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procesos se llevan a cabo con un método estéril de sistema cerrado. Todas las
conexiones al sistemna de formulacién se esterilizan mediante un ciclo validado de
esterilizacion in situ, o bien estan soldadas en forma estéril.

En cuanto al llenado de jeringas y viales, todos los pasds de los procesos se llevan a
cabo de manera aséptica, dentro de un aislador de barrera con ambiente controlado, o
con un método estéril de sistema cerrado. La conexion entre el tanque portatil de
producto tetravalente adsorbido a granel y el frayecto hiimedo se esteriliza mediante un
ciclo validado de esterilizacion in situ, En cuanto a 1a linea de llenado de viales, estos se
lavan en el lavador de viales, y se esterilizan y se eliminan los pirdgenos mediante el
paso a través del tinel continuo de eliminacién de pirdgenos antes de entrar en el
aislador de barrera de Clase 100 a fravés del alimentador da barrera. Los tapones
esterilizados en bolsas se transfieren por medio de una compuerta de transferencia
esterilizable al interior de! aislador de barrera. En cuanto a la linea de llenado de
jeringas, antes del llenado; Ia lapa v el revestimiento de las tinas llenos de jeringas
preesterilizadas se retiran automéaticamente en un area de Clase 100, Despues del
llenado, las jeringas se tapan inmediatamente con émbolos preeste;ilizados.

141  Edificio38: Monitoreo microbiologice del amblente

Se establecié un plan de monitoreo ambiental para garantizar que las areas clasificadas
y lag instalaciones operen a un nive! aceptable de control. En las zonas criticas de los
procesos de llenado de viales y llenade de jeringas se realiza un monitoreo de areas
criticas, lque incluye prucbas para particulas suspendidas en el aire, microbios
suspendidos en e} aire y microbios en las superficies. Ademas, se realiza un monitoreo
de particulas suspendidas en el aire en las &reas servidas por los sistemas de
calefaccion, ventilacién y aire acondicionado v en las areas conectadas a dispositivos
con filtros HEPA. No se realizan prusbas para zonas criticas en el médulo de
formuiacion, ya que no es una zona critica del proceso.
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También se realiza un monitoreo sistematico, que incluye pruebas para microbios
suspendidos en el aire y particulas suspendidas en el aire, en las areas clasificadas.
Las instalaciones certificadas que sirven a Jos modulos de formulacion, llenado de
viales y llenado de jeringas (por &f., las de aire comprimido, agua inyectable y vapor
fimpio) se monitorean sistematicamente. El agua inyectable se monitorea mediante
prusbas para endotoxinas y microbios y con las prusbas quimicas y fisicas de la
USP/Ph. Eur {color y aspecto). El vapor limpio se monitorea mediante pruebas para
endotoxinas y las prusbas quimicas y fisicas de la USP (color y aspecto). Los gases
certificados se monitorean mediante pruebas para microbios v particulas y pruebas de
identidad. Se llevan & cabo investigaciones con relacién & todos los resultados
recurrentes de nivel de alerta o que requieran tomar medidas pertinentes. Las
investigaciones Incluyen anélisls de tendencias de los datos ambientales, analisls de
causas de fondo vy la medida o medidas corr‘eétfvas aplicables, aungue no s limitan
“Unicamante a sllo,

So reallzan pruebas de exposicion de los medios que simulen todos los pasos
relevantes, tiempos de espera, condiciones de procesamiento y cualesquiera otras.
operaciones para 10s pasos subsecuentes a la esterilizacion final. Se completaron
exitosamente tres pruebas de exposicion, tanto para la formulacién como. para el
llenado, como parte de la certificacién iniclal de las lineas, y se han llevado a cabo con
exito 16 pruebas de exposicién adicionales para la linea de llenado de viales, como
parte de su evaluacién periddica, '
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INFORMACION PRECLINICA Y CLINICA

PARTE A

1. Panoramica de la estrategia de pruebas no clinicas

‘Esta panoramica no clinica se presenta como sustento para el registro de un esquema de
vacunacion fijo con GARDASIL® t (L-000931225 0 1-931225). GARDASIL®, también conocida
como Vacuna recombinante contra el virus del papiloma humano (tipos 6, 11, 16, 18), es una
vacuna tetravalente preparada a partir de las particulas parecidas a virus (PPV) altamente
purificadas, compuestas de la proteina recombinante de la capside mayor (proteina L1) del
VPH de los tipos 6, 11, 16 y 18. Las protelnas L1 se producen mediante fermentaciones por
separado en levaduras recombinantes y se autoensambian 'para formar las particulas
parecidas a virus. Las particulas parecidas a virus de cada tipo se purifican y se adsorben en
una formulacién patentada de sulfato hidroxifosfato de aluminio amorfo (adyuvante de aluminio
de Merck). La vacuna recombinante tetravalente contra el virus del papiloma humeano se
prepara combinando las particulas parecidas a virus adsorbidas de cada tipo da VPH.

GARDASIL® esta indicada para la inmunizacion de las personas, a fin de prevenir el cancer,
las lesiones precancerosas o displasicas, las verrugas genitales y la infeccién causadas por el
VPH de los tipos 6, 11, 16 y 18. GARDASIL® seladministra por via intramuscular en un
esquema de fres dosis, en el cual Ja segunda dosis se aplica dos meses después de la
primera, y la tercera dosis se aplica seis meses después de la primera. Cada dosis de 0.5 mi
contiene aproximadarmente 20 pg de PPV de L1 del tipo 6, 40 ug de PPV de L1 del tipo 11, 40

pg de PPV de L1 del tipo 16, 20 ug de PPV de L1 del tipo 18 y 225 ug de aluminio del
adyuvante de aluminio de Merck.

La evaluacion farmacolégica de GARDASIL® se centré en una evaluacion de la
farmacodindmica primaria {es decir, la inmunogenicidad), ya que la vacuna no mostré ningtin
efecto japarte de la respuesta inmune esperada. Esto concuerda con la “Nota sobre directrices
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relativas a las pruebas farmacoldgicas y toxicoldgicas preclinicas de las vacunas” {"Note for
Guidance on Preclinical Pharmacological and Toxicofogical Testing of Vaccines” -~
CPMP/SWP/465/95) de la EMEA (Agencia Europea para la Evaluacion de Productos
Medicinales, Ref. 4.3: 1) y con las “Directrices sobre Ja evaluacion no clinica de las vacunas”,
de fa OMS (Organizacién Mundial de la Salud) (Ref. 4.3: 2). Se realizaron cinco estudios de la
farmacodinamica primaria de GARDASIL®, no sujetos & las GLP (buenas practicas de
laboratorio), en tres especies de | primates no humanos: monos verdes africanos
‘(Cercopithecus sp.), chimpancés {Pan troglodytes) y monos rhesus (Macaca mulatta). Los
objetivos de dichos estudios fusron determinar si la vacuna desencadenaba una respuesta
Inmune especiﬂca contra las particulas parecidas a virus del VPH, examinar.la duracién de I
respuesta y determinar si era necesario el adyuvante de aluminio de Merck para una
inmunogenicidad 6ptima. Los estudios también estaban diseﬁédos para geterminar si la
antigenicldad de los cuatro tipos de particulas parecidas a virus que contiane GARDASIL® era
similar, y si la respuesta inmuns a las partfculag parecidas a virus de cada tipo, al combinarlas
en una formulacion tetravalente, era similar a“!‘a que 8e lograba mediants la vacunacion con
una formulacién monovalente de particulas parecidas a virus,

