracion

- Evaluacion de vacunas independientes*

- Tiempos de sacrificios

- Parametros hematologicos y bioquimicos seleccionados
- Pesaje de 6rganos

- Inclusion de un grupo satélite

- Evaluacion morfométrica de las estructuras linfoides del bazo**

Tolerancia local

- Cantidad de animales por grupo y sexo

- Niveles de dosis empleados

- Inclusion de un grupo tratado con Solucidn salina

- Frecuencia de administracion

- Evaluacion de vacunas independientes™

- Tiempos de sacrificios

- Pardmetros hematoldgicos y bioquimicos seleccionados
- Medicion del peso corporal

- Medicion del consumo de alimentos

- Inclusion de un grupo satélite

- Estudio histopatologicos de higado, bazo, ganglios mesentéricos,

timo y sitio de administracion

Leyenda:

* punto considerado en los estudios realizados a la vacuna combinada, ** evaluacion realizada en el estudio de
Toxicidad a dosis repetidas de la vacuna pentavalente TRIVAC-HB+Quimi-Hib.
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Los disefios experimentales para los ensayos toxicoldgicos establecidos para la evaluacion de la
vacuna sintética Quimi-Hib y de la vacuna pentavalente TRIVAC-HB + Quimi-Hib concentrada
concibe la administracién de la sustancia de prueba por la via propuesta para uso clinico, en su
formulacién farmacéutica definitiva y el volumen méximo permisible por la especie animal por
la via elegida, siguiendo el esquema descrito en las Tablas 15 y 16.

Para el célculo de los niveles de dosis en animales con un valor medio de peso corporal entre 80-
100 g, se fijo 6 Kg. como promedio de un lactante de 8 semanas y la dosis terapéutica
recomendada para cada antigeno en los estudios clinicos previstos. La sustancia de ensayo se

aplico en el cuadriceps femoral de las extremidades posteriores (120).

Tabla 15. Disefios experimentales para la evaluacion de la Vacuna cubana sintética: Quimi-Hib

Frecuencia de
Estudio Grupo Dosis/ Tratamiento/ volumen aplicacion administracion/
sacrificio

(5 animales de cada sexo / grupo), 2 mL/Kg

' - Placebo Dosis Unica dia 1 del
Toxicidad aguda |l - 3 ug (15 veces la dosis terapéutica) estudio Sacrificio dia 15

I -6 g (30 veces la dosis terapéutica) del estudio

v - 9 g (45 veces la dosis terapéutica)

(6 animales de cada sexo / grupo), 1.5 mL/Kg.

| - No tratado Dos administraciones
I - Placebo semanales durante 14
Tolerancia local | ||] - 0.16 ng (dosis terapéutica) dlas_ .
. . Sacrificio a las 24 horas,
\V; - 1.6 pg (10 veces la dosis terapéutica) los dias 7, 14 y 28 del
Vv - 3.2 ug (20 veces la dosis terapéutica) estudio

V/satélite | -3.2 ug (20 veces la dosis terapéutica)

(5 animales de cada sexo / grupo), 1 mL/Kg.

| - Solucion salina al 0.9 % . .
Dosis repetidas una

Toxicidad a dosis | - Placebo inoculacién diaria hasta
OXlrcel :t‘ daas os1s " - 1 pg (10 veces la dosis terapéutica) completar 14.
l - . - Ve
P \V - 3 ug (20 veces la dosis terapéutica) Sacrlflao 15y dia 30 del
\Y - 4 ng (30 veces la dosis terapéutica) estudio

Vl/satélite | - 4 ng (30 veces la dosis terapéutica)
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Tabla 16. Disefios experimentales para la evaluacion de Vacuna Pentavalente TRIVAC-HB + Quimi-
HIB concentrada

Dosis de cada antigeno

Frecuencia de

E G Tratamiento administracion/
AD | AT BP |HBsAg| PRP-T sacrificio
L.H) | (L) | (U.0)| (ng) (ng)
(5 animales de cada sexo/grupo), volumen aplicacion: 2 mL/Kg
I - Solucidn salina al 0.9 % - - - - -
- I - Placebo 0 0 0 0 0
!lc - -
= - 8 veces la DT/ TRIVAC-HB+Quimi- S
& Il Hib concentrada 29 | 1.2 | 19 1.2 1.2 Dosis Unica dial
= - del estudio
S [Iv |- 15veceslaDT/TRIVAC-HB+QuImi- | 55 | 205 | 36 | 225 | 225 |Sacrificio dia 15
S Hib concentrada del estudio
e L.
S v —3_0 veces la DT/ TRIVAC-HB+Quimi- 111 | a5 72 45 45
Hib concentrada
VI | -30 veces la DT/TRIVAC-HB 11.1 | 45 7.2 4.5 -
VII |- 30 veces la DT/Quimi-Hib - - - - 4.5
(5/10 animales machos/grupo), volumen aplicacion: 1.5 mL/Kg.
I - Solucidn salina al 0.9 % - - - - -
—|n - Placebo 0 0 0 0 0
&
g - DT/ TRIVAC-HB+Quimi-Hib Cuatro
é Il concentrada 0,34 | 0,13 | 0,22 0,13 0,13 administraciones
E Iv |- 5 veces la DT/ TRIVAC-HB+Quimi- | 1 70 | 959 | 11 | 0,60 069 | dl_a_s z_vllternosr
5 Hib concentrada Sacrificio los dias
Slv |- .10 veces la DT/ TRIVAC-HB+Quimi- 34 | 138 22 1,38 1,38 8y 14 del estudio
Hib concentrada
VIi |- 10 veces DT/TRIVAC-HB 34 1138| 22 | 138 -
VId | - 10 veces la DT/Quimi-Hib - - - - 1.38
(20 animales 10 de cada sexo/grupo), volumen aplicacion: 1 mL/Kg.
I - Solucion salina al 0.9 % - - - - -
-§ I - Placebo 0 0 0 0 0
b - 3 veces la DT/TRIVAC-HB+Quimi-
2 | I . 1.06 | 0.42 | 0.68 0,42 0,42
o Hib concentrada Dosis repetidas
2 - 6 veces la DT/ TRIVAC-HB+Quimi- una inoculacion
S IV'| Hib concentrada 2131085 | 136 | 085 085 | diaria hasta
= - 9 veces la DT/ TRIVAC-HB+Quimi- completar 14.
S |V | Hib Concentrada 320 | 128 | 205 | 128 128 | sacrificio 15 y
£ |VI' |-9veces la DT/TRIVAC-HB 320 | 128 | 205 | 1.28 . |dia30 delestudio
= VIl | -9 veces la DT/Quimi-Hib - - - - 1.28
- 9 veces la DT/ TRIVAC-HB+Quimi-
VI Hib concentrada 3,20 | 1.28 | 2.05 1.28 1.28
Leyenda:

E: estudio, G: grupos, i: extremidad izquierda, d: extremidad derecha
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5.1.4. Observaciones clinicas, sacrificio y toma de muestras

Los animales fueron observados diariamente a fin de registrar cualquier variacion en el
comportamiento o signo de toxicidad, cambios en la piel y en el pelo, en los 0jos y membranas
mucosas, en los sistemas respiratorio, circulatorio, nervioso central y autébnomo, asi como la
actividad somatomotora. Se realizé pesaje con una frecuencia semanal y el sacrificio se efectuo
mediante dislocacion cervical, previo tratamiento anestésico en cdmara de gases (CO2)(103) y
exanguinacion de cada animal. Durante la necropsia fueron observados macroscOpicamente
todos los 6rganos y se tomaron muestras de higado, bazo, ganglios mesentéricos, timo y sitio de
administracion para estudios histopatoldgicos. Las muestras se fijaron en formol neutro al 10 %
y se procesaron por el método de inclusion en parafina. Se tifieron con Hematoxilina-Eosina, y
fueron cortadas entre 2-3 micras. El diagndstico histopatologico se realizd empleando un
microscopio simple Carl Zeiss con aumentos 5X, 10X y 40X. Las microfotografias se tomaron
usando una camara digital Canon Power Shot.

En los estudios de dosis reiteradas se determinaron pardmetros hematolégicos como eosinofilos
(E), hematocrito (ETO), hemoglobina (HG), hemoglobina corpuscular media (HCM), volumen
corpuscular medio (VCM), concentraciéon de hemoglobina corpuscular media (CHCM),
leucocitos(LEU), plaquetas (PLAQ), neutrofilos (N), linfocitos (L), monocitos (M) y eosinéfilos
(E), también se realiz el pesaje de érganos diana: bazo, glandulas adrenales, rifion izquierdo,

rifidn derecho, higado y timo.

5.1.5. Procesamiento de datos

Las variables usadas para el tratamiento estadistico fueron el peso corporal (PC), el consumo
promedio semanal de alimento (CA), resultados hematoldgicos y bioquimicos (HQ), peso de
6rganos (PO) y los hallazgos histopatolégicos (HH). En todos los casos se estimaron las medidas
de tendencia central y dispersion (media, desviacién estandar, valores maximos y minimos). Se
estimaron en todos los casos como caracteristicas descriptivas las medidas de tendencia central y
dispersion (media, desviacion estandar y valores maximos y minimos). Para el analisis de los PC,
CA, HQ y PO se verificaron en cada sexo, los supuestos de normalidad (pruebas de
Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk) y homogeneidad de varianzas (prueba de Levene).
Cuando los mismos eran satisfechos, se aplicd un Analisis de varianza (ANOVA) parameétrico.
Si no cumplian con estos criterios, se usé la alternativa no paramétrica (prueba de Kruskal-
Wallis).
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En PC y CA se realizaron comparaciones pareadas en los intervalos consecutivos de tiempo,
utilizando la prueba t pareada o la prueba de Wilcoxon, en funcion del cumplimiento del
supuesto de aproximaciéon por una distribucion normal. En los casos en que se detectaron
diferencias entre los grupos de manera global, se aplicé la prueba de comparaciones multiples de
LSD o prueba de Dunn, en dependencia del cumplimiento de los supuestos distribucionales.

Para el Consumo de Alimentos se crearon nuevas variables que recogian la informacion del
consumo promedio semanal y con estas se realizaron los analisis.

Los datos resultantes del estudio histopatolégico fueron analizados a través de la construccion de
las tablas de clasificacion cruzadas, con la prueba de independencia asociada (prueba exacta de
Fisher).

Las interpretaciones fueron realizadas considerando diferencias estadisticamente significativas
en los dos primeros casos (PC y CA) la correccion del error de Bonferroni (oo < 0.01) y en las
restantes variables se considero p < 0.05. En lo adelante, cuando se plantea que hay diferencia,
aumento, disminucion, etc., es porque cumple el criterio de que es estadisticamente significativo.
Para realizar todos los andlisis matematicos se empled el paquete estadistico Statistical Package

Scientific System, version 11.5, Windows.

5.1.6. Evaluacion de efectos inmunotéxicologicos
En el estudio de Toxicidad a dosis repetidas de la vacuna pentavalente TRIVAC-HB+ Quimi-
Hib se realizo la evaluacion de los efectos sobre el sistema inmune, siguiendo algunos criterios

de la FDA, para estudios inmunotoxicoldgicos del Tipo I (91), Tabla 17:

Tabla 17. Recomendaciones para evaluar efectos inmunotoxicol6gicos Tipo |

Hematologia Histopatologia Bioquimica
Conteo total de células blancas Tejido linfoide Transaminasa séricas
Diferencial de células blancas Bazo
Ensayos Tipo I _ _ _
Linfocitosis Linfonodos
Linfopenia Timo
Eosinofilia

La valoracion de estos efectos en los 6rganos linfoides, se complement6 con la morfometria de
los foliculos linfoides del bazo, en los que se calculd el area total esplénica, el area de la vaina
linfoide periarteriolar (PALS, linfocitos T dependiente) y de la zona del manto (linfocitos B

dependiente). Ademas se evalud la respuesta inmune en este 6rgano a partir del conteo de centros
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germinativos en la vaina linfoide periarteriolar. Para ello, se usé el software ImageJ (Rasband,
2006). Se comparo el resultado obtenido de las medias entre los grupos y con respecto al grupo
control tratado con solucidn salina. Se utilizo el paquete estadistico SPSS, a través de la version
11.5 sobre Windows. Las comparaciones se realizaron mediante la prueba de Kruskal-Wallis
seguida de la prueba de Dunn, se consideraron diferencias estadisticamente significativas

aquellos valores de p< 0.05.
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5.2 Resultados

5.2.1- Toxicidad aguda de la vacuna sintética Quimi-Hib

5.2.1.1- Peso corporal

El comportamiento del pardmetro peso corporal fue homogéneo para todos los grupos en estudio.

Se determino el valor promedio y la desviacion estandar del peso para cada grupo en el tiempo

(Tabla 18) y se realizo el andlisis estadistico de los datos obtenidos de cada grupo para el mismo

tiempo de evaluacion. No existieron diferencias estadisticas en el mismo tiempo de evaluacion

entre el peso de animales inoculados con el placebo en relacion con los que fueron tratados con

dosis elevadas de la vacuna. El dia 14 de la evaluacion, los animales hembras del grupo |

(placebo) presentaron pesos significativamente mayores que el grupo IV (45 veces la DT). Con

respecto al comportamiento de éste parametro en el tiempo, en ambos sexos y para todos los

grupos se detectaron incrementos significativos durante la fase experimental del estudio,

observacién confirmada al realizar el analisis estadistico de los datos, sin embargo al analizar los

datos entre los grupos de tratamiento, empleando el test ANOVA no se detectaron diferencias

estadisticamente significativas.

Tabla 18. Valores promedios de peso corporal (g #DS) y valores de p entre grupos en cada

tiempo de pesaje

Grupo Dia 1 Dia 7 Dia 14
I-9 90.60+4.72 | 135.40£5.03 158.80 = 4.44
I1-9 90.40+5.64 | 137.60%3.21 155.40 + 8.38
I1-9 90.40+4.04 | 132.80%9.71 149.60 £ 5.77
V-9 90.60 £5.64 | 132.80+8.23 147.80 + 3.42
I-& 100.60 £ 2.88 | 156.20+7.98 | 203.20 + 14.43
-3 100.20 £ 3.27 | 154.40+3.78 | 193.80 + 16.50
III-4 | 100.60 +2.61 | 159.00 + 4.47 204.20 £ 7.76
IV-& | 100.40+3.13 | 165.00+6.40 | 215.00 +8.86

5.2.1.2- Consumo de alimentos

El consumo de alimentos se comportd de manera homogénea entre los grupos para cada dia de

evaluacion, (Tabla I del Anexo, figuras 5 y 6). Desde el punto de vista estadistico, se utilizd un

ANOVA con el que se definio que no se existian diferencias significativas entre los grupos.
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En los animales machos se evidencian valores estables de consumo de alimentos a lo largo de
todo el estudio, con un valor promedio de 24.59 g de alimento consumido diariamente. No se

detectaron diferencias estadisticamente significativas en el analisis de los datos obtenidos.

5.2.1.3- Observaciones clinicas y macroscopicas

En las observaciones clinicas realizadas diariamente en los animales se observd un
comportamiento normal de los animales durante el periodo evaluado, estos no presentaron signos
toxicos como cambios en la piel y en el pelo, en los ojos y membranas mucosas, actividad
somatomotora y comportamiento. Al observar el sitio de inyeccion no se evidencid ningun signo
de reaccion local; ni alteraciones de otro tipo. No se registraron muertes en el estudio.

No se observo ningun signo indicativo de alteraciones en los érganos y tejidos inspeccionados.

5.2.1.4- Hallazgos microscopicos

El estudio histopatolégico de las muestras se centr6 en los siguientes signos histoldgicos:
granuloma focal, presencia de polimorfonucleares, granuloma multiple y necrosis, en el sitio de
inoculacion, asi como hematopoyesis extramedular en bazo e higado, ver Tabla 19.

Tabla 19. Frecuencia de aparicion de alteraciones microscépicas por grupos

Sitio de administracion Bazo y Higado
Grupo
GF |[GM | N | NAS HE
I/ Placebo 7/10 | 1/10 | 6/10 | 2/10 10/10
I1/ 15 veces la DT | 6/10 | 0/10 | 4/10 | 3/10 10/10
II1/ 30 veces la DT | 4/10 | 4/10 | 7/10 | 2/10 10/10
IV/ 45 veces la DT | 3/10 | 1/10 | 4/10 | 6/10 10/10

Leyenda:
GF- granuloma focal, GM- granuloma multiple, HE- hematopoyesis extramedular, N- necrosis, NAS- nada a
sefialar

Los signos reportados se concentran en aquellos referidos al sitio de inoculacién cuya mayor
incidencia es reportada en granuloma focal, que alterna con granuloma mdltiple en todos los
grupos por igual, incluyendo el placebo de la formulacion. La necrosis observada no constituye
un signo de interés al ser observada en la parte central de estos granulomas.

Como puede observarse, no existen diferencias apreciables entre el grupo placebo y los tratados,
siendo incluso el grupo IV (45 veces la DT) el de menos afectacion en el sitio de inoculacion.

Los organos higado, bazo y ganglios linfaticos mesentéricos no mostraron alteraciones
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vinculadas a una posible toxicidad. Se evidencié signos de hematopoyesis extramedular en
higado se forma similar entre los grupos con independencia del tratamiento. Al analizar estos
resultados desde el punto de vista estadistico en ningun caso los resultados de la prueba chi-
cuadrado son validos al incumplirse el supuesto sobre las frecuencias esperadas. En la
comparacion para cada grupo con respecto al grupo I, la prueba usada fue la exacta de Fisher y
en ningun caso se detectaron diferencias entre los grupos, en ninguno de los parametros

evaluados.

RESUMEN: Los resultados obtenidos en este estudio evidenciaron la no toxicidad del producto
debido a que no se presentaron signos de toxicidad ni alteraciones en el comportamiento durante
las observaciones clinicas realizadas diariamente, el incremento de peso fue progresivo durante
el periodo evaluado, lo cual consideramos corrobor6 la ausencia de efectos toxicos. Por otro
lado, en las observaciones macroscopicas en los Organos estudiados no evidenciaron
alteraciones, ni tampoco se presentaron alteraciones morfoldgicas en dichos dérganos en el

procesamiento histopatologico.
5.2.2- Tolerancia local de la vacuna Quimi-Hib

5.2.2.1- Observaciones clinicas

En las observaciones clinicas realizadas diariamente y durante los primeros 20 minutos
posteriores a cada administracién no se evidenciaron signos de toxicidad. No se reportaron
cambios en la piel, en el pelo, en los o0jos y membranas mucosas, los animales mantuvieron
adecuada actividad somatomotora, el comportamiento y respuesta ante estimulos fue el normal
para la especie (91;121;122). No se produjeron muertes. Los animales administrados con la dosis
terapéutica no presentaron durante el estudio ningun tipo de afectacion y fueron reportados sin
signos aparentes. El Unico signo clinico observado durante el estudio fue la induracion
encontrada en el sitio de administracion de la vacuna conjugada Hib sintético T adyuvada en los
grupos Il (Placebo), 1V (10 veces la DT), V (20 veces la DT) y V (Satélite). Durante los primeros
4 dias del estudio no se observd reaccion local, se observd a partir del dia 5 en forma de
induraciones clasificadas como ligeras en la totalidad de los animales de los grupos 11 (placebo),
V (20 veces la DT) y VI (Satélite), con la excepcion de un animal del Grupo VI (satélite).

Dia 5 del estudio: Transcurridas 24 horas de la segunda administracion aparecen en todos los

animales del grupo Il (placebo), V (DT) y VI (satélite) induraciones catalogadas de ligeras, solo
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un animal del grupo VI se mantuvo sin signos aparentes. Los animales de los grupos I (No
tratado), Il (DT) y IV (10 veces la DT) no presentaron afectaciones, con la excepcion de un
animal del grupo IV que fue reportado con induracion ligera. A partir de este dia la intensidad de
la induracion observada varidé (ligera, moderada y muy ligera), mostrdndose como respuesta
especifica a estimulaciones repetida.

Dias 6-8 del estudio: En el Grupo Il (placebo) se observaron induraciones de diferente
intensidad que oscilaron entre ligeras 6/12, moderadas 5/12 y muy ligeras 2/12. En el grupo IV
(10 veces la DT) aparecen las induraciones reportadas como ligeras en 5/12, el resto (7/12)
mantienen la observacion sin signos aparente. En cuanto a los grupos V (20 veces la DT) y VI
(satélite) en casi la totalidad de los animales se mantuvieron induraciones ligeras, con la
excepcion de un animal del grupo VI (satélite), cuya observacion report6 induracion muy ligera.
Dia 9, 10 y 11 del estudio: 24 horas después de la tercera administracién (Dia 9) todos los
animales de los grupos Il (placebo), 1V (10 veces la DT), V (20 veces la DT) y VI (satélite)
presentaban induracién en el sitio, con diversos grados de intensidad, con la excepcién de un
animal de grupo IV (10 veces la DT) que se report6 sin signos aparentes. Debe destacarse que los
animales del grupo 111 (DT) administrados con la dosis terapéutica no presentaban ningun signo
clinico en el sitio aun después de 3 administraciones. A las 48 y 72 horas posteriores a la tercera
administracion (Dias 10 y 11), las induraciones en el sitio de administracion de los animales se
mantuvieron en idéntica situacion el dia anterior.

Dia 12 del estudio: Transcurridas 24 horas posteriores a la cuarta administracion se observo en
la totalidad de los animales hembras de los grupos Il (placebo), V (20 veces la DT) y VI
(satélite) las induraciones cursaron de ligeras a moderadas, solo en un animal (hembra) del
grupo 1V present6 induracion moderada, el resto se mantuvo con intensidad ligera.

Dia 13 y 14 del estudio: A partir del dia 13 del estudio, luego del total de las aplicaciones
previstas, las variaciones en las observaciones clinicas fueron minimas, manteniéndose idénticas
para los animales de los grupos V (20 veces la DT) y VI (satélite). Por otra parte en los grupos Il
(placebo) y IV (10 veces la DT) solo se observaron variaciones en los machos donde las

induraciones cursaron hacia moderadas en un animal de cada grupo mencionado (11 'y 1V).

5.2.2.2- Hallazgos macroscopicos
Se realiz6 la observacion macroscépica sin que se reportara ningdn signo toxico. En el caso del

sitio de administracion, las observaciones macroscépicas corroboran las observaciones clinicas
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realizadas. Se realizaron 4 sacrificios (24 horas, 7, 14 y 28 dias) en los que se realizo la
observacién macroscépica de todos los 6rganos, sin que se evidenciara dafio en ninguno de ellos.
Se hizo especial énfasis en la observacion de higado, bazo, ganglios linfaticos mesentéricos y
timo por ser drganos primarios de aparicion de efectos adversos (91;121;122). En el caso del sitio
de administracion se evidencio, como Unico signo la presencia de nddulos blancos cuya
magnitud e intensidad estuvo en dependencia de la dosis y volumen administrado. Este signo
estuvo directamente relacionado con la induracion descrita en la observacion clinica y
evidentemente responde a la misma causa. En las Tablas 20-22 aparecen registradas la frecuencia
de aparicion de los nodulos reportados en cada momento de sacrificio.

A las 24 horas de la primera administracion del producto, solamente en el grupo tratado con la
solucién salina (grupo ) no se report6 ninguna observacion.

Tabla 20. Registro de la frecuencia de aparicidén de nodulos en los animales sacrificados a las
24 horas

Grupos de tratamiento
I | II |01V |V
0/2 |12 |1/2|2/2|1/2

Nodulos

En el sacrificio realizado a los 7 dias (Tabla 21), en el grupo placebo el 50 % de los animales
presentaron nodulos de aspecto blanguecino, lo que coincide con las observaciones clinicas
realizadas.

Tabla 21. Registro de la frecuencia de aparicion de nédulos en los animales sacrificados a los
7 dias

Grupos de tratamiento
I | II |[II|IV |V
0/6 | 6/6 | 1/6 | 6/6 | 5/6

Nodulos

En el sacrificio realizado a los 14 dias, en el cual los animales tenian 4 administraciones del
producto de ensayo, la observacion mas relevante fue que los animales administrados con la
dosis terapeutica (Grupo I11/DT) no presentaron alteracion morfoldgica, con la excepcion de un

animal de este grupo.
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Tabla 22. Registro de la frecuencia de aparicion de nddulos en los animales sacrificados a los
14 dias

Grupos de tratamiento
I |II |II|IV |V
0/6 | 3/6 | 0/6 | 2/6 | 1/6

Nodulos

En el resto de los animales administrados con la sustancia de ensayo de los grupos I1l/ DT, IV/
10 veces la DT, V/ 20 veces la DT y 1l/ placebo, el hallazgo fundamental fueron las formaciones
blanquecinas de aspecto nodular, aunque debe sefialarse que la misma no se tradujo en un signo
clinico detectable. En el resto de los grupos, la frecuencia de aparicion de los mencionados
nodulos fue baja y de poca intensidad (Tabla 22).

El grupo satélite fue observado 14 dias después de concluir las administraciones, el dia 28 del
estudio. El elemento relevante lo constituye el hecho de que, si bien no hubo reversién total de
las formaciones nodulares observadas, se evidencio la desaparicion de este signo en 2 del total de
3 animales machos y en las 3 hembras. En general, las formaciones nodulares blanquecinas en
el sitio de administracidn se reportaron con mayor frecuencia en los animales tratados con las
mayores dosis (grupos 1/ 10 veces la DT y V/ 20 veces la DT) y con el mayor volumen (grupos
11/ placebo, 1/ 10 veces la DT y V/ 20 veces la DT), por lo que podemos asumir que su
presencia guarda una estrecha relacion con el mecanismo de accién del adyuvante utilizado en la
formulacion de la vacuna Quimi-Hib.

En los sacrificios realizados se reportd alteracion en los 6rganos analizados (higado, bazo, timo y
ganglios linfaticos mesentéricos) en los grupos de estudio.

5.2.2.3- Hallazgos microscopicos

En el estudio histopatoldgico fueron analizadas muestras de higado, bazo, timo, ganglios
mesentéricos y sitio de inoculacion. No existié dafio en ningin érgano evaluado, mientras que
los érganos linfoides no muestran signos de inmunotoxicidad, apreciandose una respuesta celular

proliferativa, presente en todos los grupos de tratamiento.
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Sacrificio 24 horas

Tabla 23. Frecuencia de aparicion de hallazgos histopatoldgicos en los animales sacrificados

a las 24 horas

Sitio de Inoculacion

Bazo

Higado Ganglios
Grupo/Tratamiento | Intensidad de la reaccion linfaticos |Timo
Discreta | Moderada | Severa TG| HE | HE mesentéricos

11/ Placebo 2/2 0/2 0/2 |0/2| 0/2 1/2 0/2 0/2
I/ DT 1/2 0/2 0/2 |0/2| 2/2 212 0/2 0/2
IV/ 10 veces la DT 1/2 0/2 0/2 |0/2] 0/2 2/2 0/2 0/2
V/ 20 veces la DT 2/2 0/2 0/2 |0/2] 0/2 2/2 0/2 0/2
Leyenda:

TG- Tejido de granulacién, HE- Hematopoyesis extramedular

Transcurridas 24 horas de la primera administracion, en el sitio se observd movilizacion y

concentracion de macréfagos y la aparicion de depdsitos liquidos del indculo. Esta observacion

se repitio en los sacrificios realizados los dias 7, 14 y 28, con intensidad variable relacionada en

consonancia con el nimero de aplicaciones sucesivas y dosis/volumenes de vacuna evaluados.

Se observd ademas hematopoyesis extramedular de higado y bazo, en este Gltimo caso se

presentd en todos los animales observados. En el anélisis microscopico de los ganglios linfaticos

mesentéricos y el timo no fue observada alguna afectacion como se puede verificar en la Tabla

23.

Sacrificio 7 dias

Tabla 24. Frecuencia de aparicion de hallazgos histopatoldgicos, animales sacrificados a los 7

dias
Sitio de Inoculacion Higado | Bazo | Ganglios

Grupo/Tratamiento | Intensidad de la reaccion linfaticos | Timo

Discreta | Moderada | Severa| ' | T | HE | mesentéricos
I/ No tratado 0/6 0/6 0/6 |0/6| 2/6 5/6 0/6 0/6
11/ Placebo 0/6 1/6 5/6 |0/6| 2/6 6/6 0/6 0/6
I/ DT 3/6 0/6 0/6 |0/6| O0/6 6/6 0/6 0/6
IV/ 10 veces la DT 2/6 4/6 0/6 |0/6| 2/6 5/6 0/6 0/6
V/20 veces la DT 1/6 5/6 0/6 |0/6| 1/6 6/6 0/6 0/6
Leyenda:

TG- Tejido de granulacion, HE- Hematopoyesis extramedular

En el sacrificio realizado a los 7 dias post-administracion, después de dos inoculaciones del

producto, la reaccion local cursd hacia la aparicién de granulomas macrofagicos difusos con

50




Resultados Seguridad preclinica

Figura 7. Granuloma macrofagico discreto con regeneracion del sarcolema de la fibra
muscular (40 X), animal del grupo administrado con la dosis terapéutica

Figura 8. Granulomay tejido de cicatrizacion en animales del grupo satélite (40X)
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depdsitos eventuales de liquido, discreta respuesta de cicatrizacion en el seno de la reaccion e
infiltracion linfocitaria preferentemente en la periferia, lo cual fue observado con diferentes
grados de intensidad. En el grupo Il (DT) la intensidad de la reaccién granulomatosa fue
discreta en la mayoria de los animales, ver Tabla 24. Esta reaccion se caracterizd por la ausencia
de depositos de sustancia y por una evidente regeneracion del sarcolema de las fibras musculares
(Figura 7), que fue indetectable en las observaciones clinicas, al no producir induracion en el
sitio observado. No se reportaron diferencias significativas entre los grupos en cuanto a la
aparicion de los hallazgos observados en bazo e higado. Al igual que en el sacrificio anterior no
fueron reportadas afectaciones en los ganglios linfaticos mesentéricos y timo. Con respecto al
sitio de inoculacion, se detectaron diferencias estadisticamente significativas entre el grupo I (no

tratado) con respecto a los grupos Il (placebo), 1V (10 veces la DT) y V (20 veces la DT).

Sacrificio 14 dias

Tabla 25. Frecuencia de aparicion de hallazgos histopatologicos, animales sacrificados a los
14 dias

Sitio de Inoculacion Higado | Bazo| Ganglios
Grupos Intensidad de la reaccion linfaticos | Timo
Discreta | Moderada | Severa TG HE | HE mesentéricos
I/ No tratado 0/6 0/6 0/6 |0/6| 4/6 5/6 0/6 0/6
11/ Placebo 0/6 0/6 6/6 |0/6| 1/6 6/6 0/6 0/6
111/ DT 3/6 1/6 0/6 |2/6| 2/6 5/6 0/6 0/6
IV/ 10 veceslaDT| 1/6 3/6 216 |0/6| 3/6 5/6 0/6 0/6
V/20 veces la DT 0/6 6/6 0/6 |0/6| 0/6 6/6 0/6 0/6

Leyenda:
TG- Tejido de granulacion, HE- Hematopoyesis extramedular

En el sacrificio realizado a los 14 dias post-administracion (Tabla 25), en 3 de los animales del
grupo Il (DT), se observd la presencia de granulomas de intensidad discreta y en uno de ellos
intensidad moderada de este signo, el cual no alcanzé a traducirse en induracion durante la
observacién clinica. En los dos animales restantes de este grupo no fue reportada ninguna
observaciéon en el sitio de administracion. Los animales del Grupo IV (10 veces la DT)
presentaron una intensidad de la reaccion variable que oscilé desde un 1 animal con granuloma
de intensidad discreta, 3 animales con granulomas calificados de moderados hasta 2 animales

con reporte de granuloma de severa intensidad. En la totalidad de los animales del Grupo V (20

51



Resultados Seguridad preclinica

veces la DT) la reaccion granulomatosa observada fue agrupada en intensidad de moderada y los
del grupo 11 (placebo) mostraron en su totalidad granulomas de intensidad severa. Los resultados
estadisticos obtenidos para este tiempo fueron igualmente similares a los reportados en el
sacrificio del dia 7, donde no fue posible la comparacion entre el grupo Il (placebo) y los grupos
IV yV (10 y 20 veces la DT, respectivamente) al presentar idénticos comportamientos en el sitio
de administracion. Una vez realizada la correccion del error de Bonferrony (alfa = 0.007), se
detectan diferencias estadisticamente significativas (p = 0.001) de los grupos Il (placebo), IV (10
veces la DT) y V (20 veces la DT) (100% de los casos alterados) con respecto al grupo 1/ no
tratado (100% de los casos sin alteracion). No se reportaron diferencias significativas entre el
grupo 11 (DT) y el grupo I (no tratado).