La toxicologfa no clinica de GARDASIL® se evalud en cinco estudios, efectuados en distintas
etapas del desarrollo preclinico y clinico de la vacuna. Estos fueron un estudio de toxicidad de
dosis Unica en ratones, un estudio de toxicidad de dosis tnica en ratas, un estudio de toxicidad
de dosis repetidas en ratones, un estudio de toxicidad reproductiva y del desarrolio en ratas y
un estudio de tolerancia local en conejos. Los ¢inco estudios de toxicologia se realizaron en
condiciones de buenas practicas de laboratorio (GLP), y cumplen con Jas recomendaciones de
la “Nota sobre directrices relativas a las piuebas farmacologicas y toxicolégicas praciinicas de
las vacunas” (CPMP/SWP/465/95) de la EMEA (Ref. 4.3: 1) y con las "Directrices sobre ia
evaluacién no clinica de las vacunas”, de la OMS (Ref. 4.3; 2).

2. Farmacologia
La evaluacién farmacolégica de GARDASIL® se centrd en una evaluacion de la
farmacodinamica primaria (es decir, la inmunogenicidad), ya que la vacuna no mostro ningan

efegto aparte de la respuesta inmune esperada. Esto concuerda con “Nota sobra directrices
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relafivas a las pruebas fatmacologicas y toxicolégicas preclinicas de las vacunas”
(CPMP/SWP/485/95) de la EMEA (Ref. 4.3: 1) y con las "Directrices sobre la evaluacién no
clinica de las vacunas’, de la OMS (Ref. 4.3: 2).

2.1 Farmacodinamia primaria ‘

La farmacodindmia primaria de algunos de los componentes individuales en forma de
particulas parécidas a virus de GARDASIL®, asi como la formulacion completa de GARDASILS,
se evaluaron en cinco estudios de farmacodinamica primaria, no sujelos a las GLP {buenas
practicas de laboratorio), en monos verdes africanos, chimpancés y monos thesus. Dichos
estudios se disefiaron para examinar la inmunogenicidad de la vacuna y para determinar si era
necesario el adyuvante de aluminic de Merck para una mayor inmunogenicidad. Esto
concuerda con las “Directrices sobre 1a evaluacién no clinica de las vacunas”, de la OMS (Ref,
4.3: 2), las cuales recomiendan que se demuestre el efecto del adyuvante en estudios
preclinicos de inmunogenicidad. La respuesta inmune se vigilé usando un radicinmunoandlisis
competitivo (RIAc) (Ref. 4.3: 3), un inmunoanalisis Luminex® competitivo (IALc} ¢ un anélisis de
inmunosorbente ligado a enzimas competitivo (ELISA competitivo, o ElAc). Tales analisis
emplean anticuerpos monoclonales, que reconocen cada tipo de particula parecida & virus de
VPH y se ligan a los epitopos conformacionales especificos que han demostrado neutralizar fa
Infeccion, La eficacia protactora contra el VPH de los tipos 6, 16 y 18 no podia demostrarse en
condiciones preclinicas, ya que no hay modelos en animales de infeccion por el VPH de astos
tipos (6, 16 y 13); sin embargo, hay un modele do neutralizacion del VPH de tipe 11 en
xenoinjertos (Ref. 4.3; 5). En dicho modelo con VPH de tipo 11 en xenoinjertos, se emplearon
sueros de seres humanos inmunizados con el VPH de tipo 11 para neutralizar Ya infeccion def
tejido epitelial con viriones de VPH de tlpd 11, Los tftulos de los sueros humanios medidos por
RIAc mostraron una correlacién con el potencial para neutralizar la Infeceién por et VPH de tipo
11 (Ref, 4.3: 6). Ya que no hay un modelo en animales para los cuatro tipos de VPH que refleje

la infeccién en seres humanos, la evaluacién apropiada para estos experimenios preclinicos
era la de inmunogenicidad. '

El primer estudio de inmunogenicidad se flevé a cabo en monos rhesus, y se disefié para
determinar si era necesario el adyuvante de aluminio de Merck a fin de obtener una respussta
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inmune més intensa contra las ‘particulas parecidas a virus de |a vacuna. Dos grupos de
animales recibieron vactina recombinante monovalente de PPV de Lt del VPH de tipo 16: un
grupo (n = 3) recibié una formulacion sin el adyuvante de aluminio y el sequndo grupo (n = 3)
recibié una formulacién con el adyuvante de aluminio, La vacuna se administrd en un esquema
de fres dosls (a fos 0,2y 6 meses), y se obtuvo susro en varios puntos a lo largo del estudio,
incluidos el dia de la Inmunizacién y dos semanas despusés de cada vacunacién. La vacuna fue
inmunogénica en los seis animales, ¥ la respuesta inmune fug congruente con un efecto tipico
de dosis de sensibilizacién y refuerzo. EI grado al cual se desencadens la respuesta de
anticuerpos neutralizantes especificos contra las PPV de L1 del VPH 16 con la formulacién de
VPH 16 que contena el adyuvante de aluminio fue notablemente més intenso (16 veces més a
las dos semanas después de la tercera dosis), en comparacién con la formulacién de VPH 16
sin el adyuvante. Estos resultados demuestran que, en los primafes no humanos, se genera
una respuesta inmune especifica contra las particulas parecidas a virus de VPH al recibir Ia
vacunacion con PPV de Lt del VPH de fipo 16, y que el nivel de respuesta de los anticuerpos
puede incrementarse sustancialmente cuando la vacuna se formula con adyuvante de
aluminio,

Et segundo estudio de inmunogenicidad s realizé en chimpancés, y s disefié para demostrar,
en un modelo distinto en primates no humanos, que era necesario el adyuvante da aluminio de
Merck para obtener una mayor respuesta Inmune contra las particulas parecidas a virus de a
vacuna. Dos grupos de animales recibieron una vacuna monovalente de PPV da L1 del VPH
de tipo 16: un grupo (n = 2) recibio una formulacién sin ef adyuvante de aluminio y el sagundo
grupo (n = 4) recibic una formulacién con al adyuvante de aluminio, La vacuna se administrd
on un esquema de tres dosis (a los 0, 2y 6 meses), y se obtuvo suerd en varios puntos a lo
largo del estudio, Incluidos el dia ds fa Inmunizacion y dos semanas tespuds de cada
vacunacion. Un animal al que se administré fa vacuna 8in édyuvante no presentd una
respuesta inmune seroldgica detectable. La vacuna fue Inmunogeénica en los ofros ¢inco
animales, y fue congruente con un efecto tipico de dosis de sensibilizacién y refuerzo. Una vez
mas, el nivel de la respuesta de anticuerpos neutralizantes especificos contra las PPV de L1
del VPH 16 que se obtuvo en los animales inmunizados con 1a formulacion de VPH 16 més el

adyuvante de aluminio fue més intensa (3.5 veces més alta a a8 cuatro semanas después de
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la tercera dosis), que en el animal que si presanté una respuesta inmune a la formulacion de
VPH 18 sin el adyuvante. La diferencia en los titulos se mantuvo a Io largo de & meses (2.9
veces més alta en los animales inmunizados con VPH 16 mas adyuvants). El incremento en
las respuestas contra el VPH asociado con las formulaciones que contienen el adyuvante de

aluminio representa una ventaja que muy probablemente se traduzca en una mayor eficacia en
condiciones clinicas.

El tercer estudio de inmunogenicidad se realizé en monos verdes africanos, y se diseii¢ para
demostrar una respuesta inmune de anticuerpos neutralizantes especificos contra las PPV de
L1 monovalentes del VPH de tipo 18 en primates no humanos. En este ¢as0, se administraron
PPV de L1 del VPH 18 formuladas con adyuvante de aluminio de Merck en un esquema de
tres dosis (a los 0, 2 y 6 meses) a cuatro monos. Cada uno de los cuatro animales presentd
una respuesta inmune mensurabla despu‘éé de la primera dosis, y le siguié una respuesta
anamnésica tipica después de la segunda y la fercera dosis. Estos resultados demuestran que,
al igual que las particulas parecidas a virus del VPH de tipo 16, las particulas parecidas a virus
de L1 del VPH de tipo 18 son altamente inmunogénicas,

El cuarto estudio de inmunogenicidad se realizd en monos verdes africanos, y se disefid para
determinar si la respuesta inmune a las particulas parecidas a virus de cada tipo, mezcladas
en una formulacion tetravalente, era similar a la que se lograba mediante la vacunacion con
una formulacidn monovalente de particulas parecidas a virus, Cinco grupos de 6 a 8 animales
recibieron un esquema de tres dosis, ya fuera de vacunas monovalentes de PPV da L1 do
VPH de los tipos 6, 11, 16 0 18 formuladas con adyuvante de aluminio, o de una vacuna
tetravalente de PPV da VPH de los tipos 8, 11, 16 y 18 formulada con adyuvants de aluminio,
El esquema de tres dosis se administré en forma de inyeccién intramuscular de una dosis de
0.5 malos 0, 2 y 6 meses. Los 34 animales presentaron respuestas de anticuerpos
espacificos a las particulas parecidas a virus de los cuatro tipos de VPH. El esquema de
dosificacion produjo una respuesta caracteristica de sensibilizacion y refuerzo, y los titulos
disminuyeron con el tiempo después de cada dosis. Sin embargo, los titulos elevados se

- mantuvieron durante un lapso mas largo despuds de las dosis sucesivas, es decir, la
declinacién en los titulos desnuds de Ia tarnera dneie/ fia Aradual v rralanAads  an
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comparacion con la declinacion despuds de la primera o a segunda dosis. Los titulos que
alcanzaron los animales inmunizados con las vacunas monovalentes a menudo fueron
ligeramente més altos, aunque dentro del mismo rango logarftmico, en comparacién con log
Que presentaron fos animales que recibieron vacunas tetravalentes de las mismas dosis. A fin
de determinar si los anticuerpos p}oducidos eran neutralizantes, en un subconjunto de sueros
tomados a la semana 14 se analizé la capacidad para neutralizar fa infeccién por particulas
parecidas a virus de células C33A, una estirpe de cancer cervicoutering negativa para el VPH
(Ref. 4.3: 7). Se analizaron los sueros de cinco animales de cada grupo en cuatro anafisis de
seudoneutralizacién, que investigaron la entrada de las particulas parecidas a virus del VPH deg
los tipos 6, 11, 16 y 18 en las célules. Los sueros de todos log animales inmunizados fueron
capaces de inhibir especificamente la entrada de las particulas parecidas a virus, lo cual
heutralizé efectivamente la infeccidn. Estos resultados demuestran que a antigenicidad de los
cuatro componentes de la vacuna tetravalente GARDASIL® son similaras, Y que se genera una
respuesta inmune de anticuerpos especificos contra fos cuatro tipos de particulas parecidas a
virus que la constituyen. Ademas, el perfil dc; la respuesta inmune es tal que se provoca la
aparicion de anticuerpos neutralizantes contra las particulas parecidas a virus de cada tipo
especifico de  VPH presente en Ia vacuna, como se demuestra por el andlisis de
seudoneutralizacién de la entrada d lag particufas parscidas a virus.

Ei quinto estudio de inmunogenicidad se realizé sn macacos rhesus, y se diseid para
examinar la clase y la subclase de log anticuerpos producidos después de la Inmunizagién. Se

administrd a clnco animales la vacuna recombinante tetravalente contra el virus del papiloma

humano (tipos 8, 11, 16, 18), formuiada con adyuvante de aluminio de Merck, y a otros cinco
animales la vacuna recombinante tetravalente contra el virus del papiloma humano sin
adyuvante de aluminio de Merck. La vacuna se administrd en un esquema de tres dosis, a los
0,2y 6 meses, y sa obtuvo susro en varios puntos a lo fargo del estudio, incluidos el dia de [a
inmunizacién, dos semanas después de cada vacunacion y a las 52 semanas, La vacuna fue
inmunogénica en los diez animales, y fue congruente con un efecto tipico de sensibilizacion y
refuerze. Los animales que recibieron Ja vacuna tetravalente con adyuvante exhibieron una
respuesta inmune entre 1 y 2 log més alta que los animales que recibieron la vacuna
tetravalente sin adyuvante. También se evaluaron la respuesta de lgG total y el peril de
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isotipos, en forma de titulos de dilucién en el punto final, mediante inmunoaniisis no
competitivos con Luminex®, Las respuestas de IgG total a las PPV de L1 del VPH de los tipos
6,11, 16 y 18 fueron similares para todos los tipos. Los titulos de Ia 1gG total de punto final que
se alcanzaron después de la tercera dosis fueron en conjunte aproximadamente 2 logs
mayores en los animales que recibieron la vacuna tetravalente sin adyuvants. El perfi global
de isotipos en ambos grupos de animales fue similar, independientemente de que hubleran
recibido el adyuvante o no. La vacuna desencadené una respuesta predominantemente de
linfocitos T auxiliares de lipo 2 {Tw2, por sus siglas en inglés), con altos niveles de lgG1 e IgG4
y bajos niveles de IgG2. También se produjeron altos niveles de IgA, fo cual puede ser
importante para brindar inmunidad a las mucosaé del aparato genital, Esto ha sido confirmado
por Lowe y cols., quienes demostraron que la vacunacién de monos verdes africanos con
particulas parecidas a virus del VPH de tipo 11 desencadenaba una respussta inmune
especifica contra las particulas parecidas'a"vlrus tanto en el suero como en las secreciones
cervicovaginales (Ref. 4.3: 8).