Sacrificio 28 dias

Tabla 26. Frecuencia de aparicidon de hallazgos histopatolégicos en los animales sacrificados
del Grupo satélite

Sitio de Inoculacion Higado | Bazo
Grupo ?ntens1dad de la reaccion tC| HE HE Ganglios | Timo
Discreta | Moderada | Severa
VI/Satélite| 4/6 2/6 0/6 |0/6| 0/6 1/6 0/6 0/6
Leyenda:

TG- Tejido de granulacién, HE- Hematopoyesis extramedular

En el caso de las observaciones microscépicas realizadas en el sitio de administracién durante el
estudio histopatoldgico a los animales del grupo satélite, podemos deducir que aunque no hubo
reversion total del hallazgo (granulomas macroféagicos), si se observé una tendencia a la
disminucion del grado de intensidad de la reaccion granulomatosa, lo cual se refleja en la Tabla
26, si se compara la reaccion referida para el grupo V (20 veces la DT) a los 14 dias con la
reportada para el grupo satélite a los 28 dias (administrados en la misma frecuencia y dosis), se
observa que el grado de intensidad varia desde reaccidbn moderada para la totalidad de los
animales (Grupo V/ 20 veces la DT) a moderada (en 2 animales) y discreta (en 4 animales).
Histologicamente también se observan diferencias que confirman esta tendencia, ya que la
reaccion granulomatosa reportada a los 28 dias del estudio se caracterizd por ser propiamente
celular, sin depositos liquidos y con tejido de granulacion incipiente en el seno de los granulomas
(indice de mecanismos de reparacion), con infiltracion linfocitaria y de células plasmaticas en el

seno de la reaccion, como se puede observar en la Figura 8.

52



Resultados Seguridad preclinica

En bazo, se reportd hematopoyesis extramedular en un animal puntual de este grupo, lo que nos
indica una evidente recuperacion. Al igual que en los sacrificios anteriores no fue observada

afectacion en los ganglios linfaticos mesentéricos y el timo.

RESUMEN: En las observaciones clinicas realizadas en el sitio de administracion diariamente,
el Unico signo detectado fue la presencia de induraciones clasificadas como ligeras y moderadas
en el sitio de administracion. En el grupo administrado con la DT estas fueron clasificadas como
discretas o ligeras y revirtieron al segundo dia de su aparicion sin que se volvieran a observar.
Consideramos que la presencia de dichas induraciones no revisten importancia desde el punto de
vista toxicologico debido al proceso de reversion planteado anteriormente.

La aparicion de induraciones en el sitio administrado con la vacuna Quimi-Hib adyuvada con
fosfato de aluminio se corresponde con lo reportado en la literatura, en cuanto a la aparicion de
granulomas macrofagicos como signo clasico causante de induracion en el sitio de
administracion de vacunas adyuvadas con sales de aluminio. Lo que coincide con los hallazgos
histopatoldgicos, en los cuales solo se reportaron formaciones nodulares, las que consideramos
estan intimamente relacionadas con la presencia del adyuvante teniendo en cuenta lo expresado
anteriormente y los resultados obtenidos, tanto en las observaciones clinicas como en las

macroscopicas y microscopicas, del grupo administrado con el placebo.
5.2.3- Toxicidad a dosis repetidas de la vacuna Quimi-Hib

5.2.3.1- Peso corporal

En ambos sexos, los grupos fueron homogéneos en cuanto a los pesos corporales en todos los
tiempos de registro del peso corporal. En ambos sexos y para cada grupo se detectaron
diferencias significativas en el tiempo, que se muestran como incrementos del peso corporal con
respecto a la media del peso inicial de cada grupo (Figuras 9 y 10, ver Tablas Il y 111 del Anexo).
Se realizaron los respectivos Anovas para cada tiempo de pesaje y se determind que no
existieron diferencias significativas entre los grupos de tratamiento.

Los animales mantuvieron un incremento progresivo de peso durante el periodo de
experimentacion. Al analizar el comportamiento del peso en el grupo VI (Satélite) se detectaron
diferencias significativas en el tiempo, lo que se tradujo como un incremento progresivo del

peso en cada semana en todos los animales de ambos sexos.
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5.2.3.2- Consumo de alimentos

El consumo de alimentos en los animales hembras se comportdé de manera homogenea entre los
grupos para cada dia de evaluacion (entre 15 y 18 g diarios). Como se observa en la Figura 11
(Tablas IV y V del Anexo).

Solo se evidencid disminucién significativa del consumo de alimentos el dia 7 del ensayo en el
grupo | (solucion salina), registro que fue corroborado desde el punto de vista estadistico, no
obstante constituye un evento puntual. La disminucién en el consumo de alimento en este grupo,
no tuvo incidencia en la ganancia de peso de los animales.

En los machos se evidencio un aumento progresivo en el consumo de alimentos a lo largo del
estudio (entre 18 a 24 g), como se puede observar en el Figura 12. Este incremento se tradujo en
un aumento normal del peso de los animales de este sexo.

Evento que continud con un ligero incremento en los valores del alimento consumido por cada
animal a partir de esta fecha.

En los machos se evidencié un consumo de alimentos con rangos por encima de los valores
reportados para hembras, hecho que es reflejado en el aumento de peso progresivo de los
animales y por las diferencias significativas en el tiempo. EI aumento en el consumo en este sexo

se hizo més evidente a partir del dia 14 del estudio.

5.2.3.3- Observaciones clinicas

En las observaciones clinicas realizadas diariamente los animales no presentaron signos toxicos.
No se reportaron cambios en la piel, el pelo, en los ojos en las membranas mucosas, mantuvieron
una adecuada actividad somatomotora y el comportamiento y respuesta ante estimulos fue el
normal para la especie. En los primeros 4 dias posteriores al comienzo del estudio, al observar
el sitio de inyeccién no se evidenci6 signo de reaccion local; ni alteraciones de otro tipo. Los
signos observados en cada grupo en el estudio fueron los siguientes:

Dias 1 a 4: 1 animal del grupo VI (satélite) con induracion y un pequefio nodulo en la
extremidad derecha, signo que se mantuvo durante todo el estudio.

Dia 5: 1 animal del grupo Il (placebo) un punto de fibrina en la extremidad izquierda.

Dia 7: 2 animales del grupo Il (placebo), 1 animal del grupo 111 (10 veces la DT), 2 animales del
grupo IV (20 veces la DT). En todos estos animales se observé la aparicion de induracion del
sitio de aplicacidn en las extremidades en unos casos e inflamacion en otros.

Dia 8: se duplicé el nimero de animales con induracion en los grupos antes descritos, ademas se
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reportd la aparicion de 3 animales con este signo en el grupo V (30 veces la dosis terapéutica), 1
animal del grupo V1 (satélite) con un ligero hematoma en el sitio derecho,

Dia 9: solamente se observan 2 animales del grupo 11 (placebo), 1 animal del grupo IV (20 veces
la DT) y 3 animales de los grupos V' y VI (30 veces la DT).sin alteraciones aparentes en el sitio
de administracion. Debe sefialarse que para los animales del grupo 111 (10 veces la DT) no se
reporta ningun signo clinico hasta el dia 11 de iniciado el estudio.

La induracién en el sitio de administracién se mantuvo en los dias subsiguientes del estudio,
Ilegando a encontrarse en la totalidad de los animales por grupo, se clasific6 como induracion
severa y se hizo evidente la presencia de nodulos en todos los animales de los grupos placebo,
dosis alta y satélite. En el grupo administrado con dosis 10 veces la dosis terapéutica, la

induracion reportada fue ligera.

5.2.3.4- Determinaciones hematoldgicas y bioquimicas

e Hematologia

En cuanto a las determinaciones hematoldgicas realizadas se observaron diferencias minimas
estadisticamente significativas entre grupos son y se mueven dentro del rango de valores
normales para la especie (123), como puede ser constatado con los valores reportados por la
Charles River Company (124) (Tabla VI del Anexo). Las variaciones puntuales encontradas se
especifican a continuacion:

HG: en el caso de las hembras s6lo se detectan diferencias entre los grupos | (solucién salina) y
V (30 veces la DT), y para los machos entre los grupos Il (placebo) y IV (20 veces la DT), donde
la magnitud de la diferencia es de aproximadamente 3 unidades.

ETO: de igual manera se detectan diferencias entre los grupos basal y Il (10 veces la DT) con
respecto al grupo V (30 veces la DT); y los machos entre los grupos Il (placebo) y IV (20 veces
laDT).

HTO: en las hembras no se detectan diferencias entre los grupos, sin embargo en los machos se
detectan diferencias entre los grupos Il (placebo) y IV (20 veces la DT).

CHCM: en este caso se detectan diferencias entre los grupos (placebo) y I11 (10 veces la DT) con
respecto al basal, a diferencia de los machos donde no se detectaron diferencias.

En los parametros siguientes: HCM, Plaquetas, N y L no se detectaron diferencias entre los

grupos ni por sexo.
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Leucocitos: Los grupos entre los cuales se detectan diferencias son el (placebo) y 111 (10 veces la
DT) (de alrededor de 2.5 unidades)

M, E: En este caso no es posible la realizacion de la prueba de independencia confirmatoria, pues
todas las casillas tienen frecuencias esperadas menores que 5, la interpretacion debe basarse en
los resultados descriptivos.

e Bioquimica sanguinea

De forma general, las enzimas mostraron un comportamiento dentro del rango de referencia
calculado para este estudio e igualmente dentro del rango establecido para las ratas Sprague-
Dawley (Tabla VII del Anexo).

La creatinina mostro valores por encima del limite superior solo en los animales hembras de los
grupos 1V (20 veces la DT) y V (30 veces la DT), pero fueron estas diferencias tan pequefias que
consideramos que se deben mas bien a un efecto producido por la n del estudio (3 animales) que
a un aumento real de la concentracion sérica de esta enzima. Esto se ve reforzado por el hecho de
que en los animales machos, a excepcion de los pertenecientes al grupo 111 (10 veces la DT), los
valores se encontraron en el rango de referencia determinado para este estudio. Tanto los
animales hembras como machos de este ultimo grupo mostraron valores ligeramente por debajo
del limite inferior, lo cual no tiene implicaciones bioldgicas. En todos los casos, la concentracion
sérica de creatinina estuvo dentro del rango de valores histéricos referidos para la especie
empleada.

Al realizar comparaciones multiples entre los grupos utilizando el test de Dunn se pudo observar
que en los animales hembras no hubo diferencias significativas entre ninguno de los grupos en
estudio y el grupo basal, mientras que en los machos solo aparecieron entre éste y el 111 (10 veces
la DT), inoculado con el placebo de la formulacion lo que, como ya vimos anteriormente, carece
de importancia biologica. Entre los grupos de tratamiento inoculados con la vacuna no existieron
diferencias significativas, lo que corrobora el hecho de que no hay relacion entre las dosis
administradas y los niveles de creatinina determinados.

Estos resultados resultan importantes para evaluar la seguridad de la vacuna Quimi-Hib, ya que
indican que su administracion reiterada no altera este parametro y confirma que los rifiones no
evidenciaron signos de toxicidad a pesar de que los animales fueron inoculados 14 veces

consecutivas con dosis de hasta 30 veces la DT.
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ALAT, al ser comparada con las concentraciones de referencia mostro valores promedio
ligeramente mas elevados en los animales hembras de los grupos I (solucion salina), 11 (placebo),
IV (20 veces la DT) y V (30 veces la DT) y en los machos pertenecientes a los grupos |
(solucién salina), 11 (placebo) y V (30 veces la DT). El hecho de que este valor por encima del
limite maximo establecido para este estudio haya sido observado en los grupos no tratado y en el
control administrado con solucién salina independiza este hallazgo de la administracion de la
vacuna.

A esto se suma el hecho de que en todos los grupos las concentraciones séricas de esta enzima
estuvieron dentro del rango establecido histéricamente para ratas SD sanas o por debajo de él,
que no correlaciona con efectos toxicolégicamente significativos en el higado.

La concentracion sérica de ASAT mostro estar en todos los casos por debajo de los valores de
referencia para este estudio (lo cual como se ha explicado anteriormente carece de importancia
desde el punto de vista toxicoldgico) y dentro del rango de valores historicos establecido para la
especie, indicando la ausencia de dafios capaces de liberar esta enzima de las mitocondrias de los
hepatocitos ni de alterar la permeabilidad de la membrana de estas células. Estadisticamente no
se presentaron diferencias significativas entre los grupos tratados con la vacuna, lo que indica
que los resultados de concentracion sérica obtenidos no dependen de la dosis administrada.

En el caso de ALP, puede observarse gque los animales hembras mostraron un comportamiento
no relacionado con la dosis, apareciendo incrementos en la concentracion enzimatica por encima
del valor de referencia de este estudio en los grupos tratados con solucién salina y placebo,
mayores que los que se reportaron para los grupos IV y V inoculados con 20 y 30 veces la DT.
En los machos, en todos los grupos se mantuvo la concentracién sérica de ALP dentro del rango
normal, con excepcion del | (solucién salina), donde se reportaron valores inferiores.
Comparando los resultados obtenidos con los reportados para la linea SD puede observarse que
en todos los casos los valores de concentracion sérica de los animales utilizados estan dentro del
rango establecido para ratas sanas de esta linea, lo cual tiene una importancia significativa para
analizar la seguridad de la vacuna en estudio. El incremento de la concentracion sérica de ALP
es un indice aceptado de colestasis por lesiones periportales y centrilobulares del higado, y es
ademas un indicador de colestasis extrahepatica etiolégicamente determinada por pancreatitis,
complicaciones en la canulacion del conducto biliar o, en general, dafios hepaticos como

resultado de hepatotoxicidad provocada por sustancias exdgenas (123).
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5.2.3.5- Peso relativo de los 6rganos

Como analisis complementario se realizé el pesaje de los siguientes drganos: higado, bazo y
timo. Se realizé la comparacién de todos los grupos contra la media del peso relativo del grupo
control + 2, estableciendo de esta manera los limites del rango del peso de cada 6rgano evaluad,
(Tabla VIII del Anexo). Los resultados obtenidos carecian de significacion bioldgica al
encontrarse dentro del rango establecido para la especie reportado por la Charles River (124) y

Taconic Company (125) y dentro del rango establecido a partir del grupo control.

5.2.3.6- Hallazgos macroscopicos

Se realizé la observacién macroscépica de todos los 6rganos sin que se evidenciara dafio en
ninguno de ellos. Se hizo especial énfasis en la observacion del higado, bazo, ganglios linfaticos
mesentéricos y timo, por ser drganos primarios de aparicion de efectos adversos, sin que se
reportara signo toxico alguno. En el caso del sitio de administracién el hallazgo fundamental lo
constituyd la presencia de formaciones blanquecinas de aspecto nodular, el cual se repite en
todos los grupos con ligeras variaciones en el nimero de animales reportados en cada caso:
grupo 1, 2 animales de 20; grupo Il (placebo), 19 de 20. Es importante sefialar que en el caso del
grupo Il (10 veces la DT) los hallazgos tuvieron menor incidencia en comparacion con los
restantes grupos expuestos anteriormente: 8 animales con areas blanquecinas de menor tamafio y
1 animal con nodulos en ambas extremidades. Ademas de este signo, fueron reportados
hematoquistes y puntos de fibrina.

Con respecto al grupo Satélite en todos los animales se observaron pequefios nédulos de color
blanquecino en ambos sitios de aplicacion. Estas observaciones macroscopicas coinciden con los

signos clinicos antes explicados por lo que consideramos que responden a la misma causa.

5.2.3.7- Hallazgos microscopicos

En el estudio histopatoldgico se analizaron muestras del sitio de administracion, de los 6rganos:
higado, bazo, timo y ganglios mesentéricos. La observacion se basé en los siguientes signos
histologicos: granuloma difuso con necrosis de liquefaccion, tejido cicatrizal, apoptosis de la
corteza del timo, estimulacion antigénica en bazo y ganglios mesentéricos, asi como dafio

hepatico, ver Tabla 27.
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Tabla 27. Frecuencia de aparicion de alteraciones microscopicas por grupos

Grupo/Tratamiento | GDL | TC H AT |ByG
I/ solucion salina 0/10 | 3/10 | 0/10 | 10/10 | 10/10
11/ placebo 20/20 | 20/20 | 0/20 | 20/20 | 20/20
I/ 10 veces la DT | 20/20 | 20/20 | 0/20 | 20/20 | 20/20
IV/ 20 veces la DT | 20/20 | 20/20 | 0/20 | 20/20 | 20/20
V/ 30 veces la DT 20/20 | 20/20 | 0/20 | 20/20 | 20/20

Leyenda:

GDN- granuloma difuso con centros de liquefaccién, TC- Tejido cicatrizal, AT- Apoptosis de la corteza del timo,
H- Dafio Hepético, B Estimulacién antigénica en bazo, G- Estimulacién antigénica ganglios linfaticos
mesentéricos

La incidencia de los hallazgos histolégicos reportados fue similar en cada uno de los grupos
tratados (la totalidad de los animales en cada uno).

En el grupo satélite, los hallazgos histologicos coinciden con los observados con antelacion, a los
que se sumo infiltracion linfoide, presencia de tejido cicatrizal y de células plasmaticas, todos se
resumen en la Tabla 28.

Tabla 28. Frecuencia de aparicion de alteraciones microscopicas observadas en el grupo
Satélite

Grupo G IL Cp C TC | H T | GL
V/Satélite | 20/20 | 20/20 | 18/20 | 0/20 | 20/20 | 0/20 | 0/20 | 0/20

Leyenda:
G- Granuloma, IL- Infiltracion linfoide, C- Encapsulacién, H- Higado, T- Timo, CP- Células plasmaticas, TC-
Tejido cicatrizal, GL- Ganglios linfaticos mesentéricos.

En sentido general se mantienen las alteraciones morfoldgicas en el sitio de inoculacién, donde
la amplitud e intensidad tiende a ser mayor en los animales del 1 al 10, (hembras) semejantes a
las observadas en el resto de los grupos sacrificados a los 14 dias del estudio; granulomas
macrofagicos donde persisten eventualmente centros de liquefaccion pero ahora
predominantemente productivos, es decir, sélidamente celulares, no encapsulados y con el tejido
cicatrizal supliendo antiguos focos de necrosis. Esto parece significar cierta inercia en la
reabsorcion del bioproducto por la naturaleza del adyuvante.

Vale resaltar la ocurrencia en todos los animales de cada grupo, de infiltracion linfocitaria con
predominio en la periferia de los granulomas, acompafiadas de grupos aislados de células

plasmaticas (Figura 13), y dando a entender una posible secrecion local de inmunoglobulinas.
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En los animales 15, 16, 19 y 20 se observaron foliculos linfoides con actividad linfoblastica en el
seno de los granulomas. No existio dafio hepatico en el total de los animales de los grupos de
ensayo. Con respecto a los drganos linfoides, la actividad de estimulacion antigénica fue
observada en todos los grupos, incluyendo el control administrado con solucién salina. En el
timo se observo una imagen de plena funcionalidad, con figuras de apoptosis en la corteza, como

signo de maduracion y seleccion por afinidad en la presentacion de los antigenos.

Figura 13. Presencia de infiltrado de células plasméticas (40 X), observada en el grupo
placebo

RESUMEN: La observacion clinica diaria realizada, la medicion semanal del peso corporal,
reporte diario del consumo de alimento y el estudio macroscopico y microscopico de todos los
organos, asi como las determinaciones hematoldgicas y de bioquimica sanguinea realizada en
diferentes momentos del estudio y el analisis complementario del pesaje de los 6rganos (higado,
bazo y timo) no evidenciaron diferencias con respecto a los valores normales reportados para
animales sanos, lo que confirma que no hay efectos sistémicos adversos debidos a la
administracién del producto, objetivo fundamental del estudio.

Los resultados obtenidos demostraron fehacientemente que la vacuna Quimi-Hib aunque

adyuvada, no causa efectos toxicos ni adversos significativos a nivel sistémico.

5.2.4- Toxicidad aguda de la vacuna pentavalente TRIVAC-HB + Quimi-Hib concentrada
5.2.2.1- Peso corporal

Como puede observarse en las Tabla 29, en ambos sexos los valores de peso corporal fueron
similares para cada momento de evaluacion (dias 0, 7 y 14), lo que indica que los diferentes

tratamientos empleados no tuvieron influencia sobre este parametro. Al realizar el analisis

60



Resultados Seguridad preclinica

estadistico correspondiente se pudo observar que no existieron diferencias significativas entre los
grupos.

Tabla 29. Comportamiento del peso corporal (g) £ DS

Grupo/Tratamiento Sexo| Dia0 Dia 7 Dia 14

I/ solucion salina 86,2 +6,4 | 134,8+5.0 | 157,0£9,5

11/ placebo 89.8+2,6|136,0+10,6| 158,2+13,6

III/ 8 veces la DT, vacuna 4+1 85,2+ 5,1 (138,2+15,4|162,2 + 20,8
IV/ 15 veces la DT, vacuna 4+1 © 187,0+4,6| 130,2+8,8 | 150,3+10,5
V/ 30 veces la DT TRIVAC-HB 876x35|1334+£23 | 1544+35
VI/ 30 veces la DT Quimi-Hib 83,0£51(128,6+12,4(149,4+£17,5
VII/ 30 veces la DT, vacuna 4+1 91,4+55(144,4+14,0(171,2 £ 16,6
I/ solucion salina 91,6+5,0| 163,8+5,9 | 209,8 + 8,8

11/ placebo 95,2+19|166,0+10,4(210,6 £12,7
111/ 8 veces la DT, vacuna 4+1 95,2+3,6|170,6+ 9,4|218,2+ 10,6
IV/ 15 veces la DT, vacuna 4+1 4 1936+49| 171,2+53 | 2178+ 7,0
V/ 30 veces la DT TRIVAC-HB 90,8+4,2| 1656+9,9 | 209,4+8,4
VI1/ 30 veces la DT Quimi-Hib concentrada 95,0+7,7|168,2+18,5/208,4+17,8
VII/ 30 veces la DT, vacuna 4+1 91,2+3,6(163,8+10,7(209,0+£ 10,2

Se produjo aumento sostenido de peso en todos los grupos de tratamiento. Incluso en los grupos
V, VI y VII, administrados con las dosis mas altas, se evidencid ademas que los animales de

ambos sexos aumentaron de peso de manera significativa en el tiempo

5.2.2.2- Consumo de alimentos
Como puede observarse en las Figuras 14 y 15 (Tabla 1X del Anexo), el consumo de alimentos
no presentd diferencias significativas entre los grupos de tratamiento para un mismo tiempo de

evaluacion, lo cual fue comprobado en el andlisis estadistico realizado.

5.2.2.3- Observaciones clinicas

En las observaciones clinicas realizadas diariamente no se observaron signos que indicaran
efectos toxicos del producto. EI Unico signo clinico relevante detectado fue la presencia de
induraciones en el sitio de administracion, que eventualmente cursaron hacia la aparicion de
pequefios nddulos en los animales administrados con la dosis mas elevada (30 veces la DT).
Estos signos observados no produjeron alteraciones en la marcha ni dafios en la epidermis de los
animales.

Otro aspecto de interés reportado en el estudio fue la presencia de excoriacion periocular, y

diarrea. El primero estuvo caracterizado por la presencia de una ligera capa de fibrina alrededor
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Figura 14. Comportamiento del consumo de alimentos (g). A: hembras. Prueba de Kruskal
Wallis seguida Wilcoxon. El asterisco representa diferencias significativas en el tiempo
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Figura 15. Comportamiento del consumo de alimentos (g). B: machos. Prueba de Kruskal
Wallis seguida Wilcoxon. El asterisco representa diferencias significativas en el tiempo
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del seno orbital, constituyendo una pequefia lesion sin evidencias de inflamacion., se presento
con frecuencia muy baja (2 animales de 70), uno perteneciente al grupo placebo y el otro al
grupo IV (6 veces la DT). También se reportd diarrea, signo solamente observado en dos
animales, uno del grupo administrado con solucion salina y otro perteneciente al grupo placebo.
Este signo desaparecio 24 horas después, por lo que teniendo en cuenta su baja incidencia, rapida
reversion e independencia de las dosis administradas, no constituye un hallazgo de importancia
en nuestro estudio.

5.2.2.4- Hallazgos macroscopicos

Concluida la fase experimental del estudio se realizé el sacrificio y necropsia de los animales, en
esta Ultima no se reportaron alteraciones en los Organos inspeccionados, excepto algunos
hallazgos relativos al sitio de administracion. Se observé la presencia de areas y nodulos
blanquecinos, en animales de todos los grupos, con excepcion del grupo administrado con
solucion salina y con el control Quimi-Hib. En el grupo placebo, el efecto reportado se redujo a
pequefias zonas de color blanco lechoso, ligeramente induradas (Figura 16-A), mientras que en
los grupos administrados con diferentes dosis de la vacuna pentavalente y con el control
TRIVAC-HB, fue claramente observable la presencia de formaciones nodulares que aumentaron
ligeramente de tamafio en los animales pertenecientes a los grupos VI (30 veces la DT de
TRIVAC-HB) y VII (30 veces la DT de Quimi-Hib) (Figura 16- A, B y C, respectivamente).

5.2.2.5- Hallazgos microscopicos

Tabla 30. Frecuencia de aparicion de los hallazgos microscopicos

Sitio de Administracion Higado Bazo
Grupo/Tratamiento
GM GI N | TG | HE | Mg | HE

I/solucién salina 0/10 | 0/10 | O/10 | 0/10 | 0/10 | 0/10 | 7/10
II/placebo 6/10 | 0/10 | 0/10 | 0/10 | 1/10 | 0/10 | 10/10
I11/8 veces DT, vacuna 4+1 0/10 | 9/10 | 4/10 | 1/10 | 1/10 | 0/10 | 8/10
IV/15 veces DT, vacuna 4+1 0/10 | 7/10 | 3/10 | 1/10 | 1/10 | 0/10 | 8/10
V/30 veces DT, vacuna 4+1 0/10 | 10/10 | 1/10 | 0/10 | 2/10 | 1/10 | 6/10
V1/30 veces DT Trivac-HB 0/10 | 10/10 | 2/10 | 0/10 | 3/10 | 2/10 | 8/10
VI1/30 veces DT Quimi —Hib concentrada | 0/10 | 0/10 | 0/10 | 0/10 | 3/10 | 1/10 | 8/10

Leyenda:

GM- granuloma macrofagico; GI- granuloma inmunogénico; N- necrosis; TG- tejido de granulacion; HE-

hematopoyesis extramedular; Mg- microgranuloma.
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Figura 16. Aspecto del sitio de administracion. A: zona blanquecina de un animal del grupo
placebo, B: formacion nodular en el musculo (flecha) de un animal del grupo 111 tratado
con 8 veces la DT; C: formacion nodular en el masculo (flecha) de un animal del grupo VI

tratado con 30 veces la DT
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Como puede observarse en la Tabla 30 los principales efectos adversos reportados corresponden
al sitio de administracion. Excepto en los grupos | (solucién salina) y VII (30 veces DT de la
TRIVAC-HB + Quimi-Hib concentrada), en los restantes grupos se reportaron granulomas
inmunogénicos que alternaban con areas de necrosis, especificamente en los grupos 111 (8 veces
la DT) y IV (15 veces la DT), que se corresponden con las menores dosis y volimenes de esta
vacuna, y donde se observaron indicios de la formacion de tejido de granulacién, como
mecanismo de reparacion.

En los grupos tratados con el placebo, con las diferentes dosis del producto, y con la vacuna
TRIVAC-HB la mayoria de los animales presentaron granulomas, que fueron clasificados como
macrofagicos ¢ inmunogénicos, para sefialar en este Gltimo caso la presencia de infiltrados
linfoides y células plasméticas, ademas de macrofagos, como evidencia de una activa respuesta
inmune local.

La presencia de adyuvantes como el fosfato de aluminio en las preparaciones vacunales
demostrd ser un eficaz potenciador de respuestas inflamatorias efectoras, caracterizadas
fundamentalmente por la presencia de macréfagos y leucocitos neutréfilos. En nuestro estudio se
evidencia la presencia de estas caracteristicas histoldgicas en la mayoria de los animales,
(excepto en los grupos 1/ solucion salina y VII1/30 veces la DT Quimi-Hib, como se refirid
anteriormente), incluso aquellos tratados solo con el placebo, en los cuales no existe el
componente antigenico de la vacuna y si el fosfato de aluminio el principal responsable de este
efecto. En la figura 17 se muestra un ejemplo de este hallazgo en un animal del grupo placebo.
También se observd, en los animales inoculados con la vacuna pentavalente y con TRIVAC-HB,
la presencia de granulomas sélidos e infiltrados profusos con linfocitos y células plasmaticas
(figura 18), en animales aislados de estos grupos, centros necroticos en el endomisio de la fibra
muscular y tejido de granulacién. En los animales del grupo control Quimi-Hib, no se evidencid
alteraciones en el sitio de administracién, coincidiendo con los restantes estudios toxicologicos
realizados a este producto, lo que se corrobora por el aspecto normal del musculo, sin dafio en el
tejido.

El estudio realizado a muestras de higado evidencid la presencia de hematopoyesis extramedular
y de microgranulomas, hallazgos no relacionados con el producto en estudio. La hematopoyesis
extramedular es un evento comunmente encontrado en animales jovenes de esta especie y se

considera una respuesta fisiolégica normal ante el estrés causado por la manipulacion, mientras
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Figura 17. Granuloma macrofagico focal en el tejido muscular de un animal del grupo

placebo (10X)
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Figura 18. Hallazgos microscopicos en el sitio de administracion. A-Granuloma
inmunogénico, solido, con presencia de linfocitos y células plasmaticas, animal del grupo
111 (8 veces la DT) (40X). B- Células plasmaticas y linfocitos (elipse) en el sitio de
administracion, animal del grupo V (30 veces la DT) (100X). C- Granuloma inmunogénico
con centro necrético (flecha), animal del grupo V (30 veces la DT)(10X). D- Aspecto normal
del tejido muscular, animal del grupo | (Solucion Salina) (10X)
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que los microgranulomas, cuya frecuencia de aparicion fue muy baja (4 animales de 70) (126), lo
que consideramos no es un hallazgo de significacion en nuestro estudio (Figura 19).

Los 6rganos del sistema inmune no presentaron alteraciones. El bazo, timo y ganglios linfaticos
mesentéricos evidenciaron morfologia de hiperplasia linfoide, como resultado de la respuesta de
éste sistema ante la administracion de los antigenos incluidos en la formulacién (Figura 20). No
fue reportado deplecion de células ni ningun otro efecto que indicara dafio sobre éstos 6rganos.
En el bazo, ademas de la presencia de foliculos linfoides hiperplésicos (Figura 20-A), resulto
significativa la aparicién de hematopoyesis, reportada para la mayoria de los animales, incluidos
los del grupo tratado con solucion salina, lo que como explicamos anteriormente, no se relaciona
con la administracion de la vacuna pentavalente o sus componentes TRIVAC-HB y Quimi-Hib
concentrada. En la Figura 20-B se puede observar la presencia de megacariocitos en el bazo de
un animal del grupo tratado con solucién salina.

Estadisticamente los datos fueron analizados a través de la construccion de tablas de
clasificacion cruzada, donde se compar0 la aparicién o no de hallazgos entre los grupos. En la
mayoria de los casos se presentaron diferencias significativas entre los grupos | (solucion salina)
y VII (30 veces la DT Quimi-Hib) con respecto a los grupos tratados con la vacuna pentavalente

y no se presentaron diferencias entre el placebo y los grupos administrados con la vacuna.

RESUMEN:

El peso corporal de los animales en estudio resulta una herramienta importante para evaluar la
toxicidad potencial de sustancias exdgenas dada la sensibilidad de este pardmetro de variar ante
la influencia de las mismas, aun de aquellas de muy baja toxicidad. En los resultados obtenidos
se demostrd que la administracion de dosis hasta 30 veces la dosis terapéutica de la vacuna
pentavalente, no produjeron efectos capaces de alterar la ganancia de peso normal de la especie
utilizada, resultados similares a los descritos para las vacunas TRIVAC-HB® y pentavalente 4 +
1. Este elemento, lo consideramos importante al permitir el anlisis del potencial de toxicidad de
la vacuna, lo cual resulta un indicativo de que la unién de los cinco antigenos en una formulacion
pentavalente liquida, no produce variaciones significativas en el peso corporal, por lo que se
puede inferir la no presencia de alteraciones metabdlicas que afecten este parametro después de
combinar ambos productos. En cuanto a las observaciones macroscopicas las mismas
corroboraron las observaciones clinicas, mostrando efectos adversos locales en el sitio de

administracién, coincidimos con los autores en que estos no constituyen signos de toxicidad que
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Figura 19. Hallazgos histologicos en el higado. Microgranuloma en un animal del grupo VI
(30 veces la DT TRIVAC-HB (10X)
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Figura 20. Bazo de un animal del grupo V (30 veces la DT). A: Se evidencia plena
funcionalidad, con la presencia de foliculos prominentes (10 X), B: hematopoyesis, se
observa la presencia de megacariocitos en un animal tratado con solucion salina (40 X). C:
Timo normal de un animal del grupo 1V (15 veces la DT) (5 X), médula (fecha) y corteza
(cabeza de flecha D: Ganglio linfatico mesentérico inguinal hiperplasia folicular del
ganglio, animal del grupo V (30 veces la DT), (10 X)
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invaliden el uso de este producto. De igual forma también se pudo constatar, acorde a los
resultados y hallazgos obtenidos en la evaluacion histopatologica se demostrd, la no presencia
de alteraciones en los 6rganos estudiados, especialmente los relacionados con el sistema inmune
en los que se aprecié morfolégicamente plena funcionalidad, dada la ausencia de signos que
indicaran alteraciones estructurales o funcionales capaces de comprometer su actividad.
Consideramos que los hallazgos clinicos y macroscopicos en el sitio de administracion estan
directamente relacionados con el mecanismo de accion de la vacuna pentavalente y con los

componentes de su formulacion.

5.2.5- Tolerancia local de la vacuna pentavalente TRIVAC-HB + Quimi-Hib concentrada
5.2.2.1- Observaciones clinicas

Como se ha podido observar hasta el momento en los datos mostrados en los estudios previos, el
unico signo clinico relevante o fue la presencia de induraciones y quistes en el sitio de
administracion, presumiblemente relacionados con la administracion reiterada y con los
componentes de la formulacion. Debe destacarse que estos efectos observados en el sitio no
produjeron alteraciones en la marcha ni dafios en la epidermis de los animales. Vale resaltar, el
hecho de que en el grupo administrado con la dosis terapéutica de la vacuna pentavalente no se
observo el dafio local.

Un aspecto a tener en cuenta por su importancia resulta la similitud en las observaciones
registradas en el sitio de inyeccion entre el grupo V (10 veces la DT del producto pentavalente) y
las reportadas para la extremidad derecha de los animales del grupo V1, inoculado con la vacuna
TRIVAC-HB. En ambas extremidades se presentaron induraciones en contraste con la
extremidad izquierda, inoculada con Quimi-Hib, lo que sugiere que la vacuna tetravalente es la

responsable de los efectos adversos encontrados.

5.2.2.2- Hallazgos macroscopicos

El sacrificio de los animales se realiz6 en dos momentos, el dia 8 del estudio, luego de 4
administraciones en dias alternos y el dia 14, luego de 7 dias en que los animales permanecieron
sin inocular. A ambos tiempos se realizd la observacion macroscopica de todos los 6rganos
durante la necropsia, sin que se evidenciaran dafios en los mismos. Al igual que en las
observaciones clinicas, los Unicos hallazgos reportados estan relacionados con el sitio de
administraciéon. Los que estuvieron limitados a la aparicion de areas blanquecinas, pequefios

nodulos y quistes, en la mayoria de los grupos de tratamiento y en ambos tiempos de sacrificio,
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excepto en los grupos inoculados con solucién salina y con la vacuna Quimi-Hib concentrada.

En la Figura 21 se observa la morfologia de estos hallazgos.

5.2.2.3- Hallazgos microscopicos

La incidencia de los diferentes hallazgos observados fue similar para ambos tiempos de
sacrificio, como puede observarse en las tablas 24 y 25 donde, de manera resumida se muestran
estos resultados.

Tanto el dia 8 como el dia 14 constituyeron hallazgos relevantes en esta evaluacion los
correspondientes al sitio de administracion. 24 horas después de concluidas las 4 inoculaciones,
los animales presentaron granulomas macrofagicos difusos, infiltrados de neutrofilos, linfocitos y
células plasmaticas. En ciertos casos se evidenciaron ademas, areas necroticas, abscesos estériles
y tejido de granulacion. Los signos mencionados fueron reportados en su mayoria en el estudio
realizado el dia 14, lo cual resulta un hallazgo esperado a partir de la pobre reversion que han
mostrado los efectos locales en numerosos estudios realizados con vacunas adyuvadas y
polivalentes (77;127-130).

Los principales hallazgos de érganos parenquimatosos y del sistema inmune estan relacionados
con la estimulacion antigénica evidenciada en los ganglios linfaticos mesentéricos, en el timo y
en el bazo. En todos se observé plena funcionalidad, con la presencia de foliculos linfoides y
centros germinales, (Figura 22).

En el higado y bazo se observé hematopoyesis extramedular, en la totalidad de los animales de
cada grupo. En el higado la presencia de pequefios focos necroinflamatorios fue reportada en un

total de 12 animales de los 130 que integraron el estudio, demostrando una escasa incidencia.

RESUMEN:

La vacuna pentavalente TRIVAC-HB + Quimi-Hib concentrada es bien tolerada ya que los
eventos adversos encontrados no constituyeron signos de toxicidad, si tenemos en cuenta que el
patrén de respuesta local observado es una manifestacion evidente de la consecuencia de la
estimulacién antigénica generada por el producto lo que constituye un efecto clasico para este
tipo de vacuna. Un elemento importante a destacar es el que tras la administracion reiterada del
producto de estudio, no se evidenciaron trastornos ni cambios en la marcha ni dafios en la
epidermis, resultados similares a los obtenidos en el estudio referido anteriormente, de Toxicidad
Aguda. Por otro lado, en todos los grupos de tratamiento se observé incremento de peso corporal

y consumo normal de alimento, lo que indica o presupone una adecuada actividad metabdlica del
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Figura 21. Observaciones en el sitio de administracion. A: Nodulo blanquecino en un
animal del grupo placebo. B: Quiste en un animal del grupo V (30 veces la DT). C: Nédulo
en la extremidad izquierda de un animal del grupo V, inoculado con la vacuna TRIVAC-
HB. D: Extremidad con aspecto normal en un animal del grupo VI inoculado con la vacuna
Quimi-Hib concentrada.
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Figura 22. Hallazgos histolégicos., A: ganglio linfatico mesentérico inguinal evidenciando
plena funcionalidad, se observan foliculos linfoides (5 X), B: mayor aumento de los ganglios
linfaticos mesentéricos, se observa la presencia de un centro germinal (10 X), C: Higado
mostrando una morfologia normal (40 X).



Resultados Seguridad preclinica

organismo y permite inferir que este producto no produce efectos toxicos capaces de alterar la
homeostasis del animal. Otro elemento que consideramos le confiere un alto valor al resultado
obtenido en este estudio, es la inclusion, se evidencid que la vacuna no produjo dafios sistémicos
atribuibles a las diferentes dosis ensayadas y que los hallazgos reportados en los 6rganos del
sistema inmune indican plena funcionalidad del mismo, de acuerdo al efecto esperado para este
producto.

5.2.6- Toxicidad a dosis repetidas de la vacuna pentavalente TRIVAC-HB + Quimi-Hib
concentrada

5.2.3.1- Peso corporal

Como puede observarse en las figuras 23 y 24 (Tabla X y XI del Anexo), en ambos sexos los
valores de peso corporal fueron similares en cada tiempo de evaluacién, lo que se vio confirmado
al realizar el analisis estadistico correspondiente, donde no se reportaron diferencias
significativas entre los grupos. Se demostrd que no existio influencia de la dosis administrada
sobre este parametro. Los animales tratados con las vacunas TRIVAC-HB y Quimi-Hib
concentrada por separado mostraron igual comportamiento, sin evidenciar diferencias
estadisticamente significativas con los grupos de dosis en que fueron combinadas en una
formulacién pentavalente.

En ambos sexos se evidencia un incremento sostenido de peso a lo largo de todo el estudio,
independientemente de la dosis y a pesar de que los animales fueron administrados diariamente
durante 14 dias. Al realizar comparaciones pareadas a los datos, se observd que existieron
diferencias estadisticamente significativas que confirman este hecho, las que se mantuvieron en

el analisis realizado al grupo satélite.

5.2.3.2- Consumo de alimentos

En las Figuras 25-A y B (Tabla XII del Anexo), se refleja el comportamiento del consumo diario
de alimento en ambos sexos el que se mantuvo dentro de los pardmetros considerados normales
para esta especie (10g/100g de peso corporal/dia), sin que se presentaran diferencias marcadas
entre los grupos de tratamiento para un mismo tiempo de evaluacién, lo cual fue comprobado en
el analisis estadistico realizado.

Al analizar este parametro es importante sefialar que no existieron diferencias significativas en el

consumo de alimento reportado para los animales administrados con las vacunas TRIVAC-HB y
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Figura 23. Comportamiento del peso corporal (g). Animales hembras. Prueba Anova seguida
de la prueba LSD y de T pareada de comparaciones multiples. Los asteriscos representan
diferencias significativas en el tiempo
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Figura 24. Comportamiento del peso corporal (g). Animales machos. Prueba Anova seguida
de la prueba LSD y de T pareada de comparaciones multiples. Los asteriscos representan
diferencias significativas en el tiempo
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Quimi-Hib concentrada por separado, con respecto a aquellos que fueron tratados con la
combinacion pentavalente.

El grupo satélite se muestra en la Figura 25-C puede observarse que hubo un ligero incremento
en estos valores, evento estadisticamente significativo y mas notorio en los animales machos de

cada grupo.

5.2.3.3- Observaciones clinicas

En las observaciones clinicas realizadas diariamente no se observaron signos que indicaran
efectos toxicos del producto. Los animales no presentaron cambios en el pelaje; la coloracion y
la apariencia de ojos y membranas mucosas se mantuvo normal, asi como el comportamiento,
manifestando en todo momento una adecuada respuesta ante los estimulos. No se registraron
muertes durante el estudio. El Unico signo clinico relevante detectado fue la presencia de
induraciones y nddulos en el sitio de administracion (cuadriceps femoral), sin evidenciarse
alteraciones en la marcha ni dafios en la epidermis de los animales tratados con las diferentes
dosis de la vacuna pentavalente y la dosis alta de TRIVAC-HB.

Después de 5 administraciones consecutivas de las diferentes dosis, las induraciones reportadas
fueron minimas, las que fueron aumentando en severidad a medida que se sucedieron las
mismas, en estrecha relacién con el nivel de dosis inoculado. Hacia el final del periodo de
administracién se hicieron evidentes la presencia de formaciones nodulares y quistes en ambas

extremidades en los mismos grupos antes citados.

5.2.3.4- Determinaciones hematoldogicas y bioquimicas

e Hematologia

Los hallazgos hematoldgicos mas significativos se refieren a la ligera disminucion observada en
la determinacién de hemoglobina y hematocrito en los animales de los grupos IV, V y VI
(tratados con 6 y 9 veces la dosis terapéutica de las vacunas pentavalente y TRIVAC-HB,
respectivamente) tomado como referencia los valores obtenidos en el grupo no tratado (basal)
(Tablas XI1I1'y XIV del Anexo). Aln cuando estas determinaciones estan ligeramente por debajo
del rango calculado para este estudio, se encontraron dentro de los valores normales reportados
para esta sublinea a partir de un analisis histérico (131).

Otro aspecto de interés resulté la deteccion de un ligero incremento en el porciento de
polimorfonucleares reportado para los grupos V, VI y VII, tratados con 9 veces la DT de la

formulacion pentavalente, control TRIVAC-HB y control Quimi-Hib concentrada,
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respectivamente. También se registro ligeras variaciones en el % de linfocitos (decrementos de
59 %, 62 % y 62 %, respectivamente, en los grupos antes mencionados), linfocitos (62 % de
linfocitos en comparacion con un rango entre 71 y 81 %) y eosindfilos con un valor de 2 en los
animales machos correspondientes al grupo 1V, 6 veces la DT de la vacuna pentavalente, en
ambos casos.

e Bioquimica sanguinea

El anélisis estadistico mostro diferencias entre los valores obtenidos en los animales del grupo
basal respecto a los valores individuales de animales de cada grupo de tratamiento, no obstante,
la interpretacion bioldgica de estos resultados al compararlos con los rangos antes mencionados
nos indican un comportamiento normal de estas enzimas, que mostraron un patrén que las ubica
dentro del rango de referencia calculado para este estudio e igualmente dentro del rango
establecido para las ratas Sprague-Dawley de las sublineas Cenp: SD y Tac:N(SD)fBR
producidas por CENPALAB vy la compafiia Taconic, respectivamente (125) (Tablas XV y XVI
del Anexo).

Los resultados obtenidos en la determinacion de creatinina y ASAT, mostraron valores dentro
de los rangos normales en todos los casos analizados. ALAT, al ser comparada con las
concentraciones de referencia mostr6 valores promedio ligeramente mas elevados en los
animales de los grupos IlI, 1V, V, VI y VII (tratados con los diferentes niveles de dosis de la
vacuna pentavalente, con las vacunas Quimi-Hib y TRIVAC-HB). En el caso de ALP, todos los
grupos mostraron un comportamiento no relacionado con la dosis, apareciendo incrementos en la

concentracion enzimética por encima del valor de referencia de este estudio.

5.2.3.5- Hallazgos macroscopicos

En los registros no se evidenciaron alteraciones en los 6rganos inspeccionados en ningln
momento de sacrificio. Los signos mas significativos estan relacionados con el sitio de
administracion, en el cual se observd la presencia de nédulos blanquecinos en correspondencia
con lo reportado en las observaciones clinicas, asi como quistes en las dosis méas elevadas
(Figura 26). Es significativa la diferencia en la frecuencia de aparicion de estos signos locales
entre los animales sacrificados tras 4 administraciones y los que fueron tratados durante 14 dias
(Tabla 31), asi como la ausencia de alteraciones en el grupo tratado con Quimi-Hib por separado
(grupo V1I).
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o

Figura 26. Observaciones macroscopicas en el sitio de administracion. A: formacion
nodular con absceso en un animal del grupo V (30 veces la DT). B: nédulo blanquecino en
la extremidad de un animal del grupo IV (15 veces la DT). C: aspecto normal de la
extremidad de un animal del grupo VII (30 veces la DT Quimi-Hib concentrada)
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Tabla 31. Frecuencia de aparicion de alteraciones macroscépicas en el sitio de administracion
por tiempo de sacrificio

Sacrificio tras 4 Sacrificio tras 14
Grupo/Tratamiento administraciones administraciones
? d ? 3

I /Solucion salina al 0.9 % 0/10 0/10 0/10 0/10
11/ Placebo 1/10 0/10 5/10 4/10
I11/3 veces la DT/ vacuna 4+1 1/10 1/10 5/10 5/10
IV/6 veces la DT/ vacuna 4+1 3/10 3/10 5/10 5/10
V/9 veces la DT/ vacuna 4+1 1/10 1/10 5/10 5/10
V1/9 veces la DT/TRIVAC-HB 4/10 3/10 5/10 5/10
VII/9 veces la DT/Quimi-Hib concentrada 0/10 0/10 0/10 0/10

Esta agrupacién de hallazgos en funcion de la cantidad de animales afectados resulta descriptiva,
sin embargo nos permitié observar que luego de ser administrados 4 dias sucesivos con la vacuna
pentavalente y con TRIVAC-HB por separado, los eventos son menores desde el punto de vista
cualitativo y cuantitativo que luego de 14 dias consecutivos de tratamiento, como era de esperar.
El grupo satélite se analizo el dia 28 del estudio, en él se evidencio alteraciones macrocépicas en
el sitio de administracion, donde no se observo reversion de estos hallazgos.

Ademas de estas observaciones locales, se report6 hiperplasia del bazo en un animal del grupo
V1, inoculado con el control TRIVAC-HB.

5.2.3.6- Peso relativo de los 6rganos

En ninguno de los momentos de sacrificio el peso relativo de los 6rganos promedio mostro
diferencias de consideracion entre los grupos de tratamiento, ya que en la mayoria de los casos se
mantuvieron dentro del rango normal calculado. Las variaciones por encima de estos rangos
calculados (como en el caso del peso del pulmén de los animales hembras sacrificados
posteriores a las 14 administraciones) son ligeras y aparecen también en el grupo tratado con el
placebo de la formulacion (Tablas XVII — XX del Anexo).

Aunque en el andlisis estadistico se observaron diferencias significativas en el peso de alguno de
estos Organos, al realizar las comparaciones multiples, no fue posible detectar entre qué grupos

éstas se presentaron, lo cual confirma la escasa magnitud de estas diferencias.
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Si bien el andlisis matematico de los datos resulta valido, la interpretacion de éste parametro
debe realizarse fundamentalmente a partir de la evaluacion de su comportamiento con respecto al
rango normal de referencia establecido para el estudio, del rango normal historico referido para
la especie y el resultado debe integrarse a los datos aportados por el estudio histopatoldgico, la
patologia clinica y las observaciones clinicas antes de emitir una evaluacion concluyente (123).
De manera general, el peso relativo de los 6rganos no se vio alterado en ninguno de los grupos
incluidos en el estudio, mostré un comportamiento similar en cada uno independientemente de

los diferentes tratamientos inoculados.

5.2.3.7- Hallazgos microscopicos

Este procedimiento se realizé en dos momentos, los correspondientes a cada tiempo de sacrificio
(luego de 4 administraciones, el dia 14 y el dia 28, en particular para los animales del grupo
satélite. La frecuencia en que se presentaron se resume en la Tabla 32.

Sacrificio tras 4 administraciones sucesivas

Tabla 32. Hallazgos microscopicos y su frecuencia de aparicion

Sitio de administracion ( animales reportados/ total de animales)

Grupo/Tratamiento INM | GMD+N | GMF | GMF+CC | TG Ab
I/ solucion salina 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 | 0/10
11/ placebo 1/10 3/10 4/10 0/10 0/10 | 1/10
IT1/ 3 veces la DT, vacuna 4+1 0/10 5/10 0/10 3/10 1/10 | 0/10
IV/6 veces la DT, vacuna 4+1 0/10 9/10 1/10 0/10 1/10 | 0/10
V/ 9 veces la DT, vacuna 4+1 0/10 4/10 4/10 0/10 2/10 | 0/10
VI1/ 9 veces la DT TRIVAC-HB 1/10 5/10 2/10 0/10 2/10 | 0/10
VII/ 9 veces la DT Quimi-Hib 3/10 0/10 0/10 0/10 0/10 | 0/10
. Bazo Higado

Grupo/Tratamiento HE HE FN

I/ solucion salina 10/10 0/10 | 1/10

11/ placebo 9/10 1/10 | 1/10

III/ 3 veces la DT, vacuna 4+1 10/10 2/10 | 2/10
IV/6 veces la DT, vacuna 4+1 10/10 2/10 | 3/10
V/9 veces la DT, vacuna 4+1 10/10 0/10 | 2/10
V1/ 9 veces la DT TRIVAC-HB 9/10 1/10 | 2/10
VII/ 9 veces la DT Quimi-Hib 9/10 0/10 | 0/10

Leyenda:

INM- infiltrado de neutréfilos y macréfagos; GMD+N- granuloma macrofagico difuso con necrosis y tejido de
granulaciéon; GMF- granuloma macrofagico focal, con tejido de granulacion e infiltrados de neutréfilos;
GMF+CC- Granuloma macrofagico focal a nivel del perimisio, con presencia de células cebadas y algunos
linfocitos; TG- Tejido de granulacién con infiltrado de macrofagos y linfocitos; Ab- Absceso estéril y tejido de
granulaciéon HE- hematopoyesis extramedular, FN- pequefio foco necroinflamatorio, NS- area de necrosis focal.
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Como puede observarse, en este momento de sacrificio los principales hallazgos reportados
fueron la presencia de hematopoyesis extramedular de bazo, acompafiado en algunos casos de
centros germinales a nivel de la pulpa blanca, pequefios focos necroinflamatorios en el higado y
granulomas en el sitio de administracion. En el resto de los 6rganos evaluados que no aparecen
en la tabla (médula dsea, encéfalo, timo, adrenales, pulmon) no se reportaron cambios
morfoldgicos. La hematopoyesis extramedular encontrada en bazo fue observada en la mayoria
de los animales de cada grupo, mientras que en higado la frecuencia de aparicién fue mucho
menor y no sobrepasé los 2 animales de 10 en los grupos 111, 1V tratados con 3 y 6 veces la DT,
asi como incidencia puntual en los grupos Il y VI, inoculados con el placebo y control TRIVAC-
HB. Al observarse este evento en la mayoria de los animales, incluso en los pertenecientes a los
grupo no tratado, administrado con solucion salina y el placebo de la formulacién nos sugiere la
independencia de este hallazgo con los tratamientos empleados (Figura 27).

En higado también se observo la presencia de pequefios focos necroinflamatorios con muy baja
incidencia en algunos grupos, excepto en el grupo VII, control Quimi-Hib. Excepto en el grupo |
(administrado con solucién salina y en el VII, tratado con el componente Quimi-Hib), los
restantes grupos al ser analizados matematicamente, mostraron diferencias estadisticamente
significativas con respecto a los grupos I 'y VII.

Al evaluar el sitio de inoculacion, en los grupos tratados con el placebo y con las diferentes dosis
del producto, la mayoria de los animales presentaron granulomas macrofégicos, focales o
dispersos, con presencia de infiltrados de neutréfilos, macréfagos y células cebadas (Figura 28).
En algunos casos se presentaron pequefias areas de necrosis. En los grupos Il (3 veces la DT),
IV (6 veces la DT), V (9 veces la DT) y VI (9 veces la DT TRIVAC-HB se report6 ademas la
presencia de tejido de granulacién subcutaneo como indice de inicio de los procesos de

reparacion tisular.
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Figura 27. A-Hematopoyesis de bazo en un animal del grupo I (solucion salina) (10 X), B-
Hematopoyesis de bazo, animal del grupo V (30 veces la DT) (10 X), megariocito (flecha).

A B

Figura 28. Hallazgos en sitio de administracion. A. Granuloma macrofagico focal, con
areas de necrosis (flecha) en un animal del grupo 111 (3 veces la DT) (10 X), B. Infiltrado de
linfocitos y células plasmaticas en un animal del grupo V (9 veces la DT)(40 X).
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Sacrificio tras 14 administraciones sucesivas

Tabla 33. Hallazgos microscopicos y su frecuencia de aparicion

Hallazgos (animales reportados/total de animales sacrificados)

Bazo Ganglios Higado Pulmon S.it.i ©ar . s
Grupo/Tratamiento popliteos administracion

HE +CG FS HE | FN NI | GMD+N | GMF
1/ solucion salina 10/10 0/10 1/10 | 1/10 0/10 0/10 0/10
11/ placebo 8/10 010 | o/10 | 1710 | o/10 7/10 2/10
IT1/ 3 veces la DT, vacuna 4+1 10/10 5/10 3/10 | 5/10 0/10 10/10 0/10
IV/ 6 veces la DT, vacuna4+1 | 10/10 9/10 | 4/10 | 510 | 110 9/10 1/10
V/ 9 veces la DT, vacuna 4+1 10/10 2110 | 5/10 | 410 | 110 8/10 2/10
VAT VGG LAY 10/10 8/10 | 7/10 | 510 | 2/10 10/10 | 0/10
TRIVAC-HB
VII/9 veces la DT 10/10 010 | 0/10 | 2/10 | o0/10 0/10 0/10
Quimi-Hib concentrada

Leyenda:

HE- hematopoyesis extramedular, CG- centro germinativo, FS- foliculo secundario, FN- pequefio foco
necroinflamatorio, NI- foco necroinflamatorio; GMD+N- granuloma macrofagico difuso con &reas de necrosis y
tejido de granulacion; GMF- granuloma macrofagico focal, con tejido de granulacién e infiltrados de neutréfilos

Los hallazgos de mayor incidencia en los 6rganos parenquimatosos fue la presencia de
hematopoyesis de bazo, observada en los grupos tratados con las diferentes formulaciones
vacunales, verificandose en estos la mayor incidencia de aparicion (10/10), excepto 2 animales
del grupo Il (Placebo) y en higado, con menor incidencia por grupo, menos los grupos Il y VI,
donde no se reportd este hallazgo. También se observO la presencia de pequefios focos
necroinflamatorios en todos los grupos incluidos en el estudio, cuya mayor frecuencia de
aparicion (5/10) fue descrita en los grupos tratados con 3 y 6 veces la DT de la combinacién
pentavalente y el control TRIVAC-HB. Se observo ademas, neumonia intersticial periarterioral y
peribronquial, caracterizada por infiltrados de células mononucleadas, la cual se present6 en
algunos animales puntuales de los grupos IV, V y VI. Los érganos del sistema inmune no
presentaron alteraciones: bazo, timo y ganglios popliteos evidenciaron morfologia de plena
funcionalidad (Figuras 29A-C). No se report6 deplecion de células ni otro efecto que indicara
dafio sobre éstos 6rganos. En el bazo fue significativa la presencia de centros germinales en la
pulpa blanca y en los ganglios se reportdé una alta incidencia de foliculos secundarios como

indice de actividad proliferativa en estos 6rganos.
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Figura 29. Hallazgos histoldgicos. A: Centro germinal (elipse) en la pulpa blanca del bazo
de un animal del grupo V (9 veces la DT) (10 X), B: Timo de un animal del grupo IV (6
veces la DT), presencia de a zona medular y cortical (10 X), C: Centro germinal en el
ganglio linfatico mesentérico (circulo) de un animal del grupo V (9 veces la DT) (40 X).

Figura 30. Granuloma macroféagico difuso con tejido de granulacién (40 X).
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En el sitio de administracion se hizo evidente la respuesta inmune local, caracterizada por la
presencia de granulomas macrofagicos, que alternan entre difusos y focales, con areas de
necrosis y tejido de granulacion, de manera similar a lo reportado en el sacrificio anterior.
Estadisticamente los datos fueron analizados a través de la construccion de tablas de
clasificacion cruzada, donde se compar0 la aparicién o no de hallazgos entre los grupos. En la
generalidad de los casos se presentaron diferencias significativas entre los grupos | (solucion
salina) y VII (9 veces la DT Quimi-Hib) con respecto a los grupos tratados y no se presentaron
diferencias entre el placebo y los grupos administrados con la vacuna. Los animales del grupo
satélite mostraron poca variacion al analizar los érganos de interés, como puede observarse en la
tabla 34.

Tabla 34. Hallazgos microscopicos y su frecuencia de aparicion. Grupo satélite

Hallazgos (animales reportados/total de animales sacrificados)

Grupo Bazo Ganglios popliteos Higado Pulmoén
HE+CG FS HE FN NI
VIII/Satélite 10/10 3/10 4/10 5/10 4/10
Leyenda:

HE- hematopoyesis extramedular, CG- centro germinativo, FS- foliculo secundario, FN- pequefio foco
necroinflamatorio, NI- neumonia intersticial peri-arteriolar y peri bronquial con presencia de linfocitos, células
plasméticas y macrdfagos espumosos

Los hallazgos encontrados coinciden con los expresados con anterioridad, presencia de
hematopoyesis extramedular en bazo e higado, focos necroinflamatorios en este Gltimo vy
neumonia intersticial en pulmon.

En el sitio de administracién, se mantuvo como hallazgos de interés la presencia de granulomas
macrofagicos difusos a nivel del endomisio de las fibras musculares, con areas de necrosis,
tejido de granulacion e infiltrado de linfocitos y células plasmaticas, tal y como se observo en los
andlisis realizados tras 4 y 14 administraciones (Figura 30)

5.2.3.8- Evaluacion de efectos inmunotoxicologicos

El resumen de los resultados obtenidos por grupo se muestra en las Tablas de la XXI a la XXI1I
del Anexo. En estos se evidencia que la presencia de foliculos secundarios y centros
germinativos en los animales machos fue superior a la obtenida en los animales hembras. La
estimulacién de linfocitos T aumento en correspondencia con la elevacion de los niveles de dosis

probados, figuras 31 y 32. En la evaluacién de los centros germinativos por sexo se observo un
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Figura 31. Resumen valores de areas de diferentes zonas del bazo por grupo de tratamiento,

animales hembras. Prueba Kruskal Wallis seguida de la prueba Dunn.
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Figura 32. Resumen valores de areas de diferentes zonas del bazo por grupo de tratamiento,

animales machos. Prueba Kruskal Wallis sequida de la prueba Dunn.
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comportamiento similar al antes descrito, con disminucion de estos 15 dias después de concluido
el tratamiento, figuras 33 y 34. En ninguno de estos dos analisis se detectaron diferencias

estadisticamente significativas entre los grupos para los test aplicados.

RESUMEN: Los animales empleados en este estudio mostraron un patron de comportamiento
normal, con indices de consumo de alimento, ganancia de peso corporal y comportamiento
correspondiente a animales sanos de la especie. Esto indica que la administracion reiterada del
producto no causO alteraciones metabdlicas o conductuales que puedan ser traducidas como
efectos adversos. En las observaciones clinicas realizadas solo se reportaron como signos de
importancia los referidos al sitio de administracion, en el cual se presentaron induraciones y
nodulos, efecto que clinicamente ya ha sido reportado para numerosas vacunas que se encuentran
registradas y con amplio uso comercial. Las determinaciones de patologia clinica (hematologia y
bioquimica sanguinea) demostraron que no existieron alteraciones funcionales y/o estructurales
en de los 6rganos evaluados, indicando que la administracion reiterada del producto ensayado no
provoca toxicidad en ninguno de ellos. La evaluacion histopatolégica demostré que la
administracion reiterada del producto o sus componentes no induce alteraciones en los drganos
estudiados, mostrando los del sistema inmune morfologia de plena funcionalidad. El sitio
inoculado mostr6 evidencias de respuesta inmune local, atribuible al efecto del adyuvante y al
mecanismo de accion de la vacuna. Los hallazgos microscépicos mostraron la presencia de
granulomas de diferentes grados en el sitio de administracion y estimulacién antigénica en bazo
y ganglios mesentéricos. La evaluacion de efectos inmunotoxicoldgicos evidencié que la
aplicacién de la vacuna pentavalente TRIVAC-HB + Quimi-Hib concentrada no indujo eventos
adversos sobre el sistema inmune de los animales, se observo una respuesta en correspondencia
con los niveles de dosis aplicados en cada caso la que descendi6 una vez concluido el
tratamiento. Estos resultados obtenidos en este estudio nos aseguran que la vacuna pentavalente
TRIVAC-HB + Quimi-Hib concentrada muestra un adecuado marco de seguridad para su

empleo en estudios clinicos en lactantes.
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Figura 33. Frecuencia de aparicion de centros germinativos (CG) por grupo de tratamiento
y por sexo. Prueba Kruskal Wallis sequida de la prueba Dunn.

Figura 34. Animal 6 del grupo V tratado con la dosis alta de la vacuna pentavalente. Bazo.
Centro Germinativo (Flecha negra). 5X. HE.
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5.3 Discusion

El peso corporal es uno de los indicadores mas sensibles en la condicion de un animal y de
efectos adversos, por ello es monitoreado frecuente y cuidadosamente durante cada estudio
toxicologico. Una pérdida marcada o répida del peso corporal usualmente es el anuncio de una
enfermedad o de muerte, esta puede ser consecuencia del decremento del consumo de agua y
alimentos, enfermedades o efectos toxicos especificos (91).

La reduccion en la ganancia del peso corporal puede ser el reflejo de una amplia variedad de
respuestas, incluyendo reduccién de la palatabilidad, asi como la induccién de anorexia o
toxicidad sistémica por el tratamiento, por lo que el efecto contrario se considera signo de
bienestar (91;121;122). A diferencia de lo anteriormente planteado, en los esquemas
toxicoldgicos desarrollados a cada candidato vacunal, los animales aumentaron progresivamente
el peso en cada periodo evaluado, independientemente del nimero de inoculaciones y de los
tratamientos probados, lo que constituyd un indice indirecto de la ausencia de efectos toxicos y
de la preservacion del bienestar, como asevera Hayes en su edicién del 2008.

En la evaluacion de toxicidad aguda de la vacuna Quimi-Hib, los animales de cada grupo
mantuvieron un incremento progresivo de peso corporal durante el periodo de experimentacion,
como indice indicativo del efecto beneficioso de la sustancia en estudio. Se demostré que no
existié influencia de la inoculacion de altas dosis/volumen (hasta 45 veces la DT) de esta vacuna
sobre la ganancia de peso corporal de los animales; lo que indirectamente evidencia la ausencia
de toxicidad de la misma. Los animales administrados tanto en aplicacion Gnica, asi como con
inoculaciones reiteradas de la vacuna monovalente, mostraron incrementos del peso corporal en
todos los grupos que se corresponden con las curvas de crecimiento de animales sanos en ambos
sexos (124), lo que indica que la sustancia de ensayo no causoé alteraciones en el metabolismo del
animal. Este resultado estd en concordancia con el comportamiento normal de los valores
obtenidos diariamente en el alimento consumido en cada grupo.

En los estudios antes citados, el comportamiento del parametro consumo de alimentos fue
positivo y constituyd un indicativo del mantenimiento de buenas condiciones de salud de los
animales durante cada ensayo y de la inocuidad de la vacuna de prueba, incluso en el esquema de
inoculaciones reiteradas se confirma esta afirmacion, la que coincide con lo planteado por Wiley-

Blackweel en el afio 2012. En los puntos de tiempo evaluados se destaca un incremento
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significativo del consumo de alimentos en el tiempo, independientemente del sexo, los niveles de
dosis y frecuencia de inoculacion evaluada.