"
En conjunto, estos resultados demusstran que la vacuna tetravalente formulada con adyuvante
de aluminio induce una vigorosa respuesta de anticuerpos contra las particulas parecidas a
virus de los cuatro tipos de VPH (8, 11, 16 y 18). El parfil de isotipos de los anticuerpos que se
producen concuerda con el perfil de isotipos que se observan en los tejidos genitales Y sus |
alrededores, ublcacién de las infecciones por el VPH, El adyuvante de aluminio de Merck se ha
usado en varias otras vacunas aprobadas y tiene un peﬁil de seguridad demostrado (Ref, 4.3:
9). Los estudios preclinicos que evaluaron el adyuvante de aluminio han demostrada sl
importante papel de este adyuvante para inducir una respuasta vigorosa contra el VPH, lo que
justifica su emplec en la formulacién final de la vacuna tetravalents, GARDASILS, sin ningn
sfecto adverso local o sistémico duradero de consideracién.

3.  Farmacocinélica

Na se han realizado estudios experimentales para demostrar la absarcion, la distribucion, el
metabolismo ¥ la excracién de los ingredientes activos de GARDASIL® para ningunas de las
particulas parecidas a virus ni para el adyuvante de aluminio. La *Nota sobre directrices
relptivas a las pruebas farmacolégicas v toxicoldaicas oref:linicas de las vacunas’
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(CPMP/SWP/485/95) de la EMEA (Ref. 4.3: 1} reconoce que normalmente no se necesitan

estudios farmacocinéticos de las vacunas.

No se realizaron estudios farmacocinéticos del adyuvante de aluminio de Merck, porque el

adyuvante de sulfato hidroxifosfato de aluminio de esta vacuna ya se ha usado antes en varias
otras vacunas de Merck (Cuadro 2.4: 1) y tiene un perfil de seguridad bien establecido (Ref.

4.3:9),

Cuadro 2.4:1
Lista de las vacunas de Merck que contienen el adyuvante de sulfato hidroxifosfato de

aluminioc amorfo

Vacuna

Cantidad de  adyuvante  sulfato

hidroxifosfato de aluminio

RECOMBIVAX HB® % (vacuna contra ia
hepatitis B [recombinante]) '

Aproximadamente 500 ug por dosis de 1.0 ml
(aproximadamente 250 wg por dosis
pediatrica de 0.5 mi) (Ref. 4.3: 10)

LIQUID PEDVAXHIB® (vacuna conjugada
contra Haesmophilus influenzae b [conjugado
de proteinas meningocteicas))

" Aproximadaments 225 pg por dosis de 0.5 mi

(Ref. 4.3: 11)

COMVAX®1 (vacuna conjugada contra
Haemophilus influenzae b [conjugade de
proteinas meningocéeicas] y vacuna contra fa
hepatitis B [recombinante]}

Aproximadamente 225 ug por dosis de 0.5 ml
(Ref. 4.3: 12) |

VAQTA®* (vacuna contra la hepatitis A,
inactivada}

Aproximadamente 450 ug por dosis de 1.0 mi
(aproximadamente 225 ug por dosis
pediatrica de 0.5 ml) (Ref. 4.3: 13)

* RECOMBIVAX HB® 2s una marca registrada de Merck & Ca., Inc., Whitehouse Station,

Nueva Jersey, EE., UU

SLiQuip PEDVAXHEB es una marca registrada de Merck & Co., Inc., Whitehouse Station,

Nueva Jersey, EE,UU,

! COMVAX® es una marca registrada de Merck & Co., Inc., Whitehouse Station, Nueva

Jersey, EE.UU,

EE.UU.

l/Wi

’ VAQTA® es una marca registrada de Merck & Co., Inc., WhrtehousyStation, Nueva Jersey,
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4. Toxicologia

4.1 Introduccion

La seguridad de GARDASIL® se analizé en un estudio de toxicidad de dosis tnica en ratones,
en un estudio de toxicidad de dosis tnica en ratas, en un estudio de toxicidad de dosis
repetidas en ratones, en un estudio de toxicidad reproductiva y del desarrollo en ratas, el cual
incluyd una evaluacién de inmunogenicidad, y en un estudio de tolerancia local en conejos. Los
cinco estudios se [levaron a cabo en condiciones de Eueﬁas précticas de laboratorio (GLP), y
cumplen con las recomendaciones de la "Nola sobre directrices relativas a las pruebas
farmacolbgicas y toxicolégicas preclinicas de las vacunas” (CPMP/SWP/465/95) da fa EMEA
(Ref. 4.3: 1) y con las “Directrices sobre la evaluacién no clinica de las vacunas”, de la OMS
(Ret. 4.3: 2). Los mencionados estudios ofrecen una amplia evaluacion de la sequridad
preclinica de GARDASIL®, y respaldan la administracién de esta vacuna a seres humanos.

4.2 Toxicidad de las dosls Gnicas .
La toxicidad de las dosls (nicas de GARDASIL® se avalud en dos estudios, en condiclones de
buenas practicas de laboratorio (GLP), en los cuales se administré una sola dosls
intramuscular de la vacuna a ratones o ratas (0.1 mil en los ratones, 0.2 ml en ratas de solucion
con 160/160/80/160 yo/ml de PPV de L1 del VPH de los tipos 6/11/16/18), saquida por un
periodo de observacién de 14 dlas, La via intramuscular fue adecuada, ya que esta es la via
para la administracion clinica de fa vacuna. La duracion de los estudios (14 difas) fue suficients
para observar cualquier toxicidad aguda de la vacuna en los animales. F! niimero de animales
en cada estudio fus de 5 por sexo por cada grupo; La eleccidn de estas dos especies de
roedores para las evaluaciones de toxicidad de la dosis unica es apropiada, porque ofrecen
margenes de seguridad ampiics con base en el peso cor'poral. La doéis administrada
representa un maitiplo de aproximadamente 1,200 vecés en los ratones y 300 veces en las
ratas, suponiendo un peso corporal de los seres humanos de 75 kg. La vacuna fue bien
tolerada y no hubo efectos relacionados con el tra{arniento la sobre mortalidad, los signos
fisicos o los cambios en el peso corporal durante un periodo de observacion de 14 dias.
Ademés de estos dos estudios, se evalué Ia toxicidad de GARDASIL® después de una
administracién Gnica en el estudio de toxicidad de las dosis repetidas que se describe en la
seccidn siguiente.
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4.3 Toxicidad de las dosls repetidas
La toxicidad de las dosis repetidas de GARDASIL® se evalud en un estudio sujeto a las buenas
practicas de laboratorio (GLP) en ratones. La vacuna s administrd como una dosis
inframuscular Gnica (administrada el dia 1 del estudio) o bien coma tres dosis intramusculares
(administradas los dias 1, 29 y 57 del estudio), sequidas por un periodo de observacidn de 64
dias. La concentracion de la vacuna en las pruebas consistio en particulas parecidas a virus de
L1 del VPH de los fipos B/11/16/18 en concentraciones de 160/180/80/160 pg/m,
respectivamente. Cada ratén recibié 0.1 mi por dosis {0.05 ml en cada cuadriceps). Ya que
GARDASIL® se administra clinicamenta por inyeccion intramuscular, esa fue la via empleada
en el estudio. Ef nimero de dosis, que se equipard al esquema clinico, y la duracién del
estudio (64 dias) fueron adecuados para evaluar la toxicidad derivada de la administracién
intramu'scular repetida de la vacuna. La esbecie elegida para el presente estudic de dosis
repetidas, el raton, es apropiada para evaluar lp_s riesgos de GARDASIL®, ya que esta especie
anima! ofrece un amplio margen de seguridad con base en el peso corporal, Ademas, se sabe
que la cepa de ratones escogida para el estudio {BALB/c) presenta una respuesta inmune a la
vacuna (Sec. 3.2.5.3.1-hpv). La dosis administrada representa un miltiple de
aproximadamente 1,450 veces en proporcion al peso corporal, suponiendo un peso corporal de
los sares humanos de 75 kg. Se contd con un nlimero adecuado de ratones por grupo de dosis
(15 ratones de cada sexo por grupo de dosis) y grupos apropiados de control. Se usd un grupo
ds control con placébo, al cual se le administrd el adyuvante de aluminio de Marck, porque elle ™
- permitié una comparacién de los efectos del tratamiento entre los animales que recibieron un
placebo y fa vacuna. El disefio del estudio permitfa la evaluacién de-la mitad de los animales
despues de 8 dias (dosis Unica, autopsia “intermedia”) y del resto después de 64 dfas {tres
dosis, autopsia “final"). En el estudio se evaluaron los pardmetros da rigor, incluyendo fa
autopsia completa y el anéiisié microscopico de numerosos tejidos. No hubo cambios
relacionados con el tratamiento en signos fisicos, consumo de alimento, citologla hemética,