Los registros de alimento consumido se tradujeron en un incremento normal del peso corporal de
los animales, como se discutid anteriormente. Este dato también constituyé un elemento
importante para sustentar la no toxicidad de la vacuna sintética en estudio ya que este parametro
es otro de las cuantificaciones fundamentales a seguir durante el monitoreo del comportamiento
animal en un estudio toxicoldgico y considerando ademas, lo planteado por Wilson en el 2008 en
relacion a animales que sufran eventos adversos producidos por la exposicion a un producto en
estudio, los que frecuentemente muestran decrementos importantes del alimento consumido (91),
antecedente en contraposicion con los resultados obtenidos.

De manera similar, en el analisis de la seguridad de la vacuna combinada pentavalente TRIVAC-
HB + Quimi-Hib concentrada se observé un incremento sostenido del peso corporal a lo largo
del estudio a dosis repetidas en todos los grupos de tratamiento. En los grupos tratados con las
dosis mas altas, se evidencié que los animales de ambos sexos aumentaron de peso corporal de
manera significativa en el tiempo, lo cual es un elemento importante al evaluar la seguridad de la
vacuna pentavalente debido a la presencia de antigenos de diferentes origenes, que pudieran
afectar este parametro e incidir en el metabolismo animal, en correspondencia con lo planteado
por Wilson en el afio 2008 (91). Es importante destacar que los grupos administrados con la
vacuna combinada tuvieron igual comportamiento que aquellos que fueron administrados con las
vacunas TRIVAC-HB y con Quimi-Hib por separado. Este elemento nos indica que ain cuando
estos componentes se mezclan en una formulacion pentavalente, no se producen variaciones
significativas en el peso corporal, o lo que es igual, que no hay alteraciones metabdlicas que
afecten este pardmetro después de combinar ambos productos. En correspondencia con este
resultado se registraron valores promedios semanales de alimentos consumido dentro de los
rangos considerados normales para esta especie (100mg/Kg./dia)(103), lo cual correlaciona con
el incremento de peso observado.

En las observaciones clinicas realizadas en cada estudio, los signos clinicos relevantes se
localizaron en el sitio de inoculacion, como la presencia de induracion con diferentes grados de
intensidad en la fibra muscular, a excepcién de la toxicidad aguda donde no se observo este
evento, lo que consideramos que este relacionado con la aplicacién de la vacuna en dosis Unica.

En el ensayo de tolerancia local las induraciones clasificadas de ligeras y moderadas fueron
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evidentes en los grupos administrados con las dosis de 10 y 20 veces la terapéutica y al grupo
placebo, las que fueron palpables a partir del dia 3 de este ensayo, luego de 2 inoculaciones, a los
cuales correspondié el mayor volumen de administracion y por consiguiente mayor
concentracion de adyuvante mientras que en grupo tratado con la DT no se palpd este signo
local. La aparicion de induraciones en el sitio administrado con la vacuna Quimi-Hib, adyuvada
con fosfato de aluminio coincide con lo descrito por diferentes autores (77;128;130;132) los que
describen microscopicamente la aparicion de granulomas macrofagicos causantes de induracion
en el sitio de administracion, como signo clasico, a partir de la aplicacion de vacunas adyuvadas
con sales de aluminio. Este evento clinico adverso guarda estrecha relacion con el mecanismo de
accion de estos adyuvantes, tanto el fosfato e hidréxido de aluminio, que como se refiere en la
literatura revisada, contemplan la formacién de depdsitos en el sitio de aplicacién, posibilitando
la liberacién lenta del antigeno produciendo una mayor respuesta inmune en el organismo
(68;71;133;134). En correspondencia con este andlisis, en el estudio de dosis repetidas este
evento fue detectable a partir del dia 4 del estudio, en que se incrementd la intensidad y
frecuencia de aparicion del mismo en relacién con las dosis, volumenes aplicados y nimero de
inoculaciones.

El comportamiento de las vacunas estudiadas fue similar lo descrito en la experiencia clinica con
los adyuvantes de aluminio, estos inducen una reaccion inflamatoria local que ha sido asociada
con dolor, inflamacion, y enrojecimiento del sitio de administracion (61;63;135;136). Estas
reacciones localizadas son usualmente de mediana y corta duracion (61;78;136).

En resumen, los adyuvantes de aluminio reducen la prevalencia y severidad de reacciones
adversas mediante la liberacion lenta de moléculas reduciendo asi la toxicidad (78). Esto fue
demostrado por Gherardi en el afio 2012 empleando lipopolisacaridos unidos a hidréxido de
aluminio via ligando involucrando el intercambio de dos grupos fosfato neutralizando de esta
actividad (137;138). Incluso la prevalencia y severidad de la reaccion inflamatoria local es
afectada por el sitio de inyeccion. Las reacciones locales son mayores empleando la via
subcutanea que con la inmunizacion intramuscular de vacunas de DT y antrax adyuvadas con
sales de aluminio (139;140). Esto pudiera ser atribuido a la localizacion superficial de las
reacciones subcutaneas e incluso pudiera relacionarse con las diferencias fisiologicas entre estos
tejidos (71).
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Tambien se ha referido la aparicion de miofascitis macrofagica en la clinica con la aplicacion de
las sales de aluminio como adyuvante (141-143). Biopsias del musculo deltoide demostraron la
relacion entre la acumulacion de macréfagos con la acumulacion intracelular de hidréxido de
aluminio. Tales lesiones han sido observadas en primates no humanos a los 12 meses luego de la
inyeccion (144). Estas evidencias antes descritas concuerdan con lo observado en el grupo VI
(satélite), evaluado durante 14 dias adicionales, luego de la ultima administracion, en el cual no
se observo reversion total de estos hallazgos.

Los reportes clinicos diarios pusieron de manifiesto la disminucion paulatina del grado de
severidad de la induracion, hasta alcanzar clasificacion de induracion ligera. Seguidamente, a
partir del dia 25 del estudio se evidencio la presencia de pequefios nédulos en los sitios de
administracion, en los que no hubo reversion total de estos signos en ninguno de los animales.
Otras bibliografias (71;72;133;134) coinciden con nuestros resultados ya que se observaron
signos similares en estudios realizados en otras especies (conejos y ratas), en los que se concluyo
que la induracion aparecida en el sitio de administracion de vacunas adyuvadas con sales de
aluminio tardaba entre 9 meses y un afio en revertir.

La observacion macroscopica coincidio con las observaciones clinicas realizadas a los animales,
ya que se registraron formaciones nodulares blanquecinas en los sitios de administracion, en
estrecha relacion con el mecanismo de accion del adyuvante utilizado en la formulacion de la
vacuna Quimi-Hib.

En los estudios con méas de una aplicacion, transcurridas 24 horas de la primera administracion,
se observd movilizacion y concentracion de macrofagos y la aparicion de depésitos liquidos del
in6culo, como respuesta tipica a la administracion de una sustancia antigénica. Estos hallazgos
microscopicos observados fueron similares a las descritas en el sitio de inyeccion en humanos y
animales de experimentacion que fueron administrados intramuscularmente con adyuvantes de
aluminio (144-146). Esta observacién se repitid en los sacrificios de los dias 7, 14 y 28, con
intensidad variable relacionada con las administraciones sucesivas del producto.

En los sacrificios a los 7 y 14 dias, los resultados nos permiten confirmar el hecho de que la
aparicion de granulomas macrofagicos con depositos centrales y presencia de tejido de
granulacion, hallazgos que responden a las caracteristicas de la formulacion, digase adyuvante
empleado y no del ingrediente farmacéutico activo presente en la misma, tal como aseverd

Chong en el afio 2006 y mas recientemente Gherardi en su articulo del 2012 (143;147). Al
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comparar los datos en los grupos | (solucién salina) y Il (dosis terapéutica), se verifico la no
existencia entre ellos de diferencias estadisticamente significativas, elemento importante al
evaluar la seguridad de esta vacuna monovalente, ya que este punto demuestra que, aplicada en
dosis terapéutica la vacuna Quimi-Hib adyuvada no produce alteraciones microscépicas de
importancia bioldgica y que sus efectos son comparables con los que causa la administracion de
una sustancia fisiologica como la solucion salina.

La intensidad de la reaccion granulomatosa fue mayor en el grupo administrado con el placebo
(1), la que se caracteriza por la aparicion de granulomas difusos con depdsitos centrales de
liquefaccion, que se localizan preferentemente en el endomisio de las fibras musculares
(143;148-150), lo que sugiere que sean producto del mecanismo de accion del adyuvante
incluido en la formulacion, similar a lo reportado por diferentes autores (72;80;96;151;152). No
existieron diferencias en cuanto a la magnitud y estructura de la reaccion local entre el grupo
placebo y los grupos con tres niveles de sobredosis respecto a la dosis terapéutica, lo cual
demuestra que la mencionada reaccion tisular es preferentemente provocada por el adyuvante
empleado y muy especialmente a la concentracion aplicada coincidiendo con Chong y
colaboradores en el afio 2006 (147) que adicionalmente demostraron la presencia de aluminio en
el centro de los granulomas macrofagicos observados en el sitio de administracion.

Existen numerosos articulos referentes a ensayos clinicos y otros relativos a la experiencia
clinica lograda con vacunas contra tetanus, diphtheria, Bordetella pertussis, poliovirus, entre
otras que emplean sales de aluminio como adyuvante, comercialmente registradas, con las que se
observan estos eventos locales (11;13;14;19;153). Es importante destacar que no se observaron
signos morfologicos de irritacion o necrosis del tejido muscular en ninguno de los grupos
estudiados con la vacuna Quimi-Hib. La intensidad de la reaccion fue diversa y estuvo
relacionada con la dosis y volumen administrados, siendo un aspecto relevante el hecho de que
los animales tratados con la dosis terapéutica mostraron el menor grado de intensidad de la
reaccién. En estudios realizados por otros autores (147;154;155) los granulomas macrofagicos
observados en el sitio de administracion se han caracterizado por infiltracion de neutrofilos,
micro-abscesos y presencia de células gigantes como indice de efecto adverso de adyuvantes de
sales de aluminio a diferencia de los hallazgos descritos en nuestro experimento, donde

ocasionalmente han sido observados eosinéfilos y otras células. Fueron identificadas ademas
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células B, evaluadas por la formacion de foliculos linfoides 6 por la presencia de células
plasmaticas (142;156).

Gherardi en el afio 2001, sefial6 que vacunas contra la Hepatitis B con hidroxido de aluminio
como adyuvante, administradas repetidamente por via intramuscular en ratas Sprague-Dawley,
inducian una extensa area necrotica en la que se observd fibras musculares dafadas y neutrofilos
rodeados de abundantes linfocitos y macrdfagos, hallazgo muy similar al infiltrado de
macrofagos antes descrito en el evento llamado Miofascitis Macrofagica (141). Méas adelante se
constatd que los macréfagos contenian aluminio (55;117). La compafiia SmithKline Beecham
(SKB) estudio el impacto biolégico del aluminio en animales (157-164), pues existen varias
vacunas que contienen como adyuvantes las sales de aluminio: DTPa, DTPw, DTP-Hib, HB,
HB-Hib, Polio (61;165-169).

Goto en el afio 1997 refiere en un articulo aspectos importantes sobre la toxicidad de los
compuestos del aluminio y describe hallazgos similares a los que fueron detallados previamente
en los estudios objeto de nuestro documento (77). Muchos de estos estudios fueron conducidos
en roedores, en ellos se demostrd que la presencia del aluminio en una vacuna puede provocar
nodulos pequefios debajo de la piel, como hemos descrito previamente en nuestros resultados.
Estos nodulos, generalmente fueron de naturaleza transitoria y desaparecieron espontaneamente
después de algunas semanas y en algunos casos hasta un afio, en dependencia de la cantidad
propuesta, aseveracion que coincide con los resultados obtenidos en los grupos satélites
evaluados en nuestros esquemas, en los que no se evidencid reversioén de los noédulos locales
descritos durante la fase experimental. Goto observé ademas, que en casos raros la
hipersensibilidad extrema al aluminio da lugar a ndédulos persistentes. Este adyuvante es
responsable ademas, en alta incidencia a las reacciones locales, tales como eritemas, dolor,
hinchazon, absceso estéril, e induracion (87;170). Otros estudios méas recientes y de diferentes
autores, también sugirieren una relacion entre compuestos del aluminio y una incidencia
creciente de reacciones alérgicas (171-173).

Goto divulgo sobre problemas sin resolver con respecto a la ruta de administracion preferida para
el aluminio en vacunas (77). En otros articulos se describe un menor nimero de reacciones
empleando en su lugar la ruta subcutanea (s.c) de administraciéon (127;151;174). Mientras que
otros autores demostraron que la ruta mas aceptable fue la intramuscular (87;144;175) (i.m) al

ser menos reactogénica. Basandose en evaluaciones preclinicas Goto concluy6 que la via s.c es
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probablemente preferible a la i.m, particularmente para las vacunas del toxoide del tétanos, a
pesar de las reacciones locales mas severas (176). Incluso la prevalencia y severidad de la
reaccion inflamatoria local es afectada por el sitio de inyeccion. Las reacciones locales son
mayores empleando la via subcutanea que con la inmunizacion intramuscular de vacunas de DT
y antrax adyuvadas con sales de aluminio (140;177). Estas pudieran estar relacionadas ademas
con la localizacion superficial de las reacciones subcutaneas e incluso con las diferencias
fisiologicas entre estos tejidos (71).

La prevalencia de efectos adversos sistémicos fue mayor en nifios inmunizados con la vacuna
DPT convencional que en aquellos que recibieron la vacuna con hidroxido de aluminio
(178;179). En inmunoterapia con alergenos, inyecciones subcutaneas del alérgeno adsorbido en
hidréxido de aluminio inducen reacciones locales a diferencia del alérgeno en solucion (180).

Un andlisis integral de los resultados de las determinaciones de bioquimica sanguinea nos
permite asumir que la administracion reiterada de la vacuna Quimi-Hib no causa efectos
adversos ni toxicos en rifiones e higado, principales 6rganos blanco de toxicidad dada su funcion
en los procesos metabdlicos y de excrecion. Este planteamiento tiene un elevado valor
predictivo si se analizan los resultados de los estudios clinicos realizados con los componentes
individuales y combinados de esta vacuna cubana o de similares como la producida por la
compafiia Merck, Sharp and Dohme (Convax™) (181-183).

A nivel sistémico, no se evidencidé ningun signo de toxicidad ni efecto adverso luego de la
administracion durante 14 dias de la vacuna Quimi-Hib adyuvada, al no encontrarse signos de
toxicidad en ninguno de los érganos estudiados. Sélo se observé presencia de hematopoyesis
extramedular en higado y bazo, la que no parece estar relacionada con la sustancia de ensayo, Si
no a un posible factor de estrés, pues aparece en la totalidad de los grupos, incluyendo los
animales sacrificados a las 24 horas de administracion en el estudio de tolerancia local y los
pertenecientes al grupo control administrado con solucion salina, tanto en los sacrificados a los 7
dias como a los 14. Es significativo destacar que en los animales del grupo satélite que
permanecieron 14 dias después de la ultima administracion sin inocular, la frecuencia de
aparicion se redujo a 1 animal de 6. No existié dafio hepético en la totalidad de los animales. En
el timo y en los ganglios linfaticos mesentéricos no se observo afectacion, ambos 6rganos
mostraron evidencia morfologica de plena funcionalidad ante el estimulo antigénico, lo cual

habla a favor de la inocuidad a nivel sistémico del producto en estudio.
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La vacuna Quimi-Hib, administrado por via intramuscular en ratas Sprague-Dawley es bien
tolerada, no es toxica a nivel sistémico ya que no se evidenciaron alteraciones morfoldgicas en
ninguno de los 6rganos estudiados, sumado al comportamiento del peso corporal, el consumo de
alimentos para la especie empleada, los estudios complementarios hematoldgicos y el pesaje de
los 6rganos los que no arrojaron ninguna diferencia con respecto a los valores normales
reportados para animales sanos y por el hecho de que las observaciones clinicas y macroscopicas
se concentran en lesiones locales en el sitio de administracion (induraciones causadas por
granulomas macrofagicos), siendo estas reportadas para productos en los que se emplean sales de
aluminio como adyuvante y constituyen efectos adversos.

La evaluacion clinica realizada en los estudios desarrollados a la formulacion pentavalente fue
similar en cada uno de ellos. En la toxicidad aguda, resultd significativo constatar la similitud
entre las observaciones reportadas en los animales tratados con 30 veces la DT de la vacuna
pentavalente y en los animales pertenecientes al grupo control TRIVAC-HB. En ambos grupos
se presentaron induraciones en el sitio de administracion en ambas extremidades, asi como la
presencia de pequefios nédulos, efectos no observados en el grupo VII, control tratado con 30
veces la DT del componente Quimi-Hib, evento que coincide con lo observado en la evaluacion
a dosis Unica de esta vacuna monovalente y discutido con anterioridad, asi como con lo descrito
por otros autores en ensayos clinicos, en los que relacionan la prevalencia de mayores efectos
adversos sistémicos en nifios inmunizados con la vacuna DPT mas hidroxido de aluminio (178).
Otro resultado coincidente con los descritos en nuestro trabajo se detalla en la inmunoterapia con
alergenos, pues las inyecciones subcutaneas de estos adsorbidos en hidroxido de aluminio
inducen reacciones locales a diferencia del alergeno en solucion (180).

Este hallazgo sugiere que los efectos locales observados en la vacuna combinada estan
directamente relacionados con el componente TRIVAC-HB y con las sales de aluminio presentes
en la formulacién pentavalente, como refiere Barn-On en sus articulos sobre vacunas
combinadas (11;184).

Otro elemento que consideramos relevante por su importancia en el analisis de la seguridad de
esta vacuna, es el tiempo de reversion de los hallazgos clinicos reportados. En la mayor parte de
los animales, tratados con la dosis baja (8 animales de 10, inoculados con 8 veces la DT) las
induraciones dejaron de ser palpables a partir del cuarto dia posterior a la administracion, en los

de la dosis intermedia (15 veces la DT) solo se observaron hasta el dia 12 del estudio. El hecho
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de que éste signo sea indetectable no significa necesariamente que no existieron alteraciones
histologicas en el musculo inoculado, pero evidencia que el efecto local provocado por dosis
superiores a la terapéutica es capaz de transitar hasta magnitudes clinicamente indetectables en
un breve plazo, observacion presumiblemente predictiva en lo que respecta al comportamiento
de esta vacuna en estudios clinicos, en los cuales fue administrada a dosis terapéuticas con una
frecuencia mensual.

Las observaciones macroscopicas correlacionan con las realizadas durante la inspeccion clinica
de los animales, pudiendo observarse que en la mayoria de los casos las induraciones y nodulos
reportados correspondieron con formaciones nodulares y quisticas en el tejido muscular. En el
caso del grupo I11, tratado con la dosis terapéutica, en el estudio de tolerancia local, los dafios en
este tejido fueron de tan escasa magnitud que no fueron perceptibles durante la evaluacién
clinica diaria realizada. Resulta interesante constatar que en el grupo administrado con 30 veces
la DT de Quimi-Hib, en este mismo esquema, no se evidenciaron alteraciones macroscopicas,
concordando con las observaciones clinicas, donde tampoco se observo ningln dafio en el sitio
de administracion, lo cual estd condicionado por el hecho de que esta vacuna no se encuentra
adyuvada y que su composicion condiciona su rapida absorcion, lo que corrobora lo planteado
por numerosos autores en relacion a los efectos adversos que causan las sales de aluminio como
adyuvantes en diferentes vacunas (55;185;186).

En nuestro criterio, los hallazgos clinicos y macroscépicos en el sitio de administracion estan
directamente relacionados con el mecanismo de accion de la vacuna pentavalente y con los
componentes de su formulacion, digase fosfato de aluminio como adyuvante, cuyas
caracteristicas (efecto depodsito y su potencialidad de amplificar la respuesta inmune) son
causantes de alteraciones en el tejido muscular, que frecuentemente se traducen, desde el punto
de vista clinico, en induraciones y formaciones nodulares como las observadas en este estudio y
que han sido reportadas en la literatura, incluso en los estudios previos realizados a cada vacuna
por separado (187;188). La administracion parenteral, sobre todo si es reiterada condiciona una
respuesta inflamatoria local inespecifica (78;134;171;173), mas el reclutamiento y activacion
local de granulocitos y macrdéfagos debido a la accion sobre el sistema inmune de los antigenos
gue constituyen esta vacuna. La suma de todas estas respuestas se traduce en formaciones
nodulares similares a las observadas en este estudio y que coinciden con otros autores
(127;149;151;174;189-192).
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Por otra parte, la presencia de celulas completas de Bordetella pertussis (wP) en la formulacion
es causa conocida de dafio local luego de la administracion de este componente de forma
individual o combinado con otros antigenos, limitando su uso en las vacunas de amplio uso
pediatrico que lo contienen y que estan registradas en gran parte del mundo (193-200). A estas
razones se suma el reclutamiento y activacion local de granulocitos y macrofagos debido a la
accion sobre el sistema inmune de los antigenos que conforman la vacuna, lo cual es también un
efecto esperado, considerado farmacologicamente normal y que ha sido descrito en numerosos
estudios realizados con vacunas combinadas (39;114;179;193;201;202).

En estudios preclinicos y clinicos realizados a vacunas contra DPT de diferentes compafiias,
combinadas con otros antigenos o no, el principal efecto reportado ha sido en todos los casos el
dafo local, atribuible fundamentalmente al componente celular de la vacuna anti-Bordetella
pertusis (203-209) y al adyuvante presente en la formulacion
(51;60;63;66;68;96;128;149;150;210). Fue precisamente ésta la razén que motivd la
investigacion y desarrollo de vacunas acelulares anti-DPT. Es, por tanto, una observacion
esperada en nuestro estudio el hallazgo de signos de dafio local relacionados con la vacuna
TRIVAC-HB, sobre todo si se tiene en cuenta que coincide con lo observado en otros estudios
realizados con esta formulacion.

Las respuestas inmunitarias dependientes de células T frente a antigenos proteicos necesitan que
éstos sean administrados con adyuvantes, como el fosfato de aluminio, que inducen inflamacion
local y estimulan la funcién de presentacion antigénica de los macréfagos, induciendo su
activacién y expresion de coestimuladores para las células T. En ausencia de adyuvantes, como
en el caso de la vacuna Quimi-Hib la respuesta inmune celular y de anticuerpos dependientes de
células T es menos eficiente, y se traduce en este estudio como ausencia de signos locales de
inmunidad primaria (11;211-214).

Desde el punto de vista histologico, es importante destacar la diferencia encontrada en los
animales tratados con la dosis terapéutica y con ambos componentes de la vacuna pentavalente
por separado, aun cuando son inoculados consecutivamente durante 14 dias.

Como puede observarse, y de manera coincidente con lo obtenido en las observaciones clinicas y
macroscopicas, el dafio local observado en el endomisio de la fibra muscular de los animales
tratados con la dosis terapéutica de la vacuna pentavalente es cualitativamente inferior a el

observado en los inoculados con el resto de las dosis y asi ha sido reportado en el informe de esta
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especialidad. Los hallazgos histologicos no se tradujeron en dafios apreciables durante la
observacién clinica diaria, lo que como se ha dicho anteriormente reviste gran importancia a la
hora de predecir el posible efecto local de esta vacuna.

En el tejido muscular tratado con la vacuna TRIVAC-HB se observd la presencia de los
granulomas macrofagicos tipicos, con infiltrados de células linfoides e incipiente tejido de
granulacion, mientras que en el tejido tratado con la vacuna Quimi-Hib concentrada no se
report6 dafio alguno en la mayoria de los casos.

Enfocando el andlisis de los resultados del estudio histopatoldgico, los granulomas observados,
bien sea los clasificados como macrofagicos o inmunogénicos, son eventos que aparecen como
resultado del mecanismo de accion del producto y de la composicién de la formulacion, y no
parecen estar relacionados con el volumen de administracion de la vacuna, lo cual resulta un
hallazgo importante sobre todo si se tiene en cuenta que este producto sera administrado en la
clinica a un volumen algo superior (0,75 mL) a lo que habitualmente se emplea en vacunas
pediatricas (0,5 mL) (46;215-217).

Los resultados obtenidos en las observaciones macro y microscépicas del sitio de administracion
de nuestros estudios coinciden con aseveraciones descritas en articulos publicados por
numerosos investigadores que han explorado el efecto local de vacunas adyuvadas con sales de
aluminio (48;72;128;136;143;149;150;152;169;185;186;218). Estos hallazgos constituyen
efectos adversos y son similares a los obtenidos en evaluaciones a vacunas individuales o
combinadas registradas en gran parte del mundo como Hexaxim, Infanrix™, Pediarix ™,
Infanrix-hexa™, Pediacel™, Boostrix™, Tritanrix-HB™, Hiberix™ (GSK), Hexavac™,
(Aventis Pasteur) y HeberBiovac™, (HeberBiotec) (219-223), entre otras de amplio uso
internacional, lo que permite asumir que la utilizacion clinica de la vacuna pentavalente no
mostrara un patrén de respuesta local diferente al de estos productos ya empleados en lactantes.
En relacion con los efectos sistémicos observados, los mismos son, o bien producidos por causas
inespecificas no relacionadas con la vacuna o son el resultado de la estimulacion antigénica
como respuesta esperada a la administracion, lo cual lejos de ser un efecto adverso, corrobora la
accion farmacolodgica del producto y demuestra que no produce alteraciones sobre el sistema
inmune.

La evaluacion histoldgica realizada arrojo como principal hallazgo la presencia de una activa

respuesta inmune local generada por la administracion de diferentes dosis de la vacuna
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pentavalente, repuesta que se tradujo en alteraciones y cambios morfologicos en el tejido
muscular, reportados con anterioridad por otros autores y considerados efectos adversos por las
principales agencias regulatorias del mundo (EMA y FDA), que han otorgado autorizacion para
estudios clinicos y registro sanitario a numerosas vacunas de este tipo.

Este resultado demuestra que el componente TRIVAC-HB de la vacuna pentavalente es el
responsable de la reaccion local que ésta provoca, hallazgo descrito por numerosos autores antes
citados (11;61;206;224;225), que coinciden en sefialar al componente celular anti-pertussis y al
adyuvante de esta formulacion como responsables de estos dafios, que constituyen eventos
adversos que no han impedido que numerosas vacunas formuladas con el componente DPT
hayan sido registradas en todo el mundo y administradas a millones de lactantes (219-221;223).
La administracion reiterada no evidencidé signos de alteracion en el sistema inmune,
contrariamente, los 6rganos linfoides mostraron morfologia clésica de los eventos de activacion
y linfoproliferacion caracteristica de la respuesta ante la estimulacion antigénica. En los
diferentes sacrificios realizados en cada evaluacion con administracion reiterada de la vacuna
pentavalente, los hallazgos fueron similares, lo que indica escaso nivel de reversion de los
mismos, aspecto éste que también ha sido descrito en los restantes estudios y publicado en la
literatura. En contraposicion la vacuna Quimi-Hib concentrada, administrada como control
individual, produce muy escaso dafio local, presumiblemente porque en su formulacion no se
incluyen adyuvantes ni ningn componente que desencadene reacciones de tipo inflamatorio en
el sitio de administracion. Se demostr6 asi mismo, que el componente TRIVAC-HB es
responsable de los efectos locales detectados en la vacuna pentavalente, coincidentemente con
los hallazgos de otros autores (226-230). Esta es precisamente la razén que ha condicionado la
investigacion y el desarrollo de vacunas acelulares anti-pertussis.

Las variables de patologia clinica tales como: hematologia y bioquimica son importantes
indicadores de salud general y de toxicidad.

En las determinaciones hematol6gicas se evidenciaron valores ligeramente por debajo del rango
calculado para el estudio, pero estas se encontraron dentro de los valores normales reportados
para esta sublinea a partir de un analisis historico emitido por CENPALAB, en el cual se refiere
que los valores normales de hemoglobina se encuentran entre 10,9 - 15,8 y entre 11,2 - 16,1 g/dL
para animales hembras y machos respectivamente y los de hematocrito entre 29.6 — 47,1 y 30,6-

49,0 v/L para estos sexos. Otro aspecto de interés resulté el ligero incremento en el porciento de
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polimorfonucleares reportado para los grupos V, VI y VII, tratados con 9 veces la DT de la
vacuna pentavalente, TRIVAC-HB y Quimi-Hib concentrada, respectivamente). Estas células del
sistema inmune son la principal poblacion en las respuestas inflamatorias agudas, siendo las
primeras en activarse y proliferar durante la administracion de sustancias inmunogénicas que
desarrollan respuestas locales, incluso subclinicas como en el caso de la vacuna Quimi-Hib
(97;231;232), por lo que el aumento en el conteo de neutrofilos pudiera estar relacionado a esta
causa. No obstante, los valores historicos reportados para ambos sexos de esta especie sitian los
resultados obtenidos en el conteo de estas celulas dentro del rango normal, lo que nos permite
asumir que estas pequefias diferencias, no son atribuibles a causas fisioldgicas inherentes a los
tratamientos empleados.

Igual razonamiento puede ser aplicado a las variaciones reportadas en el % de linfocitos,
monocitos y eosinodfilos. La magnitud de variacidn entre dichos resultados con respecto al rango
normal obtenido a partir del grupo basal es muy pequefia, debiéndose mas bien, en nuestro
criterio, a un efecto producido por la n del estudio (3 animales) que a una variacién en el conteo
de estas células. Si bien la interpretacién matematica realizada en el anélisis estadistico arroja
diferencias individuales entre los animales tratados y los del grupo basal, la interpretacion
bioldgica de estos hallazgos nos conduce a reconocer, por ejemplo, que un valor del 2% de
eosinofilos reportados para el grupo IV (tratado con 6 veces la DT de la vacuna pentavalente) de
los animales machos no implica la presencia de procesos alérgicos ni que un hallazgo del 62 %
de linfocitos en comparacién con un rango entre 71 y 81 % indiquen leucopenia inducida por la
sustancia de ensayo, maxime cuando estos valores estdn dentro del rango normal histérico
determinado para esta especie.

Otras consideraciones a tener en cuenta son los hallazgos derivados del estudio histopatoldgico,
donde se apreci6 morfologia normal de la médula 6sea de los animales y la ausencia de
alteraciones patologicas en los restantes organos del sistema inmune, con evidencias de plena
funcionalidad, lo que refuerza la conclusion de que la administracion de este producto no altera
la eritropoyesis eficaz ni produce efectos adversos relacionados con la produccion de precursores
de la serie blanca de la sangre.

La evaluacién de efectos inmunotoxicoldgicos evidencié que la aplicacion de la vacuna
pentavalente TRIVAC-HB+Quimi-Hib concentrada no indujo eventos adversos sobre el sistema

inmune de los animales, se observo una respuesta en correspondencia con los niveles de dosis
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aplicados en cada caso, la que descendié una vez concluido el tratamiento. Al igual que en
analisis anteriores, la valoracion del efecto de los grupos de tratamiento sobre el comportamiento
de las enzimas cuantificadas debe realizarse a partir de la comparacion entre los valores
obtenidos y el rango de referencia calculado con respecto al grupo basal y de ser necesario, con
los obtenidos historicamente para la especie en cuestion (131).

La creatinina es un producto final del metabolismo muscular y se elimina casi exclusivamente a
través de la filtracion glomerular, siendo un importante indice del funcionamiento de los rifiones.
Incrementos en la concentracion sérica de creatinina son indicadores a tomar en cuenta, pues
sugieren alteraciones en el flujo sanguineo renal, en el flujo de orina y en general, disfuncion
renal (123;233). Por lo que resultan importantes los resultados obtenidos en nuestro trabajo
donde la creatinina mostr6 valores dentro de los rangos normales en todos los casos analizados,
resultados que resultan importantes para evaluar la seguridad de la vacuna pentavalente, ya que
indican que su administracion reiterada no altera este parametro y confirma que los rifiones no
evidenciaron signos de toxicidad a pesar de que los animales fueron inoculados 14 veces
consecutivas con dosis de hasta 9 veces la DT.