-

analisis bioquirmicos del suero, peso de los drganos ni aumento de peso de los animales, No
se observaron indicios de toxicidad sistémica inducida por el adyuvante de aluminio en los
animales del estudio, entre ellos datos de toxicidad en el encéfalo o Ja médula espinal (Ref.

»

4.3: 14). Se observé un aumento de volumen de los ganglios linfaticos iljakos relaclonado con
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el fratamiento, tanto en las autopsias intermedias como en ;Ias finales. Microscopicamente, se
observé hiperplasia relacionada con el tratamiento en los ganglios linfaticos ifiacos e
inguinales, tanto en las autopsias infermedias como en las finales. Ademas, en ambos tipos de
autopsias se observé inflamacion relacionada con el tratamiento en los mdsculos del sitio de
inyeccién; sin embarge, no hubo un mayor dafo global relacionado con el tralamiento en
comparacion con el grupo de control con placebo que recibié el adyuvante de aluminio, Estas
observaciones son de esperarse con una vacuna, y son indicativas de la presencia de una
respuesta inmune.

1

4.4 Genotoxicidad

No se evaiud el potencial mutagénico o de toxicldad genética de GARDASILS, Segiln la "Nota
sobre directrices relativas a las prughas farmacolégicas y toxicoléglcas preclinicas de las
vacunas” (CPMP/SWP/485/85) de la EMEA (Rel. 4.3: 1) y las “Directrices sobre la evaluacién

ne clinica de lag vacunas”, de la OMS (Ret, 4,3: 2), generalmente no se requieren estudics de
genotoxicidad para las vacunas,

4.5 Carcinogenicidad _

No se evalud el potencial oncogénico o carcinogénico de GARDASIL®, Segin la “Nota sobra
directrices relativas a las pruebas farmacolégicas y toxicoldgicas preclinicas de las vacunag”
(CPMP/SWP/465/95) de la EMEA (Ref. 4.3: 1) y las “Directrices sobre la evaluacién no clinica
de las vacunas’, de la OMS (Ref. 4.3: 2), generalmente no se requieren estudios de
carcinogenicidad para las vacunas.

4.6 Toxicidad reproductiva y del desarrollo

" La toxicidad reproductiva y del desarrollo de GARDASIL® se evalud en un estudio con buenas
précticas de laboratorio {(GLP) en ratas hembra, E! objetivo de dicho estudio fue evaluar los
efectos potenciales de fa vacuna sobre el desarrollo, el crecimiento, la conducta, el desempefio
reproductivo y la fertiiidad de las crias. E) estudio de toxicidad reproductiva y del desarrollo fue
una parte importante de la evaluacién global de seguridad para esta vacuna, ya que su uso
esta indicado en mujeres en edad reproductiva. El disefio del estudio se elabord con base en el

Borrador de Directrices para la Industria, "Consideraciones sobre’los estudios de toxicidad

Werck Shap & Do (Argenfina) inc. , o
Jose shrome
Apatiara

AOGEGTOR TECNICO
MATRICULA NACIONAL 18438






Metck Sharn & Bone Argenting) I,

José

Ansterado

. Reafricted
- £ Contidential

'B%Q

T iimited access

reproductiva para las vacunas preventivas indicadas contra las enfermedades infecciosas”, del
Centro para Evaluacién e Investigacion sobre Biolégicos, de la Administracion de Alimentos y
Medicamentos de Estados Unidos (CBER/FDA, por sus siglas en inglés) (Ref. 4.3: 15) y las
Directrices ICH S5A, de la Comision Intsrnacional de Armonizacién, o ICH (Ref, 4.3:16).
Antes de iniciar el estudio, se obtuvo la aprobacin del CBER/EDA para el disefio del mismo,