Por otro lado, el higado es uno de los 6rganos mas importantes involucrados en la detoxificacion
del organismo, dada sus funciones metabolicas, de sintesis y excrecién en las que participa una
amplia maquinaria enzimatica. Muchas de estas enzimas exhiben incrementos importantes en
suero ante dafios hepatocelulares, por lo que su cuantificacion resulta de gran utilidad para
evaluar el potencial hepatotoxico de un xenobiotico. Con este objetivo, en nuestro estudio
realizamos la determinacion de la concentracion serica de las enzimas Alanino aminotransferasa,
Aspartato aminotranasferasa, y Fosfatasa alcalina. ALAT, al ser comparada con las
concentraciones de referencia mostr6 valores promedio ligeramente mas elevados en los
animales hembras de los grupos IlI, IV, V, V1 y VII, tratados con los diferentes niveles de dosis
de la vacuna pentavalente, y las vacunas independientes, respectivamente, asi como en todos los
grupos de animales machos. El hecho de que este valor por encima del limite maximo
establecido para este estudio haya sido observado en el control administrado con solucién salina
independiza este hallazgo de la administracion de la vacuna, sumado al hecho de que la magnitud
de esta diferencia es muy pequefia, y puede ser atribuible con mayor certeza a la n de animales
empleada en el estudio (n=3 por sexo) que a verdaderas alteraciones en las concentraciones

séricas de esta enzima. Los valores obtenidos al analizar ASAT mostraron estar en todos los
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casos dentro del rango normal de valores determinado por el andlisis de datos histdricos de esta
especie, indicando la ausencia de dafios capaces de liberar esta enzima de las mitocondrias de los
hepatocitos ni de alterar la permeabilidad de la membrana de estas células. En el caso de ALP,
puede observarse que todos los grupos mostraron un comportamiento no relacionado con la
dosis, apareciendo incrementos en la concentracion enzimatica por encima del valor de
referencia de este estudio en los grupos tratados con solucion salina y placebo, de igual forma
que en los tratados con la vacuna pentavalente y con sus componentes por separado.

Comparando los resultados obtenidos con los establecidos para la linea Sprague Dawley (131)
puede observarse que los valores de concentracion sérica estan dentro del rango establecido para
ratas sanas de esta linea, lo cual tiene una importancia significativa para analizar la seguridad de
la vacuna en estudio. EI incremento de la concentracion sérica de ALP es un indice aceptado de
colestasis por lesiones periportales y centrilobulares del higado, y es ademas un indicador de
colestasis extrahepatica etiologicamente determinada por pancreatitis, complicaciones en la
canulacion del conducto biliar o, en general, dafios hepaticos como resultado de hepatotoxicidad
provocada por sustancias exogenas (123;126).

Un andlisis integral de los resultados de las determinaciones de bioquimica sanguinea nos
permite asumir que la administracion reiterada de la vacuna pentavalente y de sus componentes
no causa efectos adversos ni toxicos en rifiones e higado, principales 6rganos blanco de toxicidad
dada su funcién en los procesos metabdlicos y de excrecion. Esta conclusion tiene un elevado
valor predictivo si se analizan los resultados de los estudios clinicos realizados con los
componentes individuales y combinados de esta vacuna cubana o de similares como la producida
por la compafiia GSK (Infarix™). Ni en los estudios clinicos realizados con las vacunas
TRIVAC-HB y Quimi-Hib concentrada, componentes individuales de la vacuna pentavalente ni
en los que se han llevado a cabo utilizando el similar comercial antes mencionado se ha referido
hepato o nefrotoxicidad como consecuencia de su administracion. En todos estos estudios se han
obtenido parametros de seguridad que han permitido el registro de estos fArmacos en numerosos
paises y su uso en la vacunacion masiva de miles de lactantes. Si bien esta agrupaciéon de
hallazgos en funcion de la cantidad de animales afectados resulta descriptiva, permite observar
que luego de ser administrados 4 dias sucesivos con la vacuna pentavalente y con TRIVAC-HB
por separado, los hallazgos son menores cualitativa y cuantitativamente que tras 14 dias

consecutivos de tratamiento.
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El peso relativo de los 6rganos de los animales no se vio alterado ni por el tratamiento, ni por la
frecuencia de administracion, mostrando un comportamiento homogéneo por grupo, solamente
varié en funcién de la variabilidad intrinseca entre los animales. Este resultado reviste gran
significacion, ya que normalmente los cambios en el peso relativo de los 6rganos son indices de
dafio que con frecuencia se traducen en toxicidad especifica de la sustancia de ensayo sobre los
mismos (91). El hecho de que en nuestra evaluacion ningin o6rgano analizado haya resultado
alterado ni por el grupo de tratamiento ni por la frecuencia de administracion confiere amplio
marco de seguridad para el empleo de la vacuna pentavalente en futuros estudios clinicos.
Independientemente de los datos antes mencionados que sustentan la no necesidad de realizar
estudios inmunotoxicoldgicos funcionales, se decidi6 evaluar los posibles efectos
inmunotoxicolégicos y la respuesta inmune en este 6rgano, a partir de la morfometria de los
foliculos linfoides del bazo y el conteo de centros germinativos en la vaina linfoide periarteriolar,
lo que constituye una novedad en nuestro trabajo. Segun reportes de otros autores, una vez que se
realizan inmunizaciones con antigenos células T-dependientes, junto a un microambiente
linfoide favorable se induce la formacion de centros germinales (activacion de las células B)
(234), por otra parte, la estimulacion de la formacion de centros germinales (CG) es indicativo
que la combinacion nutricional-inmunolodgica puede ser un medio efectivo para producir una
potente respuesta inmune (234;235), induciendo la diferenciacion y maduracién de células de B
antigeno-activadas en clases y células B de memoria a largo plazo, todo esto permite lograr una
vacunacion exitosa a partir de antigenos proteicos (236). La activacién de las células B en los
procesos de inmunizacion, ocurre cuando estas reconocen un antigeno y activan las células T
auxiliadoras que diferencian directamente el anticuerpo en el plasma, proporcionando un nivel de
proteccion inicial. Otras células B antigeno-activadas migran dentro de los foliculos secundarios
formados en los 6rganos linfoides y participan en la reaccion de GC que comprende la formacion
de un microambiente dinamico, en que las células B se pueden diferenciar y madurar (234;236-
240).

Nuestros resultados coinciden con lo anteriormente planteado ya que la estimulacion de
linfocitos T aument6 en correspondencia con la elevacion de los niveles de dosis probados,
siendo esta superior en los animales machos a la registrada en los animales hembras. En la
evaluacion de los centros germinativos por sexo se observo un comportamiento similar al antes

descrito, con disminucion de estos 15 dias después de concluido el tratamiento. Resultado
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positivo a favor de la eficacia de nuestra vacuna, ya que las poblaciones de células de memoria o
su descendencia permanecen de por vida (234;237). La evaluacion de efectos
inmunotoxicolodgicos evidencié que la aplicacion de la vacuna pentavalente TRIVAC-HB +
Quimi-Hib concentrada no indujo eventos adversos sobre el sistema inmune de los animales, se
observo una respuesta en correspondencia con los niveles de dosis aplicados en cada caso la que
descendio una vez concluido el tratamiento.

De manera general, en los estudios realizados se demostro la no toxicidad de la vacuna Quimi-
Hib y de la combinada TRIVAC-HB + Quimi-Hib concentrada, en ellos los animales mostraron
un patron de comportamiento normal, con indices de consumo de alimento, ganancia de peso y
comportamiento correspondientes a animales sanos de la especie. Esto indica que la
administraciéon de la vacuna simple o combinada no causé alteraciones metabdlicas o
conductuales que pudieran ser traducidas como efectos adversos.

En las observaciones clinicas registradas de la evaluacion realizada a la vacuna pentavalente,
solo se reportaron como signos de importancia los referidos al sitio de administracion en
correspondencia con la composicion de la vacuna administrada en cada caso, en el cual se
presentaron induraciones y nodulos, estos constituyen efectos adversos clasicos encontrados en
estudios clinicos realizados a numerosas vacunas combinadas similares a ésta, y que se
encuentran registradas y con amplio uso comercial.

Los antigenos proteicos necesitan ser administrados con adyuvantes para lograr una respuesta
inmunitarias dependientes de células T, como el fosfato de aluminio, que inducen inflamacion
local y estimulan la funcion de presentacion antigénica de los macrofagos, induciendo su
activacion y expresion de coestimuladores para las células T (78;134;157). En ausencia de
adyuvantes, como en el caso de la vacuna Quimi-Hib concentrada la respuesta inmune celular y
de anticuerpos dependientes de células T es menos eficiente, y se traduce en el estudio de
toxicidad aguda de la vacuna simple como ausencia de signos locales de inmunidad primaria
(241).

El sitio inoculado con la vacuna pentavalente TRIVAC-HB + Quimi-Hib concentrada mostro
evidencias de respuesta inmune local, atribuible al efecto del adyuvante y al mecanismo de
accion de la vacuna. Se determind como principal responsable de estos efectos el componente

TRIVAC-HB teniendo como base los resultados comparativos obtenidos en el estudio
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toxicoldgico realizado a la vacuna Quimi-Hib adyuvada con fosfato de aluminio y las revisiones
de la literatura acerca del efecto local de sus componentes.

La presencia del adyuvante fosfato de aluminio en la formulacion condiciona la aparicion de
induraciones causadas por granulomas macrofagicos (78;134;157), los cuales fueron menos
evidentes en el grupo administrado con la dosis baja del producto (10 veces la dosis terapéutica).
Esta reaccion local ha sido reportada para otras vacunas y no constituye un signo téxico.
Consideramos que el efecto adverso encontrado es de menor intensidad con respecto a lo
reportado por otros autores, por haber sido administrada una mayor concentracion de adyuvante
que la prevista. El patron de respuesta local encontrado en estos estudios es evidente
consecuencia de la estimulacion antigénica generada por el producto y constituye un efecto
clasico para este tipo de vacuna, reportado por numerosos autores. Estos hallazgos no han
impedido el registro y uso en lactantes de vacunas similares a la pentavalente objeto de nuestro
estudio, por lo que la administracion reiterada de la vacuna pentavalente TRIVAC-HB es bien
tolerada y que los eventos adversos encontrados no constituyen signos de toxicidad.

La evaluacion histopatoldgica demostré que la administracion reiterada de cada vacuna o sus
componentes no induce alteraciones en los tejidos estudiados y los érganos del sistema inmune
mostraron morfologia de plena funcionalidad. La decision de evaluar la inmunotoxicidad de
cualquier producto se realiza tras el analisis caso a caso, teniendo en cuenta el mecanismo de
accion y los resultados obtenidos en los estudios toxicol6gicos no funcionales. La evaluacion
farmacoldgica realizada a Quimi-Hib y de su combinacién pentavalente con otros antigenos,
presentada previamente, caracteriza la repuesta inmune obtenida en cada caso.

En los estudios toxicologicos realizados a la vacuna simple, adyuvada y sin adyuvar, no se
evidenciaron alteraciones relacionadas con el sistema inmune, que indicaran la necesidad de
realizar estudios mas especificos. La observacion macroscopica realizada durante la necropsia,
no evidencié alteraciones morfopatoldgicas en ninguno de los drganos ni estructuras del sistema
hemolinfopoyético, mientras que el estudio histoldgico arrojé plena funcionalidad de bazo y
ganglios al no encontrarse lesiones en ellos. De manera similar, no fueron observados signos
clinicos de hipersensibilidad en ninguna de las dosis aplicadas, lo que corrobora el hecho de que
no sea necesario realizar este tipo de estudios a la vacuna en cuestion. Nuestros resultados
coinciden con los datos emitidos por la compafiia Chiron para su producto Vaxem Hib, los que

no refieren riesgo especifico de inmunotoxicidad dentro de los efectos adversos que declaran, de
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igual manera, otras vacunas combinadas no causan efectos inmunotdxicos (219-222;226-
230;242;243).

Coincidiendo con lo referido en la literatura (8;43;218;244;245), toda nueva vacuna combinada
debe ser estudiada individualmente de modo que queden demostradas su calidad, estabilidad,
seguridad, tolerabilidad y eficacia (0 inmunogenicidad), teniendo en cuenta todos sus
componentes.

En general, los fabricantes de nuevas vacunas deben tener siempre presentes los requerimientos
regulatorios que exigen las autoridades sanitarias para aprobar su uso en humanos y posterior
comercializacion establecidos por las agencias de medicamentos de cada pais en particular (entre
los que, sin duda, los de la Agencia de los EE.UU. [FDA] son los de mayor relevancia), o bien
los de la Agencia Europea (EMA). En la Unién Europea, los requerimientos de una nueva
vacuna combinada se encuentran disponibles, para cada vacuna (0 para cada componente
individual), en las monografias de la Farmacopea Europea y en las recomendaciones de la OMS.
Estos requerimientos pretenden asegurar la calidad, seguridad y eficacia de cada componente de

la nueva vacuna, los que hemos tenido en cuenta en los estudios realizados.
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6. DISCUSION GENERAL

Las vacunas constituyen uno de los logros més importantes en la historia de la medicina, pues
gracias a su empleo se han controlado varias enfermedades infectocontagiosas (132;246-250). El
principal objetivo de la vacunacion preventiva es la induccién de una respuesta inmune
especifica contra un microorganismo patdégeno que conduzca a la proteccion contra la infeccion
o la enfermedad causada por este y que pueda lograrse su total erradicacion (251).

En un principio las vacunas estaban formadas por microorganismos vivos atenuados 0 muertos y
esto traia como consecuencia que con cierta frecuencia se desarrollara la enfermedad en vez de la
proteccion, debido a una reversion de la virulencia, fundamentalmente en personas
inmunodeprimidas (252;253). Esto propicié que surgiera una nueva generacion de vacunas
basadas en antigenos purificados, sintéticos o recombinantes, los cuales son mas especificos pero
menos inmunogénicos, por lo que necesitan de adyuvantes, que incrementan la potencia, la
calidad y la duracion (memoria) de la respuesta inmune (48). Por tal motivo el éxito en
demostrar la seguridad e inmunogenicidad de una vacuna de origen sintético constituye un reto
importante, ya que exige disefios experimentales novedosos y mas especificos en los que se
incluyan puntos finales determinantes y que a su vez contemplen el empleo de animales de
laboratorio teniendo en cuenta las regulaciones existentes con vistas a un adecuado uso de los
mismos, segun los requerimientos del estudio y tomando en cuenta los principios éticos
sefialados en el trabajo con estos (99;101-103).

Los adyuvantes también contribuyen a lograr una respuesta inmunoldgica efectiva en edades
muy tempranas, cuando el sistema inmune aln no esta suficientemente maduro y es necesario
vacunar contra enfermedades que afectan a nifios en esas edades (49), asi como también pueden
mejorar el efecto protector de las vacunas en personas inmunodeprimidas y en edades avanzadas
(48-50).

Los adyuvantes de aluminio tienen un amplio margen de seguridad. Billones de dosis de
aluminio son adsorbidas en vacunas, particularmente DPT, vacuna contra la polio con y sin
inactivar, que han sido empleadas para inmunizar a nifios. Ocasionalmente, a estas vacunas han
sido asociadas algunas reacciones como: eritemas (135;254;255), nddulos subcutaneos
(189;191;256), hipersensibilidad (58;173;256) e inflamacion por granulomatosis (117). Pero en

determinadas condiciones, vacunas de DPT adsorbidas en aluminio producen menos reacciones
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que las vacunas sin adsorber (117;257;258), debido al grado de adsorcion y a la liberacion lenta
del material reactogénico del adyuvante.

En animales, al igual que en humanos los adyuvantes de aluminio aumentan los niveles de
antigenos especificos y el total de anticuerpos IgE y pueden promover reacciones alérgicas
mediadas por IgE (68;75;150). Las limitaciones antes descritas apoyan la necesidad de continuar
las investigaciones con adyuvantes que sean mas potentes y puedan modular selectivamente la
respuesta inmune al tipo deseado.

Los adyuvantes que contienen aluminio son ampliamente usados en vacunas preventivas contra
enfermedades infecciosas y en la inmunoterapia de alergias. Estudios recientes han permitido
mejorar la comprension de los mecanismos involucrados en la adsorcion de antigenos en los
adyuvantes de aluminio y en la respuesta inmune (71;79;80;84;259;260). Estos adyuvantes
mejoran la respuesta inmune por diferentes vias moleculares pero es necesario trabajar en este
sentido para entender las interacciones e importancia de estas vias. Este conocimiento permitira
obtener vacunas adyuvadas mas efectivas y seguras.

En este sentido, las vacunas combinadas tienen ventaja pues pueden dirigirse y proteger contra
diferentes dianas terapéuticas segun describen numerosos autores (10;109;204;231;261).

Los estudios de inmunogenicidad realizados permitieron establecer un modelo animal relevante
para evaluar la seguridad toxicoldgica de ambos candidatos vacunales, ya que en ellos se
demostré que la rata desarrolla una respuesta inmune similar a la respuesta esperada en humanos
luego de la aplicaciéon de cada vacuna, como describe (262), a lo que podemos adicionar que
nuestros estudios permitieron demostrar la no interferencia de la inclusion del componente Hib-
TT en la respuesta obtenida de los diferentes antigenos incluidos en la formulacién pentavalente,
lo que constituye un requerimiento imprescindible en estas formulaciones combinadas (262;263).
Los estudios toxicoldgicos preclinicos desarrollados a ambas formulaciones vacunales
permitieron obtener la mayor evidencia experimental posible, esclarecer 6érganos diana, definir
los niveles de exposicién a partir de los cuales aparecen efectos tdxicos y esclarecer el mayor
nivel de dosis al cual no se producen efectos adversos. La evaluacion toxicologica realizada
donde se combinaron procedimientos de experimentacion animal convencionales y bien
conocidos con ajustes y nuevos métodos en armoénica integracion, permitio ofrecer un mayor y
mas confiable margen de seguridad para reducir al minimo el riesgo potencial y con la mayor

evidencia posible, tal como platea Gamez, en su articulo del afio 2007 (264).
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Las autoridades sanitarias generalmente aprueban para su comercializacion las nuevas vacunas
combinadas en las que se demuestre que la respuesta inmunoldgica inducida (o eficacia) y su
perfil de seguridad son equivalentes (o similares) a los de las vacunas combinadas y a los de las
vacunas monovalentes ya autorizadas (265).

Estas han permitido el cumplimiento de los calendarios de vacunaciones sistematicas con un
menor nimero de inyecciones del requerido si se empleasen vacunas monovalentes. El desarrollo
y comercializacion de nuevas vacunas combinadas en la década de los afios noventa ha sido
significativo. Para que una nueva vacuna llegue a estar disponible, los fabricantes deben cumplir
con los requisitos que las agencias de regulacion exigen. En este sentido, la FDA y la EMA
cumplen un papel primordial. En estudios preclinicos y clinicos se debe estudiar en profundidad
la posibilidad de la aparicion de interferencia inmunoldgica, problema relativamente frecuente en
el desarrollo de nuevas vacunas combinadas. Los ensayos clinicos se comparan la seguridad y
eficacia (6 inmunogenicidad) de la nueva vacuna combinada con la administracion simultanea,
pero en sitios separados, de los componentes individuales o de aquellas que se combinen y ya
hayan sido registradas (265-271)(10, 137-140). La existencia de marcadores seroldgicos de
proteccion simplifica mucho la realizacion e interpretacion de los resultados de los ensayos
clinicos. Las evaluaciones econémicas y epidemioldgicas desempefian un papel fundamental en
la eventual incorporacion de una nueva vacunas combinadas en el calendario de vacunaciones
sisteméticas, la que permitira la reduccion del nimero de inyecciones y, con ello, incluso la
prevencion de enfermedades infecciosas contra las que en la actualidad no existen vacunas
adecuadas.

Comparativamente la compafia GlaxoSmithKline Biologicals lanz6 al mercado una nueva
vacuna pentavalente, constituida por la combinacion de la vacuna contra la difteria (D), el
tétanos (T) y la tos ferina (P) (con antigeno tosferinico a base de células completas) y las vacunas
contra la hepatitis B (HB) y contra Haemophilus influenzae tipo B (Hib) (DTPw-HB/Hib), con
un total de 5 pg de fosfato de polirribosilrribitol (FPR) (45). A la que se le realizaron estudios
similares a los nuestros en los que se demostro que la vacuna combinada DTPw-HB/Hib no dio
resultados inferiores a los obtenidos con las vacunas autorizadas en términos de los porcentajes
de seroproteccion, seropositividad y respuesta frente a todos los componentes antigénicos de la
vacuna (39;45;46;114,;231;268;269;272). La persistencia de anticuerpos contra todos los

antigenos contenidos en ella hasta el momento en que se administrd la dosis de refuerzo fue
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parecida en ambos grupos, y se observé un marcado aumento de las concentraciones de todos los
anticuerpos después del refuerzo. La reactogenia general observada con ambos regimenes de
vacunacion fue parecida. En resumen ambas vacunas, en su forma simple o pentavalente
muestran un adecuado marco de seguridad para su empleo en estudios clinicos en lactantes, cada
resultado es avalado por el hecho de que los animales no presentaron signos de toxicidad ni
alteraciones en el comportamiento durante las observaciones clinicas diarias, como indice
indirecto de la ausencia de efectos toxicos y de la preservacion de su bienestar. En consonancia
con nuestros resultados, los que indican que la nueva vacuna combinada pentavalente cubana
TRIVAC-HB + Quimi-Hib concentrada ofrece una alternativa eficiente y confiable de poner en
practica las recomendaciones de la OMS para el control de la hepatitis B y de las infecciones por

Hib en el mundo.
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7. CONCLUSIONES

1. La respuesta inmunoldgica humoral que induce el antigeno Hib adsorbido al adyuvante
fosfato de aluminio es significativamente superior a la respuesta del antigeno sin adyuvar.
La mezcla de la vacuna TRIVAC-HB + Quimi-Hib concentrada, no interfiere en la
respuesta bioldgica de los 5 antigenos involucrados en la formulacién, a diferencia de
otras vacunas combinadas existentes en el mercado.

2. La Vacuna sintética Quimi-Hib es segura y tolerable, no mostrd alteraciones
morfoldgicas de toxicidad aguda en los 6rganos diana estudiados

3. La Vacuna pentavalente TRIVAC-HB + Quimi-Hib concentrada constituye una
formulacién balanceada, estable y atoxica y tiene un adecuado margen de seguridad, lo
que permite sea aplicada en humanos (nifios lactantes).

4. Laaplicacion reiterada de ambas vacunas produce granulomas macrofagicos en el sitio de
inoculacion, resultantes del mecanismo de accién del adyuvante fosfato de aluminio,
cuya incidencia esta en correspondencia con los niveles de dosis explorados.

5. No existen alteraciones morfoldgicas del bazo y se demuestra una adecuada estimulacion
de los drganos del sistema inmune luego de la administracion reiterada de la vacuna
pentavalente TRIVAC-HB+ Quimi-Hib concentrada.
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8. RECOMENDACIONES

Algunas de las tareas a realizar para concluir la carpeta de experimentos preclinicos con vistas a

registros en otras regiones del mundo serian:

1. Realizar estudios de Seguridad Farmacologica: Efectos sobre el Sistema Nervioso
Central, Efectos de la funcién cardiovascular y respiratoria de las vacunas en su
formulacién monovalente y pentavalente.

2. Optimizar la evaluacion de toxicidad sistémica de la vacuna Quimi-Hib donde se
incluyan determinaciones urinarias, bioquimica sanguinea y la evaluacién histopatoldgica
de todos los érganos.

3. Aplicar la estrategia de disefios experimentales presentes en la tesis a la evaluacion
toxicoldgica preclinica de nuevas formulaciones de novedosos candidatos vacunales

mono o multivalentes que se produzcan en el pais.
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Anexos

11. ANEXOS

Figura I. Copia del Informe de analisis del lote de vacuna monovalente empleado en las evaluaciones

de Seguridad preclinica.

Determinacién colorimétrica por orcinol

CENTRO DE INGENIERIA GENETICA Y BIOTECNOLOGIA SIC-092 PPO 4.09.144.99
Edicién 02 Pag.1de 1
INFORME DE ANALISIS FOLIO: 066
PRODUCTO: Vacuna de Heméfilo MUESTRA: Lote Final
No. de control: No. de Lote: Presentacion: Fecha
12723- 12733 EH1023E 0.25 mL Fabricacién:09/08/01
ENSAYOS ESPECIFICACIONES/REFERENCIAS RESULTADOS
Caracteristicas Liquido transparente, libre de particulas.
Organolépticas Visual Pasa la prueba
Esterilidad Pasa la prueba Pasa la prueba
USP 24
H 6.4-7.4
. USP 24 6.7
¥ Contenido de PRP 0.032 mg/mL — 0.048 mg/mL 0.036 mg/mL

T~ |dentidad del PRP °

Aglutina
Inmunoidentificacion por latex

Pasa el ensayo

Contenido de preservo

0.042-0.120mg/mL

p”

Complejometria e
Inocuidad - - .. .. Conforme
AL BP 98 Conforme
Pir6genos Pasa la prueba Conforme
USP 24 :
Inmunogenicidad Seroconversién de al menos la mitad de los animales del lote y la
vacuna control 100%
Ensayo de inmunogenicidad en conejos, segun el fabricante
Observaciones: Cumple con las especificaciones
B NOMBRES Y APELLIDOS FIRMA FECHA
REALIZADO POR™—__ Amarilys Rodriguez Arrebato = ﬁ 18/2/02
: Viy ~N i 7
"“VISAD@bR: s, AN Lourdes Costa Anguiano A\é : W / g/d/"y ;
w BT T R : e l 7 ‘ :
\RECIRIDO POR: T O \ ' Su A BN Paces Ausf— | Z2.03 2
/ -«1 ‘_." Z < 5 e T T
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Figura 11. Copia del Informe de andlisis del lote de adyuvante empleado en las evaluaciones de
Seguridad preclinica de la vacuna monovalente.

PPO 4.09.144.99

CENTRO DE INGENIERIA GENETICA Y BIOTECNOLOGIA SIC-092
Edicién 02 Pag. 1de1
INFORME DE ANALISIS FOLIO: 069
PRODUCTO: Fosfato de Aluminio ( Adyuvante para la MUESTRA: Lote Final
vacuna conjugada Hib sintético - T)
No. de control: No. de Lote: Presentacion: Fecha
12688 - 12698 AmpFA 1001T 0.25 mL Fabricacion:07/08/01
ENSAYOS ESPECIFICACIONES/REFERENCIAS RESULTADOS
Caracteristicas Suspension blanco grisacea, libre de particulas.
Organolépticas Visual Pasa la prueba
PPO: 4.09.140.98
R Esterilidad Pasa la prueba Pasa la prueba
PPO 4.09.274.94 USP 24
H 6.4-7.4
P PPO 4.09.068.92 USP 24 6.6
Contenido de Aluminio 6.0 mg/mL - 8.1 mg/mL 7.68 mg/mL
Complejometria
PPO 4.09.064.92
Contenido de Timerosal 0.042 - 0.120mg/mL 0.108 mg/mL
Espectrofotometria
PPO 4.09.062.92
Inocuidad Conforme .
BP 98 PNO: 07001
Pirégenos Pasa la prueba -
USP 24 PNO: 07002
Observaciones:
*Los ensayos de pirégenos e inocuidad se realizé con el producto final.
.
NOMBRES Y APELLIDOS FIRMA FECHA
REALIZADO PQRA—\ Amarilys Rodriguez Arrebato % / 19/2/02
REVISAD BOR'd Hg,d’ Lourdes Costa Anguiano /’} " % /f,Ma
3 = 77 7 7
REmmp’d?oRm‘) \  Maioes Afpl fuscs hAusd | 200302
AN Z ‘ ‘ ) i
n o I TT 5
¢ & &
r tRey Y Mo
% ,f’“lo TE \o

o
\QCION nt‘“ff/ -
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Figura Ill. Copia del Informe de analisis del lote de vacuna TRIVAC-HB empleado en las
evaluaciones de Seguridad preclinica de la vacuna pentavalente.

* .CENTRO DE INGENIERIA GE**<TICA Y BIOTECNOLOGIA' SIC-092 - PPO 4.09.144.99
DIRECCION . _ CALIDAD )
Edicion 02 Pag. 1 de 1
INFORME DE ANALISIS FOLIO: 292 B

PRODUCTO: Vacuna Tetravalente de Difteria, Tétanos, Pertussis y Hepatitis B | MUESTRA: Producto Final
recombinante (Trivac HB). Multidosis.

agitarse se resuspende facilmente.

N° DE CONTROL: 001 ] N° DE LOTE: 370101 PRESENTACION: — | FECHA DE FABRICACION: 20/03/03
ENSAYOS ESPECIFICACIONES/REFERENCIAS RESULTADOS
Liquido grisaceo libre de particulas, que al estar en. Liquido grisaceo libre de particulas, que al
CARACTERISTICAS reposo se separa en dos fases, un sedimento blanco estar en reposo se separa en dos fases,
ORGANOLEPTICAS (adyuvante) y un sobrenadante transparente que al un sedimento blanco (adyuvante) y un

sobrenadante transparente que al agitarse

PNO 02.028 * se resuspende faciimente.
CONTENIDO DE ALUMINIO De 0.3 a 0.85 mg/mL 0.75 mg/mL
PNO 02.028 *
VOLUMEN No menor que el volumen declarado en la etiqueta No menor que el volumen declarado en la
PNO 02.028 * etiqueta
PASA LA PRUEBA
- ESTERILIDAD USP 24~ Pasa la Prueba
N~ SEGURIDAD GENERAL PASA LA PRUEBA Pasa la Prueba
PNO 07.001 *
CONTENIDO DE TIOMERSAL De 0.030 a 0.1 mg/mL
PNO 02.028 * 0.036 mg/mL
De6.4a7.7
pH PNO 02.028 * 6.8
CONTENIDO DE FORMALDEHIDO <200 pg/mL
PPO 4.09.206.94 12.02 pg/mL
PORCIENTO DE ADSORCION DEL >95%
AgsHB PPO 4.09.106.92 99.9 %
IDENTIDAD DEL AgsHB (ELISA) Positivo a la Identificacion Identificado
PPO 4.09.038.92
IDENTIDAD DE LA ANATOXINA De 40 - 60 Lf/mL 50 LfimL
DIFTERICA Technical Report Series 800, 1990
IDENTIDAD DE LA ANATOXINA De 16 = 24 LfimL 20 LfimL
TETANICA Technical Report Series 800, 1990
IDENTIDAD DE LA BORDETELLA Presencia de los 3 aglutinégenos Presencia de los 3 aglutinbgenos
PERTUSSIS Technical Report Series 800, 1990
TOXICIDAD DE LA ANATOXINA Satisfactorio Satisfactorio
[ DIFTERICA Pharmacopeia Europea*
N JXICIDAD DE LA ANATOXINA Satisfactorio Satisfactorio
TETANICA Pharmacopeia Europea*
TOXICIDAD DE LA BORDETELLA Satisfactorio Satisfactorio
PERTUSSIS Pharmacopeia Europea*
POTENCIA IN VIVO DEL AgsHB Potencia relativa > 0.5 %
PPO 4.09.060.92 0614 %
POTENCIA DE LA ANATOXINA > 2 Ul/mL 2.136 Ul/mL
DIFTERICA Método indirecto 1 (FDA) *
POTENCIA DE LA ANATOXINA >2 Ul/mL 19.16 Ul/mL
TETANICA Método indirecto 1 (FDA) *
POTENCIA DE LA BORDETELLA > 4 Ul/dosis 8 Ul/mL
PERTUSSIS
L. 1. > 2 Ul/dosis 2uimt
Technical Report Series 800, 1990 *
OBSERVACIONES: CONFORME
* Estos ensayos se realizaron en el CNB,
NOMBRES Y APELLIDOS RMA , FECHA
REALIZADO POR: Maria de los Angeles Denis Cruz W 8/07/03
REVISADO POR: Lourdes Costa Anguiano , ) A ?A/(U
RECIBIDO POR: ol & preds Cpiea ¢ 5, 75;/@
Fe
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Figura IV. Copia del Informe de analisis del lote de vacuna monovalente empleado en las
evaluaciones de Seguridad preclinica de la vacuna pentavalente.

CENTRO DE INGENIERIA GENETICA Y BIOTECNOLOGIA SIC-092 PPO 4.09.144.99
Edicion 02 Pag. 1 de1
INFORME DE ANALISIS FOLIO: 0125
PRODUCTO: Vacuna de Heméfilo MUESTRA: Lote Final
No. de control: No. de Lote: Presentacién: Fecha
238 - 249 EH2003E 0.25 mL Fabricacién:12/102
ENSAYOS ESPECIFICACIONES/REFERENCIAS RESULTADOS
Caracteristicas Liquido transparente, libre de particulas.
Organolépticas Visual Fasnliarete
Esterilidad Pasa la prueba Pasa la prueba
USP 24
H 6.4-7.4
P USP 24 0.6
Contenido de PRP 0.032 mg/mL - 0.048 mg/mL 0.037 mg/mL
Determinacion colorimétrica por orcinol
Identidad del PRP Aglutina

Inmunoidentificacion por latex

Pasa el ensayo
0.042-0.120mg/mL

Contenido de preservo

.04
Complejometria 0E42maiml.
Inocuidad Conforme
BP 98 Conforme
Piré6genos Pasa la prueba Conforme
USP 24
Inmunogenicidad Seroconversion de al menos la mitad de los animales del lote y la
vacuna control 100%
Ensayo de inmunogenicidad en conejos, segln el fabricante
Observaciones: Cumple con las especificaciones
_ NOMBRES Y APELLIDOS __FIRMA FECHA
REALIZADO POR: Amarilys Rodriguez Arrebato %/ 20/3/02
| REVISADO POR: ,__Lourdes Costa Anguiano p 2 ,.)sz ; R -T3- R
\ 2IBIDO POR: zn 12X Amm ) sl 20 03 02
{ =X
A
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Figura V. Copia del Informe de analisis del lote de vacuna monovalente empleado en las evaluaciones
de Seguridad preclinica de la vacuna pentavalente.