Se sabe que la cepa de ratas elegida para el presents estudio {Sprague-Dawley) presenta una
respuesta inmune a fa vacuna (Sec. 2.4.4.8). Se administré a las ratas hembra el equivalente a
una dosis humana completa de GARDASIL® (0.5 ml de solucién con 40/80/80/40 pg/ml de
PPV del VPH de los tipos 6/11/16/1 8) por via intramuscular, Para cada dosis, se administré
aproximadamente 0.25 m del material de prueba o de control en los misculos cuadriceps
deracho e izquierdo de cada rata (0.5 ml por rata por dosis). Con base en el peso corporal, fa
dosis de vacuna administrada a las ratas tenfa un margen de seguridad de aproximadamenta
300 veces con raspacto a la dosis proysctada para los seres humanos. Hubo dos grupes
tratados con la vacuna. El Grupo 2 recibid cuatro inmunizaciones, cinco y dos semanas antes
del apareamiento y los dias 6° de la gestacion (DG) y 7° de la lactancia (DL). El Grupo 1
recibi¢ dos inmunizaciones, los dias 8° de Ia gestacion y 7° de la lactancia. Esto permitio
evaluaciones por separado de animales que se habian éxpuesto a la vacuna antes de
aparearse y de animales que eran inmunoldgicamente ‘virgenas” (no expuastos a la vacuna),
La dosis durante la gestacién se administrd al sexto dia, ya que es ef momento de Ia
implantacién y el iniclo de la organogénesis. También se administrd la vacuna a las madres
durante la lactancia, para determinar si habia algin efecto adverso para las crias lactantes,
Ademas de los dos grupos tratados con la vacuna, hubo dos grupos de control. E! primero
(Control 1) recibié solucién salina amortiguada con fosfato, y el segundo grupo (Control 2)
recibi¢ el adyuvante de aluminio de Merck como placebo. Se asignaron cuande menos 44
animales por grupo, de modo que la mitad de los animales (cuando menos 20) fueran
sometidos a operacion cesérea paré realizar una exploracién uterina y fetal sistematica y que
la otra mitad (al menos 20) dieran a luz en forma natural y se les permitiera amamantar a sus
crias hasta el destets, & fin de vigilar el desarrollo posnafal.
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En las ratas hembra Fo, no hubo efectos relacionados con el tratamiento sobre mortalidad,
signos fisicos, aumento del peéo corporal medio o consumo de alimento durante el estudio
{periodo previo al apareamiento, gestacién y lactancia), ni se observaron cambios
macroscopicos relacionados con el tratamiento en la autopsia. En las crias Fy, no hubo efectos
relacionados con el tratamiento sobre la supervivencia embrionarla y fetal, evaluada por el
porcentaje de pérdida de crias alrededor de la fecha de implantacion, pérdida posterior a la
implantacion, media de implantaciones por hembra gestante y fetos vivos por hembra gestante.
No hubo efectos relacionados con el tratamiento en la proporcion de crias de cada sexo, la
morfologfa macroscopica de la placenta ni el peso fetal medio. No hubo anomalias fetales
externas, viscerales, coronales ni esqueléticas relacionadas con el tratamiento. No hubo
efectos relacionados con el tratamiento sobre la morfologfa externa de las crias al nacimiento,
ni sobre los signos fisicos o la supervivencia antes y después del destete. No hubo efectos
relacionados con el tratamiento sobre el beso corporal de las crias antes y después del
destete. Ademés, no hubo efectos relacionados con el tratamiento sobre los signos del
desarrollo (momento de la abertura vaginal o de la separacién del prepucio), la conducta
(aprendizaje y memoria de la evilacion pasiva, habituacion al refiejo de sobresalto auditivo y
actividad motora en campo abierto), el desempeio reproductivo o la fertilidad de fas crias.

GARDASIL® indujo una respuesta de anticuerpos especificos contra el YPH de los tipos 6, 11,
16 y 18 en las rafas gestantes, después de una o varias‘inyecciones intramusculares. Los
anticuerpos contra los cuatro tipos de VPH se transfirieron a las crias durants la gestacion v,
posiblemente, durants la lactancia, Los anticuerpos transferidos pasivamente duraron méa alla
del destete, Incluso hasta sl dia 77 de vida extraulering, cuando se les midi6 por Gltima vez,

4.7 Tolerancia local

La tolerancia local se evalué mediante la administracion Intramuscular de la vacuna en
conejos. Dieciséis conejos {ocho de cada sexo) recibieron, en cinco puntos distintos del
masculo dorsal largo, una dosis intramuscular de 0.5 mf de cada una de las siguientes

formulaciones (incluida la formulacién destinada a comercializarse, que aparece en el # 2 de la
stal:
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1) Placebo de adyuvante de aluminio para control

2) Vacuna tetravalente contra ¢ VPH 6/11/16/18 (40/80/80/40 1 g/ml de PPV de L1)

3) Vacuna tetravalente contra el VPH 6/1 1/16/18 (80/80/80/80 Hg/ml de PPV de L1)

4) Vacuna tetravalente contra el VPH 6/11 /16/18 (160/80/160/80 Hg/ml de PPV de L1)
5} Vacuna tetravalents contra el VPH 6/11/16/18 (160/160/80/160 Hg/mlde PPV de 1)

Los sitios de inyeccién ss examinaron macroscéplca y microscopicamente los dias 4 y14. Las
formulaciones ‘de ta vacuna fueron bien toleradas. No hubo efecios relacionados con el
tratamiento sobre la mortalidad, los signos fisicos 0 el peso corporal a fo largo de un periodo de
observacion de 14 dias. La intensidad de fa reaccién histopatoitgica local fug de muy ligera a
ligera, y se asemejé estrechaments a Ia que causo sl placebo de adyuvante de aluminio del
grupa control. Con base en et peso corporal, la dosis de vacuna administrada a los conejos
tenia un margen de sequridad de hasta 40 veces Con respecto a la dosis proyectada para los
seres humanos, El estudio se llevé a cabo bajgﬂbuenas condiciones de laboratorio {condicionss
GLP). | |

4.8 Otros estudios de toxicidad

Los otros estudios de toxicidad de GARDASIL® fueron dos estugios éxploratorios de la
inmunogenicidad en ratas, no sujetos a las normas GLP, E| objetivo de dichos estudios fue
confirmar que GARDASIL® inducia una respuesta inmune en el modelo en animales empleado
para ias pruebas de toxicidad reproductiva y del desarrollo. En ambos estudios de exploracién,
se demostrd que la vacuna fue inmunogénica en las ratas, y se observd una respuesta de
anticuerpos contra el VPH de todos Jos tipos presentes en la vacura. Estos resultados
demuestran que la rafa constituye un modelo animal apropiado para investigar los posibies
efectos téxicos relacionados con Ia administracion de GARDASIL®.

5 Panoramica integrada Yy conclusiones

Esta panorémica no clinica se Presenta como sustento para ef registro de un esquema de
vacunacién fijo con GARDASIL® {L-000931225 ¢ L-93i225). GARDASIL®, tambign conocido_
como Vacuna recombinante contra el virus del papiloma humano (tipos 6, 11, 16, 18), esta

indicado para la inmunizacién de las personas, a fin de prevénir el cancer, las lesiones
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precancerosas o displasicas, las verrugas genitales y la infeccion causadas por el VPH de los
tipos 6, 11,16 y 18.

~Los estudios no clinicos de farmacologia fueron cinco estudios de la farmacodinamica primaria
de GARDASIL®, no sujetos a las buenas practicas de laboratoria (no GLP), en monos verdes
africanos (Cercopithecus sp.), chimpancés (Pan troglodytes) y monos rhesus (Macaca
mulatta). En cada una de las especies animales estudiadas, la administracién Intramuscular de
GARDASIL®, o de los componentes monovalentes, desencadent una vigorosa respussta
inmune que llevé a la produccion de anticuarpos conlra las particulas paracidas a virus de los
tpos de VPH presentes en la vacuna, Dichos estudios demostraron que el adyuvante de
aluminio era necesario para inducir una respuesta inmune mas intensa contra los antigenos de
la vacuna. Los isotipos de los anticuarpos indicaron una respuesta de los linfocitos T auxiliares
dg tipo 2 (Tw2), con IgA e lgG1 mensurables. La IgA es un importante isotipo de los
anticuerpos, presente en las secraciones cervicouterinas ademés de la IgG. Asl pues, et perfl
de isotipos de los anticuarpos que se producen concuerda con el perfll de isolipos que se
observan en los tejidos genitales y sus alrededores, ubicacion de las infecclones por el VEH.

No se realizaron estudios de farmacodindmica secundaria, seguridad farmacolégica ni
interacciones medicamentosas farmacodindmicas de GARDASIL®, ya que la vacuna no mostré
ningln efecto aparte de la respuesta inmune esperada, No se han efectuado estudios
farmacocinéticos de GARDASIL® para ningunas de las particulas parecidas a virus que la
companen ni para el adyuvante de aluminio. Esto cumple con las directrices de la OMS, que
estipulan que normalmente no se necesttan estudios farmacocinéticos de las vacunas (Ref.
4.3: 2). Ademés, como ‘el adyuvante de sulfato hidroxifosfato de aluminio de esta vacuna ya se
ha usado antes en varlas otras vacunas, no se realizaron estudios farmacocinéticos del
adyuvante de aluminic.

Los estudios de toxicologia que respaldan la seguridad de GARDASIL® fueron cinco estudios
en condiciones de buenas précticas de iaboratorio (GLP), consistentes en un estudio de
toxicidad de dosis dnicas en ratones, un estudio de toxicidad de dosis Gnicas en ratas, un
estudio de toxicidad de dosis repetidas en ratones, un estudizmde tolerancia local en coneios v
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un estudio de toxicidad reproductiva y del desarrollo en ratas, el cual incluyé un estudio de
inmunogenicidad. Todos ellos ofrecen una amplia evaluacién de la sequridad de GARDASIL®,
En los cinco estudios, la vacuna fue bien tolerada, y los Gnicos efectos relacionados con el
tratamiento fueron indicativos de la respuesta inmune esperada. En conclusion, los estudios no
clinicos que aqui se presentan respaldan la administracién de esta vacuna en seres humanos.
PARTE B

1, Sintesis de los Estudios Farmacodinamicos

La farmacedinamica primaria de GARDASIL® se evalué en cinco estudios no sujetos a las

buenas practicas de laboratorio (GLP} en tres especies de primates no humanos: monos
verdes africanos {Cercopithecus sp.), chimpancés (Pan troglodyles) y monos rthesus {Macaca
mulatta). Los objetivos de dichos estudios fueron determinar si la vacuna desencadenaba una
respuesta inmune especifica contra las particulas parecidas a virus del VPH, examinar la
duracidn de la respuesta y determinar si era ﬁecesario el adyuvante de aluminio de Merck para
una inmunogenicidad dptima. Los estudios también se disefaron para determinar si la
antigenicidad de fos cuatro tipos de particulas parecidas a virus en GARDASIL® era similar, y
si la respuesta inmune a las particulas parecidas a virus de cada tipo, al combinarias en una
formulacion tetravalents, era similar a la que se lograba mediante la vacunacién con una
formulacién monovalente de particulas parecidas a virus. La evaluaclén famacoldgica de
GARDASIL® se centré en una evaluacién de la farmacodindmica primaria (es dect, 1a
inmunogenicidad), ya que la vacuna no mostré ningln efecto aparte de la respuesta inmune
esperada. Esto concuerda con Ta "Nota sobre directrices relativas a las pruebas farmacoldgicas
y toxicoldgicas preclinicas de las vacunas” ("Note for Guitance on Prectinical Pharmacological
and Toxicological Testing of Vaccines” ~-CPMP/SWP/465/95) de la EMEA (Agencia Europea
para la Evaluacién de Preductos Medicinales, Ref. 4.3; 1} y con las “Directrices sobre la

evaluacion no clinica de 1as vacunas", de la OMS (Qrganizacién Mundial de la Salud) (Ref, 4.3:
2).

Ademas de los estudios descritos en la presente seccion, la inmunogenicidad de la vacuna se.
gvalud en ratas, ya que esta fue una de las especies usadas para los estudios no clinicos de
toxicologia. Los resultados de los estudios en ratas se comentan dentro del resumen de
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toxicologia (Sec. 2.6.6.8). La svaluacién farmacologica de. GARDASIL® se centrd en una

evaluacion de la farmacodinamica primaria, ya que la vacuna no mostré ningln efecto aparte

de la respuesta inmune esperada. Esto concuerda con las directrices de la EMEA y de la OMS
(Ref. 4.3: 1 2).

En cada una de las especies animales estudiadas, se observé que la administracion
intrarnusbular de GARDASIL®, o do Jos componentes monovalentes, fue bien tolerada y
desencadent una vigorosa respuesta inmune que llevé a la produccién de anticuerpos contra
las particulas parecidas a virus de los tipos de VPH presentes en la vacuna. Los estudios
citados demostraron que el adyuvante de aluminio era necesario para induclr una respussta
inmune més intensa contra los antigenos de la vacuna. Se demostré que los énticuerpos
géricos contra los cuatro tipos de VPH neutralizaban la infeccion seudoviral de una estirpe de
céncer cervicouterino {la C33A), lo cual demostré el potencial de las vacunas recombinantes
contra el VPH para proteger contra la infeccién por el VPH (Sec. 2.6.2.1.4). El perfil de los
anticuerpos totales y de los isotipos generados por la vacunacién con GARDASIL® se examiné
en monos rhesus, Se inducen titulos altos de IgG total, ademés de niveles importantes de IgA
y niveles mensurables de IgM, 19G1 e IgG4. Los isotipos de los anticusrpos indicaron una
respuesta de los finfocitos T auxifiares de tipo 2 (Tw2, por sus siglas en inglés). La IgA es un
importante isotipo de anticuerpos, presente en las secreciones cervicouterinas ademés de fa
IgG (Ref. 4.3: 8). Asi pues, el perfil de isotipos de los anticuerpos producidos en respuesta a la

vacuna concuerda con el perfil de isotipos que se observan en los tejidos genitales y sus
alrededores, ubicacion de las infecciones por el VPH,

2. . Farmacocinética primaria

21  Estudios de Inmunogenicidad en primates no humanos (monos verdes
afrlcanos, monos rhesus y chimpancés)

Se realizaron cinco estudios no sujelos a las buenas practicas de laboratorio (GLP) para
determinér la inmunogenicidad de las vacunas monovalentes con particulas parecidas a virus
de L1 del VPH de los tipos 6, 11, 16 y 18 y de GARDASIL®, la vacuna recombinante

Jetravalente contra e] VPH de los tipos 6, 11, 16 y 18, en primates no humanos (Sec. 2.6.3.1).
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Las formulaciones monovalentes de particulas parecidas a virus de L1 y fa vacuna
recombinante tetravalente (GARDASIL®) que se probaron en estos estudios se elaboraron
siguiendo el mismo proceso de fabricacion que los lotes de fabricacion sistematica Y, por
consiguiente, eran similares a los: lotes empleados en la chnica l.as vacunas recombinantes
monovalentes contra el VPH o GARDASIL® se admlmstraron por inyeccién intramuscular en
tres o cuatro ocasiones en ef curso de 52 semanas, seguidas por un estudio de
inmunogenicidad de los titulos de anticuerpos  surgidos contra los tipos da VPH
correspondientes. Los estudios se efectuaron en monos rhesus (Sec. 2.6.3.2A; 2.6.3.2E), en
chimpancés (Sec. 2.6.3.2B) y en morios verdes africanos (Sec. 2.6.3.2.C; Sec. 2.6.3.2D).