CENTRO DE INGENIERIA GENETICA Y BIOTECNOLOGIA SIC-092 PPO 4.09.144.99
Edicién 02 Pag. 1 de 1
INFORME DE ANALISIS FOLIO: 0124
PRODUCTO: Vacuna de Heméfilo MUESTRA: Lote Final
No. de control: No. de Lote: Presentacioén: Fecha
226 - 237 EH2002E 0.25 mL Fabricacion:12/1/02
ENSAYOS ESPECIFICACIONES/REFERENCIAS RESULTADOS
Caracteristicas Liquido transparente, libre de particulas.
Organolépticas Visual Pasa la prueba
Esterilidad Pasa la prueba Pasa la prueba
USP 24
H 6.4-7.4
P USP 24 6.8
o) Contenido de PRP 0.032 mg/mL - 0.048 mg/mL 0.036 mg/mL

Determinacién colorimétrica por orcinol

™~ ‘Identidad del PRP Aglutina

Inmunoidentificacién por latex

Pasa el ensayo

Contenido de preservo 0.042-0.120mg/mL

0.04 /
Complejometria gabmgiml.
Inocuidad Conforme
o BP 08 Conforme
Pir6genos Pasa la prueba Conforme
USP 24
Inmunogenicidad Seroconversion de al menos la mitad de los animales del lote y la
vacuna control 100%
Ensayo de inmunogenicidad en conejos, segun el fabricante
Observaciones: Cumple con las especificaciones
_’ NOMBRES Y APELLIDOS FIRMA FECHA
REALIZADO POR: Amarilys Rodriguez Arrebato ﬁi\ 20/3/02
.~ 'ISADO POR: Lourdes Costa Anguiajo P& £ 2= -4
RECIBIDO POR: fforissem Ao fres TorAes] 0. pa02
A
‘\
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Figura VI. Copia del Informe de andlisis del lote de vacuna

evaluaciones de Seguridad preclinica de la vacuna pentavalente.

monovalente

empleado en las

CENTRO DE INGENIERIA GENETICA Y BIOTECNOLOGIA SIC-092 PP0O 4.09.144.99 |
DIRECCION DE CALIDAD Edicion 02 Pag. 1de1
_ INFORME DE ANALISIS FOLIO: 0266 - i
PRODUCTO: Vacuna de Heméfilo MUESTRA: Producto Final

No. de control: 832-840

No. de Lote: EH2009 E I Presentacién: 0.25 mL

Fecha Fabricacion: 01/03/02

ENSAYOS

ESPECIFICACIONES/REFERENCIAS

RESULTADOS

Identidad del PRP Aglutina P
Inmunoidentificacion por latex asa el ensayo
Carbohidratos totales PPO: 4.09.055.02 '
n De 0.032 2 0.048 mg/mL__ 0037 mgrmL
% Carbohidratos libres PPO: 4.09.065.02
£20% <125 %
inmunogenicidad Ensayo en conejos, segun el fabricante 80 % i
. . = 50 % Seroconvresion B °
-‘- Esterilidad Pasa la prueba Pasa |a prueba
1 USP 24, PPO: 4.09.274.94
Inocuidad Conforme
BP 98, PNO 07,001 oo |
Conforme Conforme

Pirégenos

USP 24, PNO 07.002

Liquido transparente, libre de particulas.

Caracteristicas Organolépticas Visual Pasa la prueba
PPO4.08.14098 |
pH 6.4 .74 6.8
, USP 24, PPO: 4.09.068.92 -
Contenido de timerosal 0.042-0.120mg/mL
| PPO 4.09.062.92 i
Observaciones: Cumple con las especificaciones.
NOMBRES Y APELLIDOS FIRMA  FECHA
Yanet Alderete Avalos Gl 22/05/02
Lourdes Costa Anguiano / Y4 2 rfo2
{ W % i
~ | RECIBIDO POR: SE> _wela2to
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Figura VII. Copia del Informe de andlisis del lote del placebo TRIVAC-HB empleado en las
evaluaciones de Seguridad preclinica de la vacuna pentavalente.

CENTRO DE INGENIERIA GENETICA Y BIOTECNOLOGIA SIC-092 PPO 4.09.144.99
DIRECCION DE CALIDAD Edicién 02 Péag.1de1
INFORME DE ANALISIS FOLIO: 054
PRODUCTO: TRIVAC-HB ’ MUESTRA: Placebo
No. de Control: 2063-2068 No. de Lote: PO3I Presentacion: -- | Fecha de Fabricacién: 16/07/03
ENSAYOS ESPECIFICACIONES/REFERENCIAS RESULTADOS
INOCUIDAD -- Pasa la prueba
- PIROGENOS - Pasa la prueba
\“CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS - Pasa la prueba
ALUMINIO - 0.88 mg/mL
ESTERILIDAD - Pasa la prueba
TIOMERSAL -- 0.064 mg/mL
Observaciones:
NOMBRES Y APELLIDOS FECHA
REALIZADO POR: Yanet Alderete Avalos 27/01/04
REVISADO POR: Lourdes Costa Anguiano EYY/¥ /X%
RECIBIDO POR: U 17 B I g/ ;/a</'
Yy, N

\
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Figura VIII. Copia del Informe de analisis del lote del placebo Quimi-Hib empleado en las
evaluaciones de Seguridad preclinica de la vacuna pentavalente.

CENTRO DE INGENIERIA GENETICA Y BIOTECNOLOGIA SIC-092 PPO 4.09.144.99
DIRECCION DE CALIDAD Edicién 02 Pag. 1 de 1
INFORME DE ANALISIS FOLIO: 612

PRODUCTO: Vacuna conjugada Hib sintético —T

MUESTRA: Placebo

N° DE CONTROL: 2680- 2685 J N° DE LOTE: PH3001E | PRESENTACION: --

FECHA DE FABRICACION: 11/09/03

ENSAYOS ESPECIFICACIONES/REFERENCIAS RESULTADOS
Caracteristicas Organolepticas = Pasa la prueba
pH - 6.73
N~ Contenido de timerosal b . 0.053 mg/mL

Esterilidad = Pasa la prueba

Pirbgenos b Pasa la prueba

Inocuidad o Pasa la prueba
OBSERVACIONES:

o ————NOMBRES -Y-APELLIDOS — FECHA “
—| REALIZADOPOR.: e ————-Yanet-Alderete-Avalos 22/10/03
REVISADO POR : Qose Jrus Warceels 23 [10[03
RECIBIDO POR : y \LL:.M ( Z‘t(rmﬂ)b
3§ S 4
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Figura IX. Copia del Certificado de salud de los animales empleados en el estudio de Toxicidad aguda
de la vacuna Quimi-Hib.

-, Division Roedores Gnotobioticos
/ CENPALAB

CENTRO NACIONAL PARA LA PRODUCCION
DE ANIMALES DE LABORATORIO

RG.CC.02.95

Certificado de Salud No. 020

| Sistema protegido de origen: SPH

Linea: Cenp: SD | Namero de lote: = 4 430 | Total de cajas: |p

Total: (2D Machos QD  Hembras qp [ Peso: S\-384 | Edad: 24-29 droy
Centro de destino: CTOR [ xiwlog/a ¢
Fecha de expedicién:2¢ / 49 / ©(

Especie: Rata

|| Hora:de:expedicion: |1 : S om

EXAMEN CLINICO:

Los animales a la inspeccion clinica no muestran desviaciones de los parametros de salud establecidos para
esta especie y linea, cumpliendo con las especificaciones de calidad dadas por el productor.

BACTERIOLOGIA * RESULTADOS RESULTADOS
Entidad Método | Pos | Neg No Fecha Entidad Método | Pos | Neg No Fecha
testad testad
N ° °
Salmonella spp. Cult/Serot X 03/08/01 |Streptococcus Cult/Serot X 03/08/01
pneumoniae
Streptobacillus moniliformis | Cult/Serot X 10/3/00 |Pasteurella pneumotropical ELISA X 23/05/01
Streptococcus B hemolitico | Cult/Serot X 03/08/01 |Clostridium piliformis Insp.Clin X 12/2/01
Bordetella bronchiseptica ELISA X 23/05/01 |Leptospira spp. ELISA X 23/05/01
Corynebacterium kutscheri |Cult/ELISA X " 03/08/01 - |
Mycoplasma arthritidis ELISA X 24/05/01
Helicobacter sp Cultivo X 12/2/01
PARASITOLOGIA * RESULTADOS PATOLOGIA * RESULTADOS
ENTIDAD Método | Pos | Neg No Fecha |Examen macroscépico: 02/08/01
testado
Endoparasitos. DIR/FLOT X 01/08/01|No se observan lesiones macroscépicas compatibles con alteraciones
Toxoplasma gondii ELISA X 23/05/01 |Patolégicas
Trichosomoides crassicuuda | Sediment. X 09/05/01
Ectoparasitos. InspClinica X 01/08/01
«/LOGIA * (SEROLOGIA) RESULTADOS RESULTADOS
Entidad Método | Pos | Neg No Fecha Entidad Método Pos | Neg No Fecha
testado testado
Virus Sialodacryadenitis/ Virus | ELISA X 18/08/01 |, ,. . I
corona (SDAV/RCV) Virus Sendai ELISA X 18/08/01
Virus Pneumonia (PVM) ELISA X 18/08/01 |Reovirus Tipo 3 (REO 3) IFA X 18/08/01
m;@;‘“fa'°mie""s“e"e’ ELISA X 18/08/01 |Virus Kilham (KRV) IFA X 18/08/01 |
Virus Toolan (H-1) IFA X 18/08/01
Coriomeningitis linfocitaria Mycoplasma pulmonis ELISA X 18/08/01
(LCM) IFA X 21/2/01

* Segiin lo certificado por la Division de Aseguramiento de la calidad del Centro Nacional para la Produccién de Animales de Laboratorio, de acuerdo al
cronograma de monitoreo de los roedores criados y idos en si: protegidos y que consta en los archivos de nuestra Institucién. Vilido a partir del
20/08/01 hasta Noviembre del afio 2001

i
g AN T 8
i AL 0l

Aprobado por:

Wbechil
breo

0 de la Calidad

g

Vto. Bno.:

Division de Roedores Gnotobiéticos
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Figura X. Copia del Certificado de salud de los animales empleados en el estudio de Toxicidad a dosis
repetidas de la vacuna Quimi-Hib.

Div:sion Roedores Gnotobioticos
I CENPALAB

SE e N oraremie” Certificado de SHud No. (0372
Especie: Rata | Sistema protegido de origen: SPH
Linea: Cenp: SD | Nimero de lote: 43 4840 | Total de cajas: ¢,
Total: (80 Machos 99  Hembras qp [ Peso: s1- 554 [ Edad: 4- S aewny
Centro de destino: (TR e
Fecha de expedicion: 24\ | (o | &y  Horade expedicién:  (0:(S om

EXAMEN CLINICO:

Los animales a la inspeccion clinica no muestran desviaciones de los parametros de salud establecidos para
esta especie y linea, cumpliendo con las especificaciones de calidad dadas por el productor.

BACTERIOLOGIA * RESULTADOS RESULTADOS
Entidad Método Pos | Neg No Fecha Entidad Método Pos Neg No Fecha
testad testad
— 0 o
Salmonella spp. Cult/Serot X 03/08/01 [Streptococcus Cult/Serot X 03/08/01
pneumoniae
Streptobacillus moniliformis | Cult/Serot X 10/3/00 |Pasteurella pneumotropica| ELISA X 23/05/01
Streptococcus B hemolitico | Cult/Serot X 03/08/01 |Clostridium piliformis Insp.Clin X 12/2/01
Bordetella bronchiseptica ELISA X 23/05/01 |Leptospira spp. ) ELISA X 23/05/01
Corynebacterium kutscheri |Cult/ELISA] X 03/08/01 o
Mycoplasma arthritidis ELISA X 24/05/01
Helicobacter sp Cultivo X 12/2/01
PARASITOLOGIA * RESULTADOS PATOLOGIA * RESULTADOS
ENTIDAD Método Pos Neg No Fecha |Examen macroscépico: 02/08/01
testado
Endoparasitos DIR/FLOT X 01/08/01|No se observan lesiones macroscépicas compatibles con alteraciones
Toxoplasma gondii ELISA X 23/05/01 [Patologicas
Trichosomoides crassicuuda | Sediment. X 09/05/01
Ectoparasitos. InspClinica X 01/08/01
~ )LOGIA * (SEROLOGIA) RESULTADOS RESULTADOS
Entidad Método | Pos | Neg No Fecha Entidad Método Pos Neg No Fecha
testado testado
Virus Sialodacryadenitis/ Virus | ELISA X 18/08/01 Virus S .
corona (SDAV/RCV) irus Sendai ELISA X 18/08/01
Virus Pneumonia (PVM) ELISA X 18/08/01 |Reovirus Tipo 3 (REO 3) IFA X 18/08/01
g’a;j;‘”fa'°”“e"“m8i'e' ELISA X 18/08/01 |Virus Kilham (KRV) IFA X 18/08/01 |
Virus Toolan (H-1) IFA X 18/08/01
Coriomeningitis linfocitaria Mycoplasma pulmonis ELISA X 18/08/01
Lcm) IFA X 21/2/01

* Segiin lo certificado por la Division de Aseguramiento de la calldad del Centro Nacional para la Produccién de Animales de Laboratorio, de acuerdo al
cronograma de monitoreo de los roedores| criados y idos en protegidos y que consta en los archivos de nuestra Institucion. Vilido a partir del
20/08/01 hasta Noviembre del asio 2001 /

X L AL L \I1 TV <
Vto. Bno.: {

fola{e—'iaCaHdad Division de Roedores Gnotobioticos
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Figura XI. Copia del Certificado de salud de los animales empleados en el estudio de Tolerancia local
de la vacuna Quimi-Hib.

, Division Roedores Gnotobioticos
I CENPALAB

i Gartificadio de Salud No. ()71
| Especie: Rata || Sistema protegido de origen: SPH
| Linea: Cenp: SD | Namero de lote: &3 009002 | Total de cajas: <} |
f
Total:5U  Machos 49 Hembras<{ 0 | Peso: So—was | Edad: A sewm |
| Centro de destino: w8 e i
Fecha de expedicion: 22/ 3 | gz | Hora de expedicion: tO:445 aw :
-~s 2nimales a la inspeccion clinica no muestran desviaciones de los parametros de salud establecidos para
=s1° =specie y linea, cumpliendo con las especificaciones de calidad dadas por el productor
IBACTZRIOLOGIA - RESULTADOS RESULTADOS
- \ Z~tidad Método Pos | Neg No Facna Entidad Metoac Pos | Neg No Fecha
testad testad
N— ) [s)
Sz~ zella spp Cult/Serot X 11/02/02 |[Streptococcus Culv/Serot X 11/02/02
pneumoniae
oacillus moniliformis | Cult/Serot X 10/3/00 [Pasteurella pneumotropica| ELISA X 14/11/01
coccus B hemolitico | Cult/Serot X 11/02/02 |Clostridium piliformis Insp.Clin X 11/02/02
+2lla bronchiseptica ELISA X 14/11/01 |Leptospira spp ELISA X 23/05/01
~epactenum kutscheri |Cult/ELISA X 11/02/02
Mycoplasma arthritidis ELISA X 14/11/01
copacter sp Cultivo X 11/02/02 J
PARASITOLOGIA * RESULTADOS PATOLOGIA * RESULTADOS
ENTIDAD Método | Pos | Neg No Fecha |Examen macroscépico: 11/02/02
testado
Egc‘:gearésitos DIR/FLOT X 5/02/02 |No se observan lesiones macrascépicas compatibles con alteraciones
[Toxopiasma gondii ELISA X 23/05/01 [Patoldgicas
[ Trichosomoides crassicuuda | Sediment. X 5/02/02
* _|Ectoparasitos. InspClinica X 5/02/02
\,xROLOGIA'(SEROLOGIA) RESULTADOS RESULTADOS
Entidad Método | Pos | Neg No Fecha Entidad Método | Pos | Neg No Fecha
testado testado
Virus Sialodacryadenitis/ Virus | ELISA X 18/08/01
corona (SDAVIRCY) Virus Sendai ELISA X 18/08/01
Vi-us Pneumonia (PVM) ELISA X 18/08/01 |Reovirus Tipo 3 (REO 3) IFA X 18/08/01
"“‘;3;‘“”'°'"‘e""5T“e"e’ ELISA X 18/08/01 |Virus Kilham (KRV) IFA X 18108/01 |
[Virus Toolan (H-1) IFA X 18/08/01
. L . Mycoplasma pulmonis ELISA X 18/08/01
[Conomenmgms linfocitaria IFA X 21/2/01
(LCM)
* Segiin lo certificado por la Division de Aseguramiento de la cahdad del Centro Nacional para la Produccién de Animales de Laboratorio, de acuerdo al
cronograma de monitoreo de los roedores criados y idos en protegidos y que consta en los archivos de nuestra Institucion, Vilido a partir del
Febrero 2002 hasta Mayo del aito 2002 R [\
;u'.'.;.T.' Wol

orobado por:

’c IVPA Vto. Bno.:
Especuiﬂﬂﬂeﬂsegmnt lidad Divisién de Roedores Gnotobidticos

Y



Anexos

Figura XII. Copia del Certificado de salud de los animales empleados en el estudio de Toxicidad

aguda de la vacuna TRIVAC-HB + Quimi-Hib.

-, Division Roedores Gnotobioticos
v CENPALAB

RG.CC.02.95

ATl a4y Loyt Certificado de SAud No.
Gudl
Especie: Rata || sistema protegido de origen: SPH I
Linea: Cenp: SD | Numero de lote: (R D4q04 [ Total de cajas: |
Total: S0 Machos 40D Hembras 40 | Peso: - 354  [Edad: A—5S Asnn |
Centro de destino: e - |
Fecha de expedicion: 2| | 3 | pd | Hora de expedicion:  9: 00w |

ZXAMEN CLINICO

Los animales a a inspeccion clinica no muestran desviaciones de los parametros de salud establecidos para
asta especie y linea. cumpliendo con las especificaciones de calidad dadas por el productor

BACTERICLOGIA - RESULTADOS RESULTADOS
Entdad Método Pos | Neg No Fecha Entidad Método Pos | Neg No Fecha
testad testad
\5,« o] (o]
Salmonella spo Cult/Serot X 18/11/03 |Streptococcus Cult/Serot X 18/11/03
pneumoniae
Streptobacillus moniliformis | Cult/Serot X 18/11/03 |Pasteurella pneumotropica| Cultivo X 18/11/03
Streptococcus B hemolitico | Cult/Serot X 18/11/03 |Clostridium piliformis Insp.Clin X 18/02/03
Bordetella bronchiseptica Cultivo X 18/11/03 |Leptospira spp. MAT X 5/12/03
Corynebacterium kutscheri Cultivo X 18/11/03
Mycoplasma arthritidis ELISA X 5/12/03
Helicobacter sp Cuitivo X 18/02/03
PARASITOLOGIA * RESULTADOS PATOLOGIA * RESULTADOS
ENTIDAD Método Pos | Neg No Fecha |Examen macroscopico:22/07/03
testado
Endoparasitos. DIR/FLOT X 11/11/03 |No se observan lesiones macroscopicas compatibles con alteraciones
Toxoplasma gondii ELISA X 23/05/01 [Patologicas
Trichosomoides crassicuuda | Sediment. X 11/11/03
Ectoparasitos InspClinica X 11/11/03
JLOGIA " (SEROLOGIA) RESULTADOS RESULTADOS
Entidad Método | Pos | Neg No Fecha Entidad Método Pos | Neg No Fecha
testado testado
Virus Sialodacryadenitis/ Virus IFA X 23/07/03 X /070
corona (SDAVIRCV) Virus Sendai IFA 23/07/03
Virus Pneumonia (PVM) IFA X 23/07/03 |Reovirus Tipo 3 (REO 3) IFA X 23/07/03
MR CriCaSTRNRT R IFA X 23/07/03 [Virus Kilham (KRV) IFA X 23/07/03
(TMEV)
Virus Toolan (H-1) IFA X 23/07/03
; : o Mycoplasma pulmonis ELISA X 23/07/03
ﬁo&mﬂemnghs linfocitaria IFA X 23/07/03

“ Segiin lo certificado por la Division de Aseguramiento de la calidad del Centro Nacional para la Produccion de Animales de Laboratorio, de acuerdo al
cronogram. o7eo e Tos roedores criados y manteniflos en sistemas protegidos y que consta en los archivos de nuestra Institucion. Vilido a partir de

.\'o\'iemlm';1 003 hagta ddsrz0/2004.

)

/ CENI’/’P‘IB

Esp&&'gtg &s R&“{ﬁ ::/E:ode la Calig
de la Calld
tl

Aprobado por| Vto. Bno. e

[

d Division de Roedores. Gnotobidticos



Anexos

Figura XI11. Copia del Certificado de salud de los animales empleados en el estudio de Tolerancia
local de la vacuna TRIVAC-HB + Quimi-Hib.

-, Division Roedores Gnotobioticos

/ CENPALAB

ORAT0R0 Cartificado de SHud

ARA

RERY:

No. (79
Especie: Rata | sistema protegido de origen: SPH

Linea: Cenp: SD [ Nimero de lote: | YEO L 20Y | Total de cajas: 2

Total: =5 Machos 55  Hembras - [ Peso: 57-35 ¢ [Edad: M 23 v
Centro de destino: Y7 [

Fecha de expedicion: S /4 | &/ [ Hora de expedicion: | 0! Ao R &t

EXAMEN CLINICO

Los animales a la inspeccion clinica no muestran desviaciones de los parametros de salud establecidos para
esta especie y linea. cumpliendo con las especificaciones de calidad dadas por el productor.

IBACTERIOLOGIA' RESULTADOS RESULTADOS
[ Entidad Método Pos | Neg No Fecha Entidad Metodo Pos | Neg No Fecha
! testad testad
N ) o
Saimonella spp. Cult/Serot X 09/02/04 |Streptococcus Cult/Serot X 09/02/04
pneumoniae
Streptobaciiius moniliformis | Cult/Serot X 18/11/03 |Pasteurella pneumotropical Cultivo X 09/02/04
Streptococcus 5 hemoiitico | Cult/Serot X 09/02/04 |Clostridium piliformis Insp.Clin X 09/02/04
Bordetella bronchiseptica Cultivo X 09/02/04 |Leptospira spp. MAT X 5/12/03
Corynebactenum Kutscheri Cultivo X 18/11/03
Mycoplasma arthritidis ELISA X 5/12/03
Helicopacter sp Cultivo X 09/02/04
PARASITOLOGIA * RESULTADOS PATOLOGIA * RESULTADOS
ENTIDAD Método Pos | Neg No Fecha |Examen macroscopico:05/02/04
testado
Endoparasitos. DIR/FLOT X 04/02/04 INo se observan lesiones macroscopicas compatibles con alteraciones
Toxoplasma gondii ELISA X 23/05/01 |Patologicas
Trichosomoides crassicuuda | Sediment. X 04/02/04
Ectoparasitos. InspClinica X 04/02/04
\')LOGIA'(SEROLOGIA) RESULTADOS RESULTADOS
Entidad Método | Pos | Neg No Fecha Entidad Método Pos | Neg No Fecha
testado testado
Virus Sialodacryadenitis/ Virus IFA X 19/02/04 |, . :
corona (SDAV/RCV) Virus Sendai IFA X 19/02/04
Virus Pneumonia (PVM) IFA X 19/02/04 |Reovirus Tipo 3 (REO 3} IFA X 18/02/04
ViusienceraidmieitsThelsr IFA X 19/02/04 |Virus Kilham (KRV) IFA X 19/02/04
(TMEV)
Virus Toolan (H-1) IFA X 19/02/04
Coriomeningitis linfocitana Mycoplasma pulmonis ELISA X 19/02/04-
IFA X 19/02/04
(LCM)
* Segtin 10 Certificadoeporrtimtivision-—the— F te-tr-palidad del Centro Nacional para lu Produccion de Animales de Laboratorio, de ucuerdo al

b
cronograma monin{y% los roedores criados y mantenido§ en sistemas protegidos y que constu en los archivos dg nuestra Institucion. Vilido a partir de

Febrero/2004 Yasta Jfinio, 7@4,4 - !
£ &?Eﬁﬁi’fimg

ento Vto. Bno A AL
to de la Calidag Division de Roeddrés’ Gnotobisticos

Aprobado por Grupo Aseg
Especialistage Asegi




Anexos

Figura XIV. Copia del Certificado de salud de los animales empleados en el estudio de Toxicidad a
dosis repetidas de la vacuna TRIVAC-HB + Quimi-Hib.

\ L
o -
\’J CENPALAB
' Cartificado de Saud 0177

. . A,
Especie: Rata .| Sistema protegido de origen: SPH
Linea: Cenp: 5D [ Numero de lote: "= & 09604 i Total de cajas: (D i
Totalfy7 Machos S Hembras ¢ S [ Peso: S1— 234 | Edad: 4~5 ntyn

i Centro de destinc: CTw= Y

. Fecha de expedicion: 1 q ! 04 ]I Hora de expedicion: (O (U cGrwi

= AAMEN CLINICC

dasviaciones de lcs parametros de salud estabiendos pars
yciones de calidad dadas por gl productor

:BACTERIOLOGIA - RESULTADOS RESULTADOS
r 1 H
{ Srugzs ! Metoac Pos } Neg ;| No Fecha Entdad Método Pos | Neg No | Fechas
/ i itestad testad
. ; ! o o |
H . Uy 1 : — « 1
;Salmonella spp | CuitrSerot X z 23/07/04 i[rcu.,c.,;c_u: CuitrSerot X | 28/07/04
1ae i
; i : P ; t : b .
.Streptocacillus moniliiormis | Cuit 'Sert)i X i 18/11/0’* X :r | 20/07/04
i { - - Y i
1Streptoceccus ‘ vu\’Serot X E 23/07/04 C|esrruum cmrorrr.s X T | 09/02/04
’ x | 23/07/04 |Leptospra spp. . [03708/04
x T Taaon04 " cLisa - !
- G Bl Coia ) e vcoptasima arnhotd.s ELI ok g 5n
% lf 0c=/ozlo41 P ! i ! | Fe
|PARASITOLOGIA * RESULTADOS iPATOLOGIA g RESULTADRCS
f ENTIDAD Metogo Pos Neg No Fecha |Examen macroscopico 20/C7/04
testadc
f:'ﬂdoprarasitosd o 7DIR/FLOT X 20/C7'C4 |No se observar 1&siones macroscopicas comgani'as
ELISA X 23/05/01 [Patologicas
\,;omo Jes crassicuuaz Sediment. X 20/G7/04
"(cnarasuos inspClinica X 20/07/04
‘iROLOGIA"(SEROLOGIA) RESULTADOS RESULTADOS
Enticac Método | -Pos | Neg No Fecha Entidac Método | Pos | Neg Nc Fecha
testado testaco
Virus Sialodacryadenius: Virus IFA X G2/08/04 |, , g . -
> 18/02/
soronz (SDAV/RCY) Virus Senaa! IFA X 02/04
Mirus Pasumoniz (PViVi IFA X 02/08/04 [Reovirus Tipc 3(REQ 3) IFA X 02/08/04
;ﬁ;jé\'j;'cefa"”“'e"“ST“E"’“" IFA x 02/08/04 |Virus Kitham (KRV, IFA X 02/08/04
‘virus Toofan (H-'} IFA X 92/08/04
el 3 : Mycoplasma pulmer:is ELISA A 19/02/04
(CLccn'ar;nen,ng,us linfocitaria IFA X 02/08/04

wlorto, v acnerdi.
L Vdddide o pain g

Seyur o certificado por la Division de Aseguramiento_de la calidad  del Centro Nacional para ta Produccion de Animales de IuI)u'
CronogramiraE TantIre av oy J cdores criados ¥y manlun/rlm en sistemay protegidos v que consta en los archivos defn

igosto. 2008 hasty, )Ivﬂl@]Z"l' _‘II“J\
1 '
¢é.

Aprobado pof. - B (\ : Vto. Bno
' Espeg:xléfl)sj ggdﬁlento de la Cahdad

£2

DIVISICN DE }

ioé? &Fé&'é””

L____,___ﬂ,__,,.



Anexos

Tabla I. Valores promedios de alimento consumido (media £ DS) y valores de p entre grupos en cada tiempo de pesaje. Estudio:
Evaluacion de la Toxicidad Aguda de la vacuna Quimi-Hib.

Grupo

Tiempo (Dias)

1
(p=0.577)

2
(p=0.191)

3
(p=0.564)

4
(p=0.964)

5y6
(p=0.701)

7
(p=0.659)

8
(p=0.433)

9
(p=0.936)

10
(p=0.983)

11
(p=0.767)

12y13
(p=0.683)

14
(p=0.824)

17.3+1.59

17.0+1.94

17.7+3.56

18.1+2.64

40.7+6.75

18.6+3.31

18.6+2.50

19.2+2.49

18.9+£3.45

18.8+3.91

41.3+6.20

18.3+4.29

1T

16.7+1.26

17.0+1.41

18.4+1.56

18.3+2.31

39.0+3.59

17.9+3.14

18.4+2.27

19.1+3.28

19.1+2.56

20.3+5.71

39.6+6.75

19.9+4.70

11X

17.2+1.77

15.7+£1.42

17.6+1.46

7.6+2.18

38.7+4.78

18.3+2.75

18.2+4.19

18.3+3.65

18.7+3.40

19.1+2.56

39.7+7.33

20.0+4.13

v

18.8+3.54

16.9+2.33

18.8+3.96

17.9+4.70

41.1+6.31

19.6+3.27

20.9+4.03

18.8+4.10

19.4+4.74

19.7+£3.20

42.2+8.24

19.6+4.93
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Tabla I1. Valores promedios de peso corporal en animales hembras (media + DS) y valores de
p entre grupos por semana de tratamiento. Estudio: Evaluacion de la Toxicidad a Dosis
Repetidas de la vacuna Quimi-Hib.

Grupo Dia 1 (p=0.768) Dia 7 (p=0.122) Dia 14 (p=0.190)
I 94.4 +10.7 129.4 +13.9 151.4 + 148
1l 99.6 + 6.50 135.2 +9.48 159.9 + 14.0
1 91.1+3.93 131.0 +7.53 153.9 + 9.46
v 95.7 +8.72 138.7 +9.27 161.5+11.8
\% 99.9 +8.41 141.3+12.9 166.8 + 16.9
VI 93.3+6.38 131.8 +8.83 156.1+11.0

Tabla I11. Valores promedios de peso corporal en animales machos (media = DS) y valores de
p entre grupos por semana de tratamiento. Estudio: Evaluacion de la Toxicidad a Dosis
Repetidas de la vacuna Quimi- Hib.

Grupo Dia 1 (p=0.768) Dia 7 (p=0.842) Dia 14 (p=0.953)
I 99.2+13.8 152.4 +14.9 198.0 +17.4
I 100.0 + 7.75 156.5 + 14.4 202.7 +16.7
I 100.3 +11.9 160.4 + 133 210.3+15.5
v 96.6 +11.9 154.6 +18.1 202.0 +21.9
v 99.6 + 8.58 154.3 + 8,51 208.6 + 32.9
VI 101.2 +10.1 153.2 +10.8 194.1 +10.9
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Tabla IV. Valores promedios de alimento consumido en animales hembras (media + DS) y valores de p entre grupos por semana de
tratamiento. Estudio: Evaluacién de la Toxicidad a Dosis Repetidas de la vacuna Quimi-Hib.