2.1.1 Primer estudio de inmunogenicidad en primates no humanos: monos rhesus
El primer estudio de inmunogenicidad se realizé en monos rhesus (Macaca mulatta) y se
disefio para determinar si era necesario e! adyuvante de aluminio para obtener una respuesta
inmune més intensa contra las particulas parecidas a virus de la vacuna. Dos grupos de
animales recibieron una vacuna monovalente de particulas parecidas a virus de L1 del VPH de
tipo 16: un grupo (n = 3) recibié una formulacién sin el adyuvante de aluminio y el segundo
grupo (n = 3) recibio una formulacién con el adyuvante de aluminio. £l estudio 8o llavé a cabo
en condiciones no suletas a las buenas practicas de faboratorio (GLP)

Los seis monos rhesus, de aproximadamente 2.5 afios de edad, con peso entrs 2.85 v 4,05 kg
al inicio dei estudio, fuaron albergados en salas con control ambiental. La concentracién de las
particulas parecidas a virus de L1 del VPH da tipo 16 fue de 4 pg/ml. Cada grupo de tres
monos recibié tres dosis, el dia 0y a las 8 y 24 semanas, Para cada dosis, se administraron
aproximadamente 0.5 ml de la vacuna en el miisculo deltoides izquierdo o derecho,

Los animales fueren observados sisteméticamente. Se observaron los signos fisicos el dia de
la administracién de la vacuna, desde 1 hasta 5 horas después de la administracién, y en los
dias en que se registrd ef peso corporal. Para los analisis de inmunogenicidad, se obtuvieron
muestras de suero a Jas 0, 2, 4, 8, 10, 24, 26, 28 y 52 sémanas.
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A fin de evaluar las respuestas de anticuerpos especificos de tipo contra el VPH de tipo 16, se
analizaron los suercs usando un radioinmuncandlisis competitivo para VPH (Ref. 4.3: 3). Dicho
radioinmunoandlisis permite la cuantificacién de los anticuerpos neutralizantes contra el VPH
da tipo 16 en una muestra de suero. El andlisis emplea particulas parecidas a virus (PPV)
derivadas de levadura que estén acopladas con esferas de poliestirenc. Un anticuerpo _
monoclonal neutralizante 16.V5, especifico para of VPH de tipo 16 y dependiente de la
conformacion, se combind con los sueros de los monos y con las esferas recubiertas de
particulas parecidas a virus. Los titulos de anticuerpos en el suero se determinaron en un
formato compeitivo, en el cual el anticuerpo monoclonal neutralizante conocido 16.V5,
especifico del tipo, competia con cada muestra de suero de mono por unirse a los epltopos
neutralizantes de las particulas parecidas a virus, sensibles a la. conformacion. La union del
18.Y5 monoclonal se detecté con un anticuerpo anti-ratén secundario de cabra radiomarcado.
La inhibicion relativa de la union del anticuérpo monoclonal se compard con un suero estandar
de referencia, usando una curva logistica de cuatro pardmetros. El suero de referencia era el
suero acumulado de varios monos verdes africanos (inmunizados con particulas parecidas a
virus del VPH do tipo 16) al cual se le asignaron valores arbitrarios, expresados en
miliunidades Merck (mUM) por miilitro.

Durante el estudio, no hubo muertes ni signos fisicos relacionados con el tratamiento. Los sels
animales exhibieron una respuesta inmune caracteristica de sensibilizacion y refuerzo a lo
largo det estudio. El grupo-que recibié VPH de tipo 16 més el adyuvante de aluminio de Merck
presentd una media geomélrica de titulos (MGT) més elevada en todos los momentos
analizados a lo largo del tiempo, en comparacion con el grupo sin adyuvante (Sec. 2.6.3.2A).

El Cuadro 2.6.2: 1 ilustra los multiplos de la media geométrica de los litulos obtenidos en los
animales.
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Cuadro 2,6.2; 1
Media geométrica de los titulos (mUM/mI) de anticuerpos especificos contra el VPH de
tipo 16 de monos rhesus vacunados con VPH de tipo 16 formulado con o sin adyuvante

de aluminio
2 semanas 2 semanas 2 semanas 8 meses
tras la 1a, dosls | tras Ia 2a, dosis tras la 3a, dosis [tras la  3a,
dosis
MGT VPH 16 + 140 57,250 94,745 5,981
adyuvante ‘
MGT VPH 16 sin |15 2,882 5,614 539 R
adyuvante :
Diferencla (muitiplo) | 6.3 | 168 168 IT]
(Sec. 2.8.3.2)

En conclusién, la inyeceion intramuscular de tres dosis de vacuna menovalente de particulas
parecidas a virus de L1 del VPH de tipo 16 en monos rhesus fus generalmente blen tolerads a
lo largo de 52 semanas. La respuesta especfica contra el VPH de tipo 16 se midié usando un
radioinmunoandlisis especifico contra este tipo de VPH, La vacuna monovalente de PPV de
VPH de tipo 16 fue inmunogénica en todog los monos thesus, Independisntements del grupo.
Las respuestas de anticuerpos especificos més intensas se observaron en el grupo que recibié
2 pg/dosis de PPV de L1 del VPH 1g formulados con ef adyuvante de aluminio. Estos titulos
elevados se mantuvieron a o largo del periodo de seguimiento, de seis meses. Tales
resultados demuestran que en los primates no humanos se obtiena urna respuesta inmune
vigorosa despusés de la inmunizacién, con la produccion de anticuerpos contra las particulas
parecidas a virus del VPH 18, '

2.1.2 Segundo estudio de inmunogenicidad en primates no humanos:
chimpancés , .

El presente estudio se realizé para demostrar una respuesta inmune serolégica contra sl VPH
N otra especie de primates no humanos, Se administraron PPV onovalentes de L1 del VPH
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de tipo 16 por inyeccién intramuscular a seis chimpancés en tres ocasiones (a las 0, 8 y 24
semanas) en el curso de 6 meses. El estudio no estuvo sujeto a las condicionss de buenas
précticas de laboratorio (GLP). Los seis chimpancés fueron albergados en salas con control
ambiental. Para cada dosis, se administraron aproximadamente 0.5 ml del material de prueba
en el misculo delioides izquierdo o deracho de cada animal (0.5 ml por chimpancé por dosls).
La concentracion de las particulas parecidas a virus de L1 del VPH de tipo 16 administrada fue
de 20 pg/ml (10 pug/desls). Un grupe de cuatro animales recibié las particulas parecidas a virus
formuladas con el adyuvante de aluminio de Merck y un grupo de dos animales recibié las
particulas parecidas a virus sin el adyuvante.

Los animales fueron observados diariamente, y los signos fisicos. relativos a la administracién
de la vacuna se observaron el dia de la administracion de la vacuna, desde 1 hasta 5 horas
despuds de la administracién, y en ios