Tiempo (Dias)

Grupo| ! 2 3 4 5y6 7 8 9 10 11 12y13 14

(p=0.282) | (p=0.418) | (p=0.391) | (p=0.545) | (p=0.753) | (p=0.350) | (p=0.150) | (p=0.925) | (p=0.751) | (p=0.149) | (p=0.944) | (p=0.369)
I |15.4+1.52|15.8+1.30 | 16.0+2.12 | 16.4+0.55 | 32.0+4.24 | 14.0+1.41 | 15.6+1.82 | 17.2+2.05 | 16.8+3.49 | 16.0+2.55 | 33.2+3.03 | 16.8+1.92
I |16.5+1.96|17.4+2.63 | 16.5+3.50 | 17.624.62 | 32.7+3.40 | 15.8+1.55 | 16.8+3.46 | 16.5+1.96 | 18.4+2.55 | 16.8+1.40 | 34.3+3.16 | 16.5+2.17
I [16.2+1.93|16.2+1.32|16.9+1.60 | 16.3+1.77 | 32.6+3.34 | 15.0+3.92 | 16.2+4.69 | 16.6+2.07 | 16.9+2.18 | 16.2+1.62 | 34.2+2.86 | 15.9+1.20
IV |16.1+2.23|17.4+1.58|18.0+1.56 | 18.3+2.58 | 34.1+3.11 | 16.6+1.35 | 18.1+1.60 | 16.8+2.53 | 16.6+1.07 | 17.3+1.49 | 34.8+2.97 | 16.4+2.37
V  |15.9+2.23(16.7+1.83 | 17.3+2.41|17.3+1.70 | 34.2+3.77 | 16.3+2.16 | 15.7+1.83 | 16.0+3.02 | 17.2+2.66 | 17.9+2.23 | 34.3+3.86 | 17.8+1.62
VI |14.7+1.49|17.1+1.60|15.7+2.98 | 16.9+2.18 | 32.6+4.12 | 15.6+2.80 | 16.7+1.77 | 16.5+2.01 | 17.0+3.62 | 15.8+1.62 | 34.5+3.31 | 16.5+1.96

Tabla V. Valores promedios de alimento consumido en animales machos (media + DS) y valores de p entre grupos por semana de
tratamiento. Estudio: Evaluacién de la Toxicidad a Dosis Repetidas de la vacuna Quimi-Hib.

Tiempo (Dias)
e 1 2 3 4 5y6 7 8 9 10 11 12y 13 14

(p=0.910) | (p=0.730) | (p=0.639) | (p=0.239) | (p=0.190) | (p=0.218) | (p=0.785) | (p=0.024) | (p=0.053) | (p=0.260) | (p=0.465) | (p=0.048)
I 17.2+1.79|18.2+1.48 | 19.4+1.95|16.6+£2.30| 37.4+1.52 | 17.2+0.84 | 19.4+1.95|19.4+1.52 | 22.2+2.39 | 20.0+£2.55 | 41.6+4.28 | 23.4+1.52
IT [17.3+1.89|18.8+1.81|19.7£2.45|19.0+2.62 | 38.8+4.96 | 19.2+2.74 | 20.0+2.67 | 20.6£2.99 | 21.0£3.37 | 21.6£2.91 | 45.0+4.90 | 22.8+2.35
I |17.7£2.54|19.542.37|19.242.94 | 19.5+2.46 | 41.4+3.86 | 20.7+£2.58 | 21.6£2.67 | 21.6+2.72 | 20.1+4.15 | 22.2+2.74 | 45.9+4.46 | 23.8+£1.62
IV |17.0+2.49|18.6+£3.98|20.0+2.62 | 19.6+2.17 | 40.7+5.06 | 19.8+3.33 | 20.3+2.58 | 21.4+3.24 | 19.8+2.86 | 20.8+2.30 | 44.0+4.27 | 23.6+1.71
V |17.2+1.55]18.1+0.99|19.2+1.03|17.942.81|38.1+2.42 | 20.1+2.02 | 20.0+2.26 | 21.3+2.00 | 17.3+2.31| 21.7+1.89 | 43.1+3.63 | 22.7+1.89
VI |[17.5+1.51|18.6+1.78|18.2+1.81|18.5+2.01|36.9+2.77|19.7+2.00|19.9+2.18 | 20.0+£1.89|21.0+2.21|19.9+2.18 | 43.2+3.29 | 21.3+1.49

Tabla VI. Determinaciones hematoldgicas por grupo de tratamiento y por sexo. (Media del parametro medido £ DS y valores de p
entre grupos). Estudio de dosis repetidas de la vacuna Quimi-Hib.
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Grupo _HG FTO HTO VCM HCM CHCM Plaquetas LeliCOCitOS Neutroéfilos | Linfocitos

(p=0.024) | (p=0.007) (p=0.126) | (p=0.089) | (p=0.052) | (p=0.007) | (p=0.549) (p=0.031) | (p=0.058) | (p=0.081)
Animales Hembras

TO | 155+0.85 | 6.38+0.50 | 41.2+253 |64.6+2.07| 24.3+0.91 | 37.6+0.46 | 824.8+49.4| 6.50+0.61 |7.20+2.28 |92.0 £2.83

I 146+06 | 6.02+0.22 | 39.3+1.24 |65.2+1.78| 24.2+0.79 | 37.1+0.75 | 777.0£63.5| 8.14+1.58 | 8.20+2.95(91.0+2.74

11 143+0.62 | 5.89+0.26 | 39.1+2.01 |66.4+1.96| 24.3+0.73 | 36.5+0.42 | 778.0+66.5| 6.43+169 |11.3+4.11|87.8£3.88

I | 149+0.89 | 6.35+0.50 | 40.8+2.64 (64.6+2.31| 23.6+1.00 | 36.9+0.66 | 744.1+85.1| 8.89+2.49 |11.5+3.03 87.3+2.58

IV [147+086| 590+045 | 39.8+3.0 |67.4+187| 249+0.91 | 36.9+0.65 [ 761.1+74.4| 7.62+1.34 |(11.7+4.27|87.8+4.06

v 126+180 | 517+0.82 | 34.3£5.08 |66.2+2.33| 24.4+0.95 | 36.8 £0.36 | 790.0+107.5| 8.19+1.47 |8.89+3.86 | 89.8 £3.67
Animales Machos

Grupo _HG PTO {-IT() VCM HCM CHCM Plaquetas Lel_lCOCitOS Neutrofilos | Linfocitos

(p=0.013) | (p=0.033) | (p=0.007) | (p=0.354) | (p=0.755) | (p=0.082) | (p=0.114) | (p=0.245) | (p=0.466) | (p=0.547)

TO | 141+054 | 5.74+0.34 | 37.5+1.00 |65.2+2.39| 24.6+0.89 | 37.7+0.81 | 8154+36.1 | 8.14+188 |7.80+3.90|91.4+£3.51

I 144+0.74 | 584+0.21 | 38.6+191 |66.0+2.00( 24.7+0.76 | 37.4+0.48 | 687.2+178.1 | 9.18 +0.82 | 6.60 +2.70 | 92.0 £3.54

1T 152+102 | 6.35+054 | 41.1+2.89 |64.8+1.39| 24.1+0.64 | 37.2+0.53 | 788.0+72.7 | 9.24+1.38 | 9.50 + 2.37 | 89.5 £2.46

I 144 +0.97 | 583+041 | 38.1+2.35 [65.2+2.35| 24.6+0.82 | 37.7+0.64 | 761.4+695| 854+1.78 |159+2.37|83.1+26.1

v 13.4+1.01 | 5.53+0.37 35.8£0.57 | 64.9+1.52 | 24.3+0.79 | 37.6+0.77 | 822.4+72.02 | 10.42+0.37 | 11.2+9.40 | 88.2 £9.51

A% 14.3+1.43 | 5.88+0.72 | 38.9+4.60 |66.2+1.13| 24.4+069 | 36.9+0.74 | 780.0£81.2 | 9.57+1.88 | 9.00 + 3.00 [ 90.4 +3.13

Tabla VII. Parametros bioguimicos (valor promedio + desviacion estandar) por sexo y grupos. Estudio Dosis repetidas de a vacuna
Quimi-Hib.
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Creatinina (mg/dL) ALAT (U/L) ASAT (U/L) ALP (U/L)
Grupo/Tratamiento
g 3 ¢ 3 % 3 Q S
| 058+02 | 0,76+0,1 | 151+23 | 156+48 | 177,3+50 | 178,1+38 | 1455+6,4 | 213,7+27,3
Rango calculado 0,22-0 ,94 0,41-1,1 10,4-19,8 | 6,06 25,1 | 167,2- 187,4 | 170,4- 185,7 | 132,8-158,4 | 159,0- 268,3
Rango para la especie 0,20-0,94 0,29- 0,85 16 - 83 21- 85 43- 277 39-283 33-310 67- 382

II 0,20+£0,04 | 027+0,04 | 184+32 | 240+£3,2 | 1057+3,4 | 1550453,2 | 200,2+34 | 2144+28

1 09+03 | 067+0,07 | 35.,0+1,75| 199+6,8 | 100,9*2,7 110,8+3,6 | 1783+7,8 | 248,0+3,4

v 095+0,1 | 0,58+0,1 236+6,1 14,7+6,6 | 102,8+2,7 | 153,9+39,7 | 182,1+110 | 261,2+9,2

v 0,69+0,04 | 0,51+0,0 16,5+1,4 16,1+18 98,0+4,0 | 156,9+46,6 | 1521+26 | 1749+8,6

VI 062+0,2 | 061+0,2 24,4 +3,9 27,729 | 97,7+10,7 | 100,32 +6,9 | 246,2+ 26,7 | 224,0+ 20,9
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Tabla VIII. Valores del peso relativo de los 6rganos evaluados (bazo, higado y timo) por
grupo de tratamiento y por sexo. (Media del parametro medido + DS, y el rango de peso
establecido por cada 6rgano a partir de la media de los valores del grupo control negativo + 2

unidades). Estudio Dosis repetidas de a vacuna Quimi-Hib.

Animales Hembras (p=0.000)

G, - Bazo ’ .Higado - Timo
(Limites: 0.228 + 2) (Limites: 3.53 £ 2) (Limites: 0.38 £ 2)
I 0.228 £ 3.3 x 10-2 3.53+£0.28 0.38 £9.03 x 10-2
1T 0.299 + 3.2 x 10-2 3.96 £ 0.36 0.34 +4.61x 10-2
001 0.242 £ 3.4 x 10-2 414 +0.34 0.34 £6.26 x 10-2
v 0.251+4.2x10-2 3.75+0.28 0.36 £4.27 x 10-2
A\ 0.235+2.9x10-2 3.52+0.19 0.34 +6.57 x 10-2
VI 0.183 + 2.7 x 10-2 3.76 £0.28 0.22 +4.25x10-2
Animales Machos (p=0.000)
S . Bazo .Higado . Timo
(Limites: 0.274 + 2) (Limites: 3.49 £+ 2) (Limites: 0.38 £+ 2)
I 0.274 + 43 x10-2 3.49+7.4x10-2 0.38 £3.5x10-2
1T 0.269 + 2.9 x 10-2 3.67+0.27 0.34 £5.1x 10-2
111 0.278 + 3.3x 10-2 3.56 +0.26 0.34 £5.9x10-2
10Y 0.30 + 7.19 x 10-2 3.83+£0.16 0.37 £5.8 x 10-2
A\ 0.268 +£4.71 x 10-2 3.41+045 0.38+7.2x10-2
VI 0.192 £3.94 x 10-2 3.72+0.25 0.18 2.2 x10-2
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Tabla IX. Valor promedio semanal de consumo de alimento por grupo de tratamiento (g £
DS). Estudio Toxicidad aguda de la vacuna pentavalente TRIVAC-HB + Quimi-Hib

concentrada.
Grupo Semana 1 Semana 2
Q (p=0.105) 3 (p=0.514) Q (p=0.456) 3 (p=0.136)
I 17,0+0,4 19,0+1,9 18.6+0,6 23,3£1,0
1T 16,7+0.4 18,6+1,3 18,5+0,6 22,9412
I 17,3+0,6 16,7+0,5 19,6+0,8 24,4+0,5
10Y 17,3+0,6 19,9+2,0 17,311 24,6+0,5
v 16,8+0,8 19,7413 17,9+0,6 24,0+0,4
VI 15,4411 20,111 18,1+0,6 23,8+0,4
VII 17,4+0,6 19,5+£1,4 19,514 23,7£1,0

Tabla X. Valores promedios de peso corporal en animales hembras (media = DS) y valores de
p entre grupos por semana de tratamiento. Estudio: Evaluacion de la Toxicidad a Dosis
Repetidas de la vacuna pentavalente TRIVAC-HB + Quimi-Hib concentrada.

Grupo | Sexo | Dia 0 (p=0.054) | Dia 7 (p=0.682) | Dia 14 (p= 0.522) Dia 21 Dia 28
I 85,6 4,0 141 + 10,6 168,0 £15,2
1I 84,947 138,0+5,5 163,0£5,8
11} 83,8+4,0 132,6 £ 3,6 163,044
10Y 858+ 3,4 136,8 £ 4,5 166,8 + 4,2 - ---
v v 85,3+35 1436 £ 14,4 174,0 £20,0
VI 81,3+3,8 137,8+6,6 170,4+ 10,8
VII 87,053 135,8+5,5 158,0 £ 8,8
VIII 81,0x44 134,8+7,4 162,4+8,1 184,6 £8,1 | 2028+ 7,1
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Tabla XI. Valores promedios de peso corporal en animales machos (media = DS) y valores de
p entre grupos por semana de tratamiento. Estudio: Evaluacion de la Toxicidad a Dosis
Repetidas de la vacuna pentavalente TRIVAC-HB + Quimi-Hib concentrada.

Grupo | Sexo | Dia 0 (p=0.622) | Dia 7 (p=0.580) | Dia 14 (p= 0.928) Dia 21 Dia 28
I 87075 157,6 £12,7 213,6 £ 19,2
1T 836+x24 1514+ 14,4 206 + 24,2
11} 88,0+4,9 1636 +11,4 2152 +17,1
v 87,2+53 153,2+ 139 200,4 + 18,3 --- ---
A% ¢ 88,6 £4,5 1616 £7,7 206,6 = 21,0
VI 86,983 153,8 +13,1 197,8 £24,0
VII 855+29 155,0+£ 5,6 208,0+6,0
VIII 87,6 £6,2 1622+ 7,6 2152+9,0 267,4+8,4 | 309,4+6,3

Tabla X11. Valores promedios de alimento consumido por los animales (media + DS) y valores
de p entre grupos por semana de tratamiento. Estudio: Evaluacion de la Toxicidad a Dosis
Repetidas de la vacuna pentavalente TRIVAC-HB + Quimi-Hib concentrada.

Semana 1 Semana 2 Semana 3 | Semana 4
SR S pm0m13) [ J 071y | 908D [ Josy | 0 [ 3 | 9 [ 4
I 17,7 19,4 16,5 20,3
1T 17,8 19,6 16,5 20,1
11} 17,0 20,4 16,0 21,3
v 17,6 19,7 16,0 18,7 --- --- --- ---
v 17,6 20,1 16,5 19,5
VI 17,9 19,2 195 18,5
VIl 17,2 19,5 15,9 20,7
VIII 17,1 19,6 15,2 20,5 16,7 | 23,6 | 18,3 | 24,9
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Tabla XII1. Pardmetros hematoldgicos (valor promedio + desviacion estandar) de los animales hembras del Estudio: Evaluacion de
la Dosis repetidas de la vacuna pentavalente TRIVAC-HB + Quimi-Hib concentrada

HB: Hemoglobina, Hto: hematocrito; Leuco: leucocitos; Linfoc: linfocitos.

Grupo Hb (g/dL) | Hto (vol/L) | Leuco (x 10°) | Polimorofonucleares (%) | Linfoc (%) | Monocitos (%) | Eosinéfilos (%)
Basal 13,5+ 0,50 | 0,45 +0,02 12,5+ 3,55 18 +8,09 76,8 £5,7 3430 1+0,00
Rango Normal |, o< 1404 | 0,43-047 9,0-16,1 10-26,0 71-83 0,0-6,0 0-1
para la especie
I 14,02 £0,74 | 0,44+ 0,04 11,17+1,78 21+2,6 76,6+3,1 4+ 28 0+0.00
11 13,99+0,30 | 0,46x 0,02 10,61+ 6,26 24+ 4,0 75+ 5,0 2+0,0 0£0.00
11} 13,17+0,35 | 0,43+0,01 11,12+0,94 22+ 1,7 76£1,0 3+2,8 0+0.00
v 12,49 £0,82 | 0,41+0,04 9,57+2,40 19+31 78,6+3,1 1,5+0,7 1+0,00
A\ 11,36+0,83 | 0,38+0,03 11,9245,34 35+ 3,8 61,3+7,1 4,535 1+0,00
VI 11,76+0,60 | 0,39+0,02 14,56+2,16 3731 61,0+4,6 2,0+0,0 1,5+0,7
VII 14,43+0,35 | 0,45+0,01 7,54+2,03 51+ 3,6 0,48+4,0 1,5+0,7 1+0,00
Leyenda:
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Tabla XIV. Pardmetros hematoldgicos (valor promedio + desviacion estandar) de los animales machos del Estudio: Evaluacion de

la Dosis repetidas de la vacuna pentavalente TRIVAC-HB + Quimi-Hib concentrada

Grupo Hb (g/dL) | Hto (vol/L) | Leuco (x 10°) | Polimorofonucleares (%) | Linfoc (%) | Monocitos (%) | Eosinéfilos (%)
Basal 13,55+0,50 | 0,45+0,02 12,58+3,55 19+75 76,2+4,7 5,7+2,5 1+0,00
Rango Normal |, oo 1404 | 043047 |  9,0-16,1 11,5-26 71-81 3,38 0-1
para la especie
I 13,37+0,18 | 0,44+0,02 10,83+4,54 18,6 +4,5 78,6%4,2 1,0+0,0 2,5+0,7
II 13,46+0,72 | 0,44+0,01 11,1+1,49 26 £5,3 72,0+4,6 1,3+0,6 1+0,0
I1I 13,17+0,35 | 0,43+0,01 11,12+0,94 19,3+5,5 79,0 £3,6 1,5+0,7 0+0.00
v 12,49+0,82 | 0,41+0,04 9,57+2,40 21,6£25 77,0£2,3 1,5+0,7 2+0,0
A\ 12,63+0,48 | 0,41+0,01 16,20+3,05 38,625 59,0£3,6 3,5+2,1 0+0.00
VI 11,91+0,28 | 0,40+0,02 12,54+2,23 37,2 9,7 62,0 £10,1 1,5+0,7 0+0.00
VII 13,95+0,50 | 0,44+0,02 7,57£1,79 37,3+4,6 62,0 £3,8 1,5+0,7 0+0.00
Leyenda:

HB: Hemoglobina, Hto: hematocrito; Leuco: leucocitos; Linfoc: linfocitos.




Anexos

Tabla XV. Determinaciones bioguimicas por grupo de tratamiento, animales hembras. (Media del pardmetro medido + DS y valores
de p entre grupos), animales hembras. Estudio: Evaluacidn de la Dosis Repetidas de la vacuna pentavalente TRIVAC-HB + Quimi-

Hib concentrada.

Grupo Sexo Cratinina (mg/dL) ALAT (U/L) ASAT (U/L) ALP (U/L)
TO 0,43 0,09 75,28 +6,6 115.0+7,3 139,6+3,1
rango normal 0,34-0,54 68,6-81,8 107,6 - 1224 136,5-142,8
rango para la specie 0,20-0,94 16 - 83 43- 277 33-310
I 0,46 + 0,06 814+11 1346 +1,0 143,410
II 0,50+0,0 825+2.2 136,1+1,3 147,0+2,2
I ¥ 0,37+£0,1 833+1,8 138,6 £1,5 148,27 +1,6
1A% 0,38+0,12 833+11 140,9+1,2 150,6 +1,6
\% 0,44 + 0,06 842+17 146,4+ 1,8 1495+18
VI 0,43 +0,16 84,0+1,6 1475+£19 148,0+£ 29
VII 0,38+0,0 84,4 +13 148,6+ 1,8 148,8+ 1.2
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Tabla XVI. Determinaciones bioquimicas por grupo de tratamiento, animales machos. (Media del pardmetro medido + DS y valores
de p entre grupos), animales machos. Estudio: Evaluacion de la Dosis Repetidas de la vacuna pentavalente TRIVAC-HB +Quimi-

Hib concentrada.

Grupo Sexo Cratinina (mg/dL) ALAT (U/L) ASAT (U/L) ALP (U/L)

TO 0,47 +0,06 82,4+25 204,8 +4,2 232,2+5.2

rango normal 0,41-0,54 79,9 - 84,9 200,6-209,0 226,9-237,5
rango para la specie 0,29- 0,85 21- 85 39- 283 67- 382

I 0,46 +0,0 872+17 223,0+2,0 2435+4.2

II 0,50+0,0 888+1,1 226,01 +1,1 247,7+16

I ¢ 0,35+0,13 89,1+0,7 2279+14 2485+13

v 0,31 +0,06 88,3+1,6 236,1+57 249,7+0,4

\% 0,44+0,0 90,0+1,3 238,4+2,0 248,019

VI 0,42 + 0,06 875+15 238,8+1,6 2478+1.2

VII 0,45+0,13 87,3+1,6 2376+2,0 2480+ 14
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Tabla XVII. Valores del peso relativo de los 6rganos evaluados por grupo de tratamiento. (Media del parametro medido £ DS, y el
rango de peso establecido por cada 6rgano a partir de la media de los valores del grupo control negativo + 2 unidades), animales
hembras sacrificados tras 4 administraciones de los distintos tratamientos. Estudio Dosis repetidas de a vacuna pentavalente

TRIVAC-HB + Quimi-Hib concentrada.

Grupo Sexo Bazo Adrenales | Rifion Izquierdo | Rifién derecho Higado Timo Pulmén
(p=10.023) | (p=0.308) (p=0.006) (p=10.274) (p=10.035) | (p=0.633) | (p=0.488)
| 0,32+£0.05| 0,03+0,0 0,47 +£0,02 0,48 £ 0,02 5,.26+0,32 |0,33+0,04|0,89+0,26
Rango Normal 0,27 - 0,36 | 0,028 - 0,037 0,44 -0,49 0,458 - 0,495 | 4,935-5,578 | 0,29 - 0,37 | 0,63 -1,15
11 0,29+0.04 | 0,03+0.01 0,47 £0,04 0,49 0,04 5,06 +0,07 | 0,34 +0,04 | 0,85 +0,08
1 0,29 +0,04| 0,03+0,00 0,47 +0,01 0,48 £0,01 5.11+ 0,26 | 0,37+0,08 | 0,84 +0,10
v ¥ 0,35 +0,04 | 0,03+0,01 0,49 +0,04 0,51 +0,06 5,12+0,61 |0,36+0,05|0,93+0,15
\% 0,31+0,04 | 0,03+0,01 0,44 +0,02 0,49 +£0,02 5,.05+0,20 | 0,34+0,04 | 0,74 +0,18
VI 0,33+0,02 | 0,03+0,00 0,52 £ 0,03 0,52 + 0,05 4,85+0,12 |0,32+0,04 | 0,88 +0,14
VI 0,36 +0,04 | 0,03+0,01 0,51 +0,03 0,51 + 0,02 4,57+0,32 |0,36+0,03| 0,78 +0,09




Anexos

Tabla XVIII. Valores del peso relativo de los 6rganos evaluados por grupo de tratamiento. (Media del parametro medido + DS, y el
rango de peso establecido por cada érgano a partir de la media de los valores del grupo control negativo + 2 unidades), animales
machos sacrificados tras 4 administraciones de los distintos tratamientos. Estudio Dosis repetidas de a vacuna pentavalente

TRIVAC-HB + Quimi-Hib concentrada.

Grupo Sexo Bazo Adrenales | Riinén Izquierdo | Riiién derecho | Higado Timo Pulmén
(p=10.335) | (p=0.403) (p=0.096) (p=10.221) (p=10.033) | (p=0.184) | (p=10.517)
| 0,33+0,04 | 0,06 +0,08 0,47 +£0,02 0,48 £ 0,03 5,27+0,39 | 0,37 +0,05 | 0,80 +0,07
Rango Normal 0,29 -0,37 | 0,00- 0,14 0,45 - 0,49 0,45 -0,51 4,88 -5,66 | 0,32-0,42 | 0,73 -0,87
11 0,32+ 0,03 | 0,02 + 0,004 0,46 + 0,03 0,48 + 0,03 4,76 +0,5 | 0,32+0,05| 0,94 +0,28
11 0,34 +£0,05 | 0,03 + 0,005 0,50 £ 0,05 0,50 +£0,04 506+04 |0,34+0,02]| 0,79+0,20
v ¢ 0,40+0,12 | 0,02 £ 0,003 0,51+0,03 0,53+0, 04 4,87+0,34 | 0,32+0,04 | 0,77+£0,19
\% 0,32+0,04 | 0,03 + 0,006 0,49 +£0,03 0,50 +£0,03 4,52+0,28 | 0,31+0,07 | 0,95+0,26
VI 0,30+ 0,02 | 0,03 +0,003 0,50 + 0,03 0,52 + 0,03 4,79+0,52 | 0,28+ 0,03 | 0,82 + 0,15
VI 0,30+ 0,04 | 0,02 + 0,005 0,49 +0,02 0,51 + 0,02 4,38 +0,20 | 0,31 +0,07 | 0,97 0,27
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Tabla XIX. Valores del peso relativo de los 6rganos evaluados por grupo de tratamiento y por sexo. (Media del parametro medido +
DS, y el rango de peso establecido por cada 6rgano a partir de la media de los valores del grupo control negativo + 2 unidades),
animales hembras sacrificados tras 14 administraciones de los distintos tratamientos. Estudio Dosis repetidas de a vacuna
pentavalente TRIVAC-HB + Quimi-Hib concentrada.

Grupo Sexo Bazo Adrenales | Rifion Izquierdo | Rifion derecho Higado Timo Pulmén
(p=10.003) | (p=0.132) (p=0.634) (p=10.167) (p=10.094) | (p=0.213) | (p=10.503)
| 0,.27+£0.03 | 0,03+0,01 0,50+0,16 0,55 +0,27 5,21+0,62 | 0,34+0,08|0,72+0,05
Rango Normal 0,24 -0,30 | 0,02 - 0,04 0,34 -0,66 0,28 - 0,82 4,59 -5,83 | 0,26 - 0,42 | 0,67 - 0,77
11 0,26 +0.04 | 0,03 + 0.004 0,47 £0,03 0,48 £0,04 4,97 +0,44 |0,30+0,05| 0,84 +0,12
11 0,32 +0,,04 | 0,03 + 0,002 0,47 +0,02 0,48 +0,01 534+ 0,61 | 0,32+ 0,04 | 0,87 +0,19
v ¥ 0,36 +0,05 | 0,03+ 0,005 0,45+0,03 0,45 +0,02 507+0,34 | 0,39+0,03|0,82+0,07
\% 0,41 +0,17 | 0,03 £ 0,002 0,48 +0,02 0,49 +0,03 5,40+0,15 | 0,33+0,04 | 0,85 +0,06
VI 0,48 +0,07 | 0,04 + 0,005 0,47 £0,02 0,49 £ 0,02 521+0,42 |0,32+0,05| 0,88 +0,17
VI 0,27 +0,04 | 0,04 + 0,004 0,47 £0,03 0,48 £ 0,05 4,511+0,41 | 0,33+0,04 | 0,82 +0,13
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Tabla XX. Valores del peso relativo de los 6rganos evaluados por grupo de tratamiento y por sexo. (Media del pardmetro medido *
DS, y el rango de peso establecido por cada 6rgano a partir de la media de los valores del grupo control negativo + 2 unidades),
animales machos sacrificados tras 14 administraciones de los distintos tratamientos. Estudio Dosis repetidas de a vacuna
pentavalente TRIVAC-HB + Quimi-Hib concentrada.

Grupo Sexo Bazo Adrenales | Rifion Izquierdo | Rifion derecho | Higado Timo Pulmén
(p=10.000) | (p=10.009) (p=0.878) (p=10.221) (p=10.033) | (p=0.184) | (p=0.517)
I 0,.30+0.03 | 0,02 + 0,003 0,45 +0,03 0,46 +£0,03 5,.22+0,28 | 0,30+0,04 | 0,74 +0, 13
Rango Normal 0,27-0,30 | 0,01-0,03 0,42 -0,48 0,43 - 0,49 4,94 -5,50 | 0,26 - 0,35 | 0,61 -0,87
II 0,29 +0.06 | 0,02 + 0.006 0,45+ 0,08 0,47 0,08 512+1,26 | 0,29+0,05| 0,64 +0,11
111 g 0,39 +0,03 | 0,02 + 0,003 0,44 + 0,03 0,45+ 0,03 5,03+0,40 | 0,35+ 0,06 | 0,75 0,16
v 0,44 +0,04 | 0,02+ 0,006 0,45+ 0,02 0,46 + 0,02 461+0,19|0,32+0,02 | 0,77 +£010
\% 0,50 +0,05 | 0,03 + 0,003 0,48 £ 0,03 0,47 +£0,03 4,93+0,55| 0,26+ 0,06 | 0,78 +0,09
VI 0,58 +0,009 | 0,03 + 0,009 0,47 + 0,06 0,49+0,04 |4,32+057|0,30+0,03| 0,74 +0,16
VII 0,20 +0,02 | 0,02 + 0,002 0,46 + 0,02 0,47+0,04 |492+0,17|0,29+0,03 | 0,62 +0,12

Tabla XXI. Valores de area de diferentes regiones del bazo evaluados por grupo de tratamiento y por sexo. (Media del parametro
medido = DS), animales hembras. Estudio Dosis repetidas de a vacuna pentavalente TRIVAC-HB + Quimi-Hib concentrada

Grupo Sexo Area total Area foliculo Area zona B Areazona T
I 799.3+181.2 16.6 £ 6.94 11.6 £4.59 4,99 +2.39
11 680.1 + 110.7 15.0£0.37 11.6+£2.34 3.47+£155
v ? 572.5£196.2 26.4£10.6 16.4 £ 5.98 9.99+6.91
v 659.7 £ 112.4 35.3£16.6 27.8+15.8 7.49 £3.39

VIII 810.5+131.9 374+184 28.6 £17.6 8.87£4.95
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Tabla XXI1. Valores de area de diferentes regiones del bazo evaluados por grupo de tratamiento
y por sexo. (Media del parametro medido + DS), animales machos. Estudio Dosis repetidas de a

vacuna pentavalente TRIVAC-HB + Quimi-Hib concentrada.

Grupo | Sexo | Area total | Area foliculo | Area zona B | Area zona T
II 1028.9+58.4 | 30.1+12.1 19.0+8.84 | 11.0+4.73
1 9435+1358 | 142+524 | 11.2+452 | 2.96+1.02
v J 721.7+772 | 36.8+19.6 | 29.2 £+19.6 | 7.68 +4.88
v 774.6+183.6 | 23.2+844 | 153+598 | 7.92+3.67

VIII 789.0+164.2 | 26.9+10.3 18.4+595 | 857+7.73

Tabla XXIII. Incidencia de la aparicion de centros germinativos en bazo evaluados por grupo
de tratamiento y por sexo. (Media del parametro medido + DS). Estudio Dosis repetidas de a

vacuna pentavalente TRIVAC-HB + Quimi-Hib concentrada.

Centros germinativos
Grupo
? 3

1T 1+1.73 1.25+1.26

111 1.2+045 2+0.00

v 1+0.71 2+141

v 1.4+0.55 1.8+1.30
VIII 1+1.23 1.2+1.30
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Tabla I. Valores promedios de alimento consumido (media £ DS) y valores de p entre grupos en cada tiempo de pesaje. Estudio:
Evaluacion de la Toxicidad Aguda de la vacuna Quimi-Hib.

Grupo

Tiempo (Dias)

1
(p=0.577)

2
(p=0.191)

3
(p=0.564)

4
(p=0.964)

5y6
(p=0.701)

7
(p=0.659)

8
(p=0.433)

9
(p=0.936)

10
(p=0.983)

11
(p=0.767)

12y13
(p=0.683)

14
(p=0.824)

17.3+1.59

17.0+1.94

17.7+3.56

18.1+2.64

40.7+6.75

18.6+3.31

18.6+2.50

19.2+2.49

18.9+£3.45

18.8+3.91

41.3+6.20

18.3+4.29

1T

16.7+1.26

17.0+1.41

18.4+1.56

18.3+2.31

39.0+3.59

17.9+3.14

18.4+2.27

19.1+3.28

19.1+2.56

20.3+5.71

39.6+6.75

19.9+4.70

11X

17.2+1.77

15.7+£1.42

17.6+1.46

7.6+2.18

38.7+4.78

18.3+2.75

18.2+4.19

18.3+3.65

18.7+3.40

19.1+2.56

39.7+7.33

20.0+4.13

v

18.8+3.54

16.9+2.33

18.8+3.96

17.9+4.70

41.1+6.31

19.6+3.27

20.9+4.03

18.8+4.10

19.4+4.74

19.7+£3.20

42.2+8.24

19.6+4.93
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Tabla I1. Valores promedios de peso corporal en animales hembras (media + DS) y valores de
p entre grupos por semana de tratamiento. Estudio: Evaluacion de la Toxicidad a Dosis
Repetidas de la vacuna Quimi-Hib.

Grupo Dia 1 (p=0.768) Dia 7 (p=0.122) Dia 14 (p=0.190)
I 94.4 +10.7 129.4 +13.9 151.4 + 148
1l 99.6 + 6.50 135.2 +9.48 159.9 + 14.0
1 91.1+3.93 131.0 +7.53 153.9 + 9.46
v 95.7 +8.72 138.7 +9.27 161.5+11.8
\% 99.9 +8.41 141.3+12.9 166.8 + 16.9
VI 93.3+6.38 131.8 +8.83 156.1+11.0

Tabla I11. Valores promedios de peso corporal en animales machos (media = DS) y valores de
p entre grupos por semana de tratamiento. Estudio: Evaluacion de la Toxicidad a Dosis
Repetidas de la vacuna Quimi- Hib.

Grupo Dia 1 (p=0.768) Dia 7 (p=0.842) Dia 14 (p=0.953)
I 99.2+13.8 152.4 +14.9 198.0 +17.4
I 100.0 + 7.75 156.5 + 14.4 202.7 +16.7
I 100.3 +11.9 160.4 + 133 210.3+15.5
v 96.6 +11.9 154.6 +18.1 202.0 +21.9
v 99.6 + 8.58 154.3 + 8,51 208.6 + 32.9
VI 101.2 +10.1 153.2 +10.8 194.1 +10.9
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Tabla IV. Valores promedios de alimento consumido en animales hembras (media + DS) y valores de p entre grupos por semana de
tratamiento. Estudio: Evaluacién de la Toxicidad a Dosis Repetidas de la vacuna Quimi-Hib.

Tiempo (Dias)

Grupo| ! 2 3 4 5y6 7 8 9 10 11 12y13 14

(p=0.282) | (p=0.418) | (p=0.391) | (p=0.545) | (p=0.753) | (p=0.350) | (p=0.150) | (p=0.925) | (p=0.751) | (p=0.149) | (p=0.944) | (p=0.369)
I |15.4+1.52|15.8+1.30 | 16.0+2.12 | 16.4+0.55 | 32.0+4.24 | 14.0+1.41 | 15.6+1.82 | 17.2+2.05 | 16.8+3.49 | 16.0+2.55 | 33.2+3.03 | 16.8+1.92
I |16.5+1.96|17.4+2.63 | 16.5+3.50 | 17.624.62 | 32.7+3.40 | 15.8+1.55 | 16.8+3.46 | 16.5+1.96 | 18.4+2.55 | 16.8+1.40 | 34.3+3.16 | 16.5+2.17
I [16.2+1.93|16.2+1.32|16.9+1.60 | 16.3+1.77 | 32.6+3.34 | 15.0+3.92 | 16.2+4.69 | 16.6+2.07 | 16.9+2.18 | 16.2+1.62 | 34.2+2.86 | 15.9+1.20
IV |16.1+2.23|17.4+1.58|18.0+1.56 | 18.3+2.58 | 34.1+3.11 | 16.6+1.35 | 18.1+1.60 | 16.8+2.53 | 16.6+1.07 | 17.3+1.49 | 34.8+2.97 | 16.4+2.37
V  |15.9+2.23(16.7+1.83 | 17.3+2.41|17.3+1.70 | 34.2+3.77 | 16.3+2.16 | 15.7+1.83 | 16.0+3.02 | 17.2+2.66 | 17.9+2.23 | 34.3+3.86 | 17.8+1.62
VI |14.7+1.49|17.1+1.60|15.7+2.98 | 16.9+2.18 | 32.6+4.12 | 15.6+2.80 | 16.7+1.77 | 16.5+2.01 | 17.0+3.62 | 15.8+1.62 | 34.5+3.31 | 16.5+1.96

Tabla V. Valores promedios de alimento consumido en animales machos (media £ DS) y valores de p entre grupos por semana de
tratamiento. Estudio: Evaluacion de la Toxicidad a Dosis Repetidas de la vacuna Quimi-Hib.

Grupo

Tiempo (Dias)

1
(p=0.910)

2
(p=0.730)

3
(p=0.639)

4
(p=0.239)

S5y6
(p=0.190)

7
(p=0.218)

8
(p=0.785)

9
(p=0.024)

10
(p=0.053)

11
(p=0.260)

12y13
(p=0.465)

14
(p=0.048)

17.2+1.79

18.2+1.48

19.4+1.95

16.6+2.30

37.4+1.52

17.2+0.84

19.4+1.95

19.4+1.52

22.2+2.39

20.0%+2.55

41.6+4.28

23.4+1.52

1T

17.3+1.89

18.8+1.81

19.7+£2.45

19.0+2.62

38.8+4.96

19.2+2.74

20.0+2.67

20.6+2.99

21.0+£3.37

21.6+2.91

45.0+4.90

22.8+2.35

11X

17.7£2.54

19.5+2.37

19.2+2.94

19.5+2.46

41.4+3.86

20.7+2.58

21.6+2.67

21.6+£2.72

20.1+4.15

22.2+2.74

45.9+4.46

23.8+1.62

v

17.0+2.49

18.6+3.98

20.0+2.62

19.6+2.17

40.7+5.06

19.8+3.33

20.3+2.58

21.4+3.24

19.8+2.86

20.8+2.30

44.0+4.27

23.6x1.71

17.2+1.55

18.1+0.99

19.2+1.03

17.9+2.81

38.1+2.42

20.1+2.02

20.0+2.26

21.3+2.00

17.3+2.31

21.7+1.89

43.1+3.63

22.7+1.89

V1

17.5+1.51

18.6+1.78

18.2+1.81

18.5+2.01

36.9+2.77

19.7+2.00

19.9+2.18

20.0+1.89

21.0+2.21

19.9+2.18

43.2+3.29

21.3+£1.49
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Tabla VI. Determinaciones hematolégicas por grupo de tratamiento y por sexo. (Media del parametro medido + DS y valores de p
entre grupos). Estudio de dosis repetidas de la vacuna Quimi-Hib.

Grupo _HG FTO HTO VCM HCM CHCM Plaquetas LeliCOCitOS Neutrofilos | Linfocitos

(p=0.024) | (p=0.007) (p=0.126) | (p=0.089) | (p=0.052) | (p=0.007) | (p=0.549) (p=0.031) | (p=0.058) | (p=0.081)
Animales Hembras

TO | 155+0.85 | 6.38+0.50 | 41.2+253 |64.6+2.07| 24.3+0.91 | 37.6+0.46 | 824.8+49.4 | 6.50+0.61 |7.20+2.28 |92.0 £2.83

I 146+06 | 6.02+0.22 | 39.3+1.24 |65.2+1.78| 24.2+0.79 | 37.1+0.75 | 777.0£63.5| 8.14+1.58 | 8.20+2.95(91.0 +2.74

II 143+0.62 | 5.89+0.26 | 39.1+2.01 |66.4+1.96| 24.3+0.73 | 36.5+0.42 | 778.0+66.5| 6.43+169 |11.3+4.11|87.8£3.88

I | 149+089 | 6.35+0.50 | 40.8+2.64 |64.6+2.31| 23.6+1.00 | 36.9+0.66 | 744.1+85.1| 8.89+2.49 |11.5+3.03 87.3+2.58

IV | 147+086 | 590+045 | 39.8+3.0 [67.4+1.87| 249091 | 36.9+0.65 | 761.1+744 | 7.62+1.34 |11.7+4.27 |87.8 +4.06

A% 126+1.80 | 517+0.82 | 34.3+5.08 [66.2+2.33| 24.4+0.95 | 36.8+0.36 | 790.0+107.5| 8.19+1.47 |8.89 +3.86 | 89.8 £3.67
Animales Machos

Grupo _HG PTO {-ITO VCM HCM CHCM Plaquetas Lel_lcocitos Neutrofilos | Linfocitos

(p=0.013) | (p=0.033) | (p=0.007) | (p=0.354) | (p=0.755) | (p=0.082) | (p=0.114) | (p=0.245) | (p=0.466) | (p=0.547)

TO | 141+054 | 5.74+0.34 | 37.5+1.00 |65.2+2.39| 24.6+0.89 | 37.7+0.81 | 8154+36.1 | 8.14+188 |7.80+3.90|91.4+£3.51

I 144+0.74 | 584+0.21 | 38.6+191 |66.0+2.00( 24.7+0.76 | 37.4+0.48 | 687.2+178.1 | 9.18 +0.82 | 6.60 +2.70 | 92.0 £3.54

II 152+1.02 | 6.35+054 | 41.1+2.89 [64.8+1.39| 24.1+0.64 | 37.2+0.53 | 788.0+72.7 | 9.24+1.38 |9.50 +2.37 | 89.5 +2.46

I 144097 | 583+0.41 | 38.1+2.35 |652+2.35| 24.6+0.82 | 37.7+0.64 | 761.4+69.5| 854 +1.78 | 15.9+2.37 |83.1 £26.1

v 13.4+1.01 | 5.53+0.37 35.8+0.57 |64.9+1.52 | 24.3+0.79 | 37.6x0.77 | 822.4+72.02 | 10.42+0.37 | 11.2+9.40 |88.2 +9.51

v 14.3+1.43 | 5.88+0.72 | 38.9+4.60 |66.2+1.13| 24.4+069 | 36.9+0.74 | 780.0£81.2 | 9.57+1.88 | 9.00+3.00 [ 90.4 +3.13
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Tabla VII. Parametros bioquimicos (valor promedio * desviacion estdndar) por sexo y grupos. Estudio Dosis repetidas de a vacuna

Quimi-Hib.
Creatinina (mg/dL) ALAT (U/L) ASAT (U/L) ALP (U/L)
Grupo/Tratamiento
g 3 ¢ 3 % 3 Q S
| 058+02 | 0,76+0,1 | 151+23 | 156+48 | 177,3+50 | 178,1+38 | 1455+6,4 | 213,7+27,3
Rango calculado 0,220 ,94 0,41-1,1 10,4-19,8 | 6,06 —25,1 | 167,2- 187,4 | 170,4- 185,7 | 132,8-158,4 | 159,0- 268,3
Rango para la especie 0,20-0,94 | 0,29-0,85 16 - 83 21- 85 43- 277 39- 283 33-310 67- 382

II 0,20+£0,04 | 027+0,04 | 184+32 | 240+£3,2 | 1057+3,4 | 1550+453,2 | 200,2+34 | 2144+28

1 095+0,3 | 067+0,07 | 35.,0+1,75| 199+6,8 | 100,9*2,7 110,8+3,6 | 1783+7,8 | 2480+3,4

v 095+0,1 | 0,58 +0,1 236+6,1 14,7+6,6 | 102,8+2,7 | 153,9+39,7 | 182,1+11,0 | 261,2+9,2

A% 0,69 +0,04 | 0,51+0,0 16,5+1,4 16,1+1,8 98,0+4,0 | 156,9+46,6 | 1521+26 | 1749+8,6

VI 062+02 | 061+0,2 24,439 27,729 | 97,7+10,7 | 100,32 +6,9 | 246,2+ 26,7 | 224,0+ 20,9
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Tabla VIII. Valores del peso relativo de los 6rganos evaluados (bazo, higado y timo) por
grupo de tratamiento y por sexo. (Media del parametro medido + DS, y el rango de peso
establecido por cada 6rgano a partir de la media de los valores del grupo control negativo + 2

unidades). Estudio Dosis repetidas de a vacuna Quimi-Hib.

Animales Hembras (p=0.000)

G, - Bazo ’ .Higado - Timo
(Limites: 0.228 + 2) (Limites: 3.53 £ 2) (Limites: 0.38 £ 2)
I 0.228 £ 3.3 x 10-2 3.53+£0.28 0.38 £9.03 x 10-2
1T 0.299 + 3.2 x 10-2 3.96 £ 0.36 0.34 +4.61x 10-2
001 0.242 £ 3.4 x 10-2 414 +0.34 0.34 £6.26 x 10-2
v 0.251+4.2x10-2 3.75+0.28 0.36 £4.27 x 10-2
A\ 0.235+2.9x10-2 3.52+0.19 0.34 +6.57 x 10-2
VI 0.183 + 2.7 x 10-2 3.76 £0.28 0.22 +4.25x10-2
Animales Machos (p=0.000)
S . Bazo .Higado . Timo
(Limites: 0.274 + 2) (Limites: 3.49 £+ 2) (Limites: 0.38 £+ 2)
I 0.274 + 43 x10-2 3.49+7.4x10-2 0.38 £3.5x10-2
1T 0.269 + 2.9 x 10-2 3.67+0.27 0.34 £5.1x 10-2
111 0.278 + 3.3x 10-2 3.56 +0.26 0.34 £5.9x10-2
10Y 0.30 + 7.19 x 10-2 3.83+£0.16 0.37 £5.8 x 10-2
A\ 0.268 +£4.71 x 10-2 3.41+045 0.38+7.2x10-2
VI 0.192 £3.94 x 10-2 3.72+0.25 0.18 2.2 x10-2
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Tabla IX. Valor promedio semanal de consumo de alimento por grupo de tratamiento (g +
DS). Estudio Toxicidad aguda de la vacuna pentavalente TRIVAC-HB + Quimi-Hib

concentrada.
Grupo Semana 1 Semana 2
Q (p=0.105) 3 (p=0.514) Q (p=0.456) 3 (p=0.136)
I 17,0+0,4 19,0+1,9 18.6+0,6 23,3£1,0
1T 16,7+0.4 18,6+1,3 18,5+0,6 22,9412
I 17,3+0,6 16,7+0,5 19,6+0,8 24,4+0,5
10Y 17,3+0,6 19,9+2,0 17,311 24,6+0,5
v 16,8+0,8 19,7413 17,9+0,6 24,0+0,4
VI 15,4411 20,111 18,1+0,6 23,8+0,4
VII 17,4+0,6 19,5+£1,4 19,514 23,7£1,0

Tabla X. Valores promedios de peso corporal en animales hembras (media = DS) y valores de
p entre grupos por semana de tratamiento. Estudio: Evaluacion de la Toxicidad a Dosis
Repetidas de la vacuna pentavalente TRIVAC-HB + Quimi-Hib concentrada.

Grupo | Sexo | Dia 0 (p=0.054) | Dia 7 (p=0.682) | Dia 14 (p= 0.522) Dia 21 Dia 28
I 85,6 4,0 141 + 10,6 168,0 £15,2
1I 84,947 138,0+5,5 163,0£5,8
11} 83,8+4,0 132,6 £ 3,6 163,044
10Y 858+ 3,4 136,8 £ 4,5 166,8 + 4,2 - ---
v v 85,3+35 1436 £ 14,4 174,0 £20,0
VI 81,3+3,8 137,8+6,6 170,4+ 10,8
VII 87,053 135,8+5,5 158,0 £ 8,8
VIII 81,0x44 134,8+7,4 162,4+8,1 184,6 £8,1 | 2028+ 7,1
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Tabla XI. Valores promedios de peso corporal en animales machos (media = DS) y valores de
p entre grupos por semana de tratamiento. Estudio: Evaluacion de la Toxicidad a Dosis
Repetidas de la vacuna pentavalente TRIVAC-HB + Quimi-Hib concentrada.

Grupo | Sexo | Dia 0 (p=0.622) | Dia 7 (p=0.580) | Dia 14 (p= 0.928) Dia 21 Dia 28
I 87075 157,6 £12,7 213,6 £ 19,2
1T 836+x24 1514+ 14,4 206 + 24,2
11} 88,0+4,9 1636 +11,4 2152 +17,1
v 87,2+53 153,2+ 139 200,4 + 18,3 --- ---
A% ¢ 88,6 £4,5 1616 £7,7 206,6 = 21,0
VI 86,983 153,8 +13,1 197,8 £24,0
VII 855+29 155,0+£ 5,6 208,0+6,0
VIII 87,6 £6,2 1622+ 7,6 2152+9,0 267,4+8,4 | 309,4+6,3

Tabla X11. Valores promedios de alimento consumido por los animales (media + DS) y valores
de p entre grupos por semana de tratamiento. Estudio: Evaluacion de la Toxicidad a Dosis
Repetidas de la vacuna pentavalente TRIVAC-HB + Quimi-Hib concentrada.

Semana 1 Semana 2 Semana 3 | Semana 4
SR S pm0m13) [ J 071y | 908D [ Josy | 0 [ 3 | 9 [ 4
I 17,7 19,4 16,5 20,3
1T 17,8 19,6 16,5 20,1
11} 17,0 20,4 16,0 21,3
v 17,6 19,7 16,0 18,7 --- --- --- ---
v 17,6 20,1 16,5 19,5
VI 17,9 19,2 195 18,5
VIl 17,2 19,5 15,9 20,7
VIII 17,1 19,6 15,2 20,5 16,7 | 23,6 | 18,3 | 24,9
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Tabla XII1. Pardmetros hematoldgicos (valor promedio + desviacion estandar) de los animales hembras del Estudio: Evaluacion de
la Dosis repetidas de la vacuna pentavalente TRIVAC-HB + Quimi-Hib concentrada

HB: Hemoglobina, Hto: hematocrito; Leuco: leucocitos; Linfoc: linfocitos.

Grupo Hb (g/dL) | Hto (vol/L) | Leuco (x 10°) | Polimorofonucleares (%) | Linfoc (%) | Monocitos (%) | Eosinéfilos (%)
Basal 13,5+ 0,50 | 0,45 +0,02 12,5+ 3,55 18 +8,09 76,8 £5,7 3430 1+0,00
Rango Normal |, o< 1404 | 0,43-047 9,0-16,1 10-26,0 71-83 0,0-6,0 0-1
para la especie
I 14,02 £0,74 | 0,44+ 0,04 11,17+1,78 21+2,6 76,6+3,1 4+ 28 0+0.00
11 13,99+0,30 | 0,46x 0,02 10,61+ 6,26 24+ 4,0 75+ 5,0 2+0,0 0£0.00
11} 13,17+0,35 | 0,43+0,01 11,12+0,94 22+ 1,7 76£1,0 3+2,8 0+0.00
v 12,49 £0,82 | 0,41+0,04 9,57+2,40 19+31 78,6+3,1 1,5+0,7 1+0,00
A\ 11,36+0,83 | 0,38+0,03 11,9245,34 35+ 3,8 61,3+7,1 4,535 1+0,00
VI 11,76+0,60 | 0,39+0,02 14,56+2,16 3731 61,0+4,6 2,0+0,0 1,5+0,7
VII 14,43+0,35 | 0,45+0,01 7,54+2,03 51+ 3,6 0,48+4,0 1,5+0,7 1+0,00
Leyenda:
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Tabla XIV. Pardmetros hematoldgicos (valor promedio + desviacion estandar) de los animales machos del Estudio: Evaluacion de

la Dosis repetidas de la vacuna pentavalente TRIVAC-HB + Quimi-Hib concentrada

Grupo Hb (g/dL) | Hto (vol/L) | Leuco (x 10°) | Polimorofonucleares (%) | Linfoc (%) | Monocitos (%) | Eosinéfilos (%)
Basal 13,55+0,50 | 0,45+0,02 12,58+3,55 19+75 76,2+4,7 5,7+2,5 1+0,00
Rango Normal |, oo 1404 | 043047 |  9,0-16,1 11,5-26 71-81 3,38 0-1
para la especie
I 13,37+0,18 | 0,44+0,02 10,83+4,54 18,6 +4,5 78,6%4,2 1,0+0,0 2,5+0,7
II 13,46+0,72 | 0,44+0,01 11,1+1,49 26 £5,3 72,0+4,6 1,3+0,6 1+0,0
I1I 13,17+0,35 | 0,43+0,01 11,12+0,94 19,3+5,5 79,0 £3,6 1,5+0,7 0+0.00
v 12,49+0,82 | 0,41+0,04 9,57+2,40 21,6£25 77,0£2,3 1,5+0,7 2+0,0
A\ 12,63+0,48 | 0,41+0,01 16,20+3,05 38,625 59,0£3,6 3,5+2,1 0+0.00
VI 11,91+0,28 | 0,40+0,02 12,54+2,23 37,2 9,7 62,0 £10,1 1,5+0,7 0+0.00
VII 13,95+0,50 | 0,44+0,02 7,57£1,79 37,3+4,6 62,0 £3,8 1,5+0,7 0+0.00
Leyenda:

HB: Hemoglobina, Hto: hematocrito; Leuco: leucocitos; Linfoc: linfocitos.




Anexos

Tabla XV. Determinaciones bioguimicas por grupo de tratamiento, animales hembras. (Media del pardmetro medido + DS y valores
de p entre grupos), animales hembras. Estudio: Evaluacion de la Dosis Repetidas de la vacuna pentavalente TRIVAC-HB + Quimi-

Hib concentrada.

Grupo Sexo Cratinina (mg/dL) ALAT (U/L) ASAT (U/L) ALP (U/L)
TO 0,43 0,09 75,28 +6,6 115.0+7,3 139,6+3,1
rango normal 0,34-0,54 68,6-81,8 107,6 - 1224 136,5-142,8
rango para la specie 0,20-0,94 16 - 83 43- 277 33-310
I 0,46 + 0,06 814+11 1346 +1,0 143,410
II 0,50+0,0 825+2.2 136,1+1,3 147,0+2,2
I ¥ 0,37+£0,1 833+1,8 138,6 £1,5 148,27 +1,6
1A% 0,38+0,12 833+11 140,9+1,2 150,6 +1,6
\% 0,44 + 0,06 842+17 146,4+ 1,8 1495+18
VI 0,43 +0,16 84,0+1,6 1475+£19 148,0+£ 29
VII 0,38+0,0 84,4 +13 148,6+ 1,8 148,8+ 1.2
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Tabla XVI. Determinaciones bioquimicas por grupo de tratamiento, animales machos. (Media del pardmetro medido + DS y valores
de p entre grupos), animales machos. Estudio: Evaluacion de la Dosis Repetidas de la vacuna pentavalente TRIVAC-HB +Quimi-

Hib concentrada.

Grupo Sexo Cratinina (mg/dL) ALAT (U/L) ASAT (U/L) ALP (U/L)

TO 0,47 +0,06 82,4+25 204,8 +4,2 232,2+5.2

rango normal 0,41-0,54 79,9 - 84,9 200,6-209,0 226,9-237,5
rango para la specie 0,29- 0,85 21- 85 39- 283 67- 382

I 0,46 +0,0 872+17 223,0+2,0 2435+4.2

II 0,50+0,0 888+1,1 226,01 +1,1 247,7+16

I ¢ 0,35+0,13 89,1+0,7 2279+14 2485+13

v 0,31 +0,06 88,3+1,6 236,1+57 249,7+0,4

\% 0,44+0,0 90,0+1,3 238,4+2,0 248,019

VI 0,42 + 0,06 875+15 238,8+1,6 2478+1.2

VII 0,45+0,13 87,3+1,6 2376+2,0 2480+ 14
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Tabla XVII. Valores del peso relativo de los 6rganos evaluados por grupo de tratamiento. (Media del parametro medido £ DS, y el
rango de peso establecido por cada 6rgano a partir de la media de los valores del grupo control negativo + 2 unidades), animales
hembras sacrificados tras 4 administraciones de los distintos tratamientos. Estudio Dosis repetidas de a vacuna pentavalente

TRIVAC-HB + Quimi-Hib concentrada.

Grupo Sexo Bazo Adrenales | Rifion Izquierdo | Rifién derecho Higado Timo Pulmén
(p=10.023) | (p=0.308) (p=0.006) (p=10.274) (p=10.035) | (p=0.633) | (p=0.488)
| 0,32+£0.05| 0,03+0,0 0,47 +£0,02 0,48 £ 0,02 5,.26+0,32 |0,33+0,04|0,89+0,26
Rango Normal 0,27 - 0,36 | 0,028 - 0,037 0,44 -0,49 0,458 - 0,495 | 4,935-5,578 | 0,29 - 0,37 | 0,63 -1,15
11 0,29+0.04 | 0,03+0.01 0,47 £0,04 0,49 0,04 5,06 +0,07 | 0,34 +0,04 | 0,85 +0,08
1 0,29 +0,04| 0,03+0,00 0,47 +0,01 0,48 £0,01 5.11+ 0,26 | 0,37+0,08 | 0,84 +0,10
v ¥ 0,35 +0,04 | 0,03+0,01 0,49 +0,04 0,51 +0,06 5,12+0,61 |0,36+0,05|0,93+0,15
\% 0,31+0,04 | 0,03+0,01 0,44 +0,02 0,49 +£0,02 5,.05+0,20 | 0,34+0,04 | 0,74 +0,18
VI 0,33+0,02 | 0,03+0,00 0,52 £ 0,03 0,52 + 0,05 4,85+0,12 |0,32+0,04 | 0,88 +0,14
VI 0,36 +0,04 | 0,03+0,01 0,51 +0,03 0,51 + 0,02 4,57+0,32 |0,36+0,03| 0,78 +0,09
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Tabla XVIII. Valores del peso relativo de los 6rganos evaluados por grupo de tratamiento. (Media del parametro medido + DS, y el
rango de peso establecido por cada érgano a partir de la media de los valores del grupo control negativo + 2 unidades), animales
machos sacrificados tras 4 administraciones de los distintos tratamientos. Estudio Dosis repetidas de a vacuna pentavalente

TRIVAC-HB + Quimi-Hib concentrada.

Grupo Sexo Bazo Adrenales | Riinén Izquierdo | Riiién derecho | Higado Timo Pulmén
(p=10.335) | (p=0.403) (p=0.096) (p=10.221) (p=10.033) | (p=0.184) | (p=10.517)
| 0,33+0,04 | 0,06 +0,08 0,47 +£0,02 0,48 £ 0,03 5,27+0,39 | 0,37 +0,05 | 0,80 +0,07
Rango Normal 0,29 -0,37 | 0,00- 0,14 0,45 - 0,49 0,45 -0,51 4,88 -5,66 | 0,32-0,42 | 0,73 -0,87
11 0,32+ 0,03 | 0,02 + 0,004 0,46 + 0,03 0,48 + 0,03 4,76 +0,5 | 0,32+0,05| 0,94 +0,28
11 0,34 +£0,05 | 0,03 + 0,005 0,50 £ 0,05 0,50 +£0,04 506+04 |0,34+0,02]| 0,79+0,20
v ¢ 0,40+0,12 | 0,02 £ 0,003 0,51+0,03 0,53+0, 04 4,87+0,34 | 0,32+0,04 | 0,77+£0,19
\% 0,32+0,04 | 0,03 + 0,006 0,49 +£0,03 0,50 +£0,03 4,52+0,28 | 0,31+0,07 | 0,95+0,26
VI 0,30+ 0,02 | 0,03 +0,003 0,50 + 0,03 0,52 + 0,03 4,79+0,52 | 0,28+ 0,03 | 0,82 + 0,15
VI 0,30+ 0,04 | 0,02 + 0,005 0,49 +0,02 0,51 + 0,02 4,38 +0,20 | 0,31 +0,07 | 0,97 0,27
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Tabla XIX. Valores del peso relativo de los 6rganos evaluados por grupo de tratamiento y por sexo. (Media del parametro medido +
DS, y el rango de peso establecido por cada 6rgano a partir de la media de los valores del grupo control negativo + 2 unidades),
animales hembras sacrificados tras 14 administraciones de los distintos tratamientos. Estudio Dosis repetidas de a vacuna
pentavalente TRIVAC-HB + Quimi-Hib concentrada.

Grupo Sexo Bazo Adrenales | Rifion Izquierdo | Rifion derecho Higado Timo Pulmén
(p=10.003) | (p=0.132) (p=0.634) (p=10.167) (p=10.094) | (p=0.213) | (p=10.503)
| 0,.27+£0.03 | 0,03+0,01 0,50+0,16 0,55 +0,27 5,21+0,62 | 0,34+0,08|0,72+0,05
Rango Normal 0,24 -0,30 | 0,02 - 0,04 0,34 -0,66 0,28 - 0,82 4,59 -5,83 | 0,26 - 0,42 | 0,67 - 0,77
11 0,26 +0.04 | 0,03 + 0.004 0,47 £0,03 0,48 £0,04 4,97 +0,44 |0,30+0,05| 0,84 +0,12
11 0,32 +0,,04 | 0,03 + 0,002 0,47 +0,02 0,48 +0,01 534+ 0,61 | 0,32+ 0,04 | 0,87 +0,19
v ¥ 0,36 +0,05 | 0,03+ 0,005 0,45+0,03 0,45 +0,02 507+0,34 | 0,39+0,03|0,82+0,07
\% 0,41 +0,17 | 0,03 £ 0,002 0,48 +0,02 0,49 +0,03 5,40+0,15 | 0,33+0,04 | 0,85 +0,06
VI 0,48 +0,07 | 0,04 + 0,005 0,47 £0,02 0,49 £ 0,02 521+0,42 |0,32+0,05| 0,88 +0,17
VI 0,27 +0,04 | 0,04 + 0,004 0,47 £0,03 0,48 £ 0,05 4,511+0,41 | 0,33+0,04 | 0,82 +0,13
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Tabla XX. Valores del peso relativo de los 6rganos evaluados por grupo de tratamiento y por sexo. (Media del pardmetro medido *
DS, y el rango de peso establecido por cada 6rgano a partir de la media de los valores del grupo control negativo + 2 unidades),
animales machos sacrificados tras 14 administraciones de los distintos tratamientos. Estudio Dosis repetidas de a vacuna
pentavalente TRIVAC-HB + Quimi-Hib concentrada.

Grupo Sexo Bazo Adrenales | Rifion Izquierdo | Rifion derecho | Higado Timo Pulmén
(p=10.000) | (p=10.009) (p=0.878) (p=10.221) (p=10.033) | (p=0.184) | (p=0.517)
I 0,.30+0.03 | 0,02 + 0,003 0,45 +0,03 0,46 +£0,03 5,.22+0,28 | 0,30+0,04 | 0,74 +0, 13
Rango Normal 0,27-0,30 | 0,01-0,03 0,42 -0,48 0,43 - 0,49 4,94 -5,50 | 0,26 - 0,35 | 0,61 -0,87
II 0,29 +0.06 | 0,02 + 0.006 0,45+ 0,08 0,47 0,08 512+1,26 | 0,29+0,05| 0,64 +0,11
111 g 0,39 +0,03 | 0,02 + 0,003 0,44 + 0,03 0,45+ 0,03 5,03+0,40 | 0,35+ 0,06 | 0,75 0,16
v 0,44 +0,04 | 0,02+ 0,006 0,45+ 0,02 0,46 + 0,02 461+0,19|0,32+0,02 | 0,77 +£010
\% 0,50 +0,05 | 0,03 + 0,003 0,48 £ 0,03 0,47 +£0,03 4,93+0,55| 0,26+ 0,06 | 0,78 +0,09
VI 0,58 +0,009 | 0,03 + 0,009 0,47 + 0,06 0,49+0,04 |4,32+057|0,30+0,03| 0,74 +0,16
VII 0,20 +0,02 | 0,02 + 0,002 0,46 + 0,02 0,47+0,04 |492+0,17|0,29+0,03 | 0,62 +0,12

Tabla XXI. Valores de area de diferentes regiones del bazo evaluados por grupo de tratamiento y por sexo. (Media del parametro
medido = DS), animales hembras. Estudio Dosis repetidas de a vacuna pentavalente TRIVAC-HB + Quimi-Hib concentrada

Grupo Sexo Area total Area foliculo Area zona B Areazona T
I 799.3+181.2 16.6 £ 6.94 11.6 £4.59 4,99 +2.39
11 680.1 + 110.7 15.0£0.37 11.6+£2.34 3.47+£155
v ? 572.5£196.2 26.4£10.6 16.4 £ 5.98 9.99+6.91
v 659.7 £ 112.4 35.3£16.6 27.8+15.8 7.49 £3.39

VIII 810.5+131.9 374+184 28.6 £17.6 8.87£4.95
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Tabla XXI1. Valores de area de diferentes regiones del bazo evaluados por grupo de tratamiento
y por sexo. (Media del parametro medido + DS), animales machos. Estudio Dosis repetidas de a

vacuna pentavalente TRIVAC-HB + Quimi-Hib concentrada.

Grupo | Sexo | Area total | Area foliculo | Area zona B | Area zona T
II 1028.9+58.4 | 30.1+12.1 19.0+8.84 | 11.0+4.73
1 9435+1358 | 142+524 | 11.2+452 | 2.96+1.02
v J 721.7+772 | 36.8+19.6 | 29.2 £+19.6 | 7.68 +4.88
v 774.6+183.6 | 23.2+844 | 153+598 | 7.92+3.67

VIII 789.0+164.2 | 26.9+10.3 18.4+595 | 857+7.73

Tabla XXIII. Incidencia de la aparicion de centros germinativos en bazo evaluados por grupo
de tratamiento y por sexo. (Media del parametro medido + DS). Estudio Dosis repetidas de a

vacuna pentavalente TRIVAC-HB + Quimi-Hib concentrada.

Centros germinativos
Grupo
? 3

1T 1+1.73 1.25+1.26

111 1.2+045 2+0.00

v 1+0.71 2+141

v 1.4+0.55 1.8+1.30
VIII 1+1.23 1.2+1.30
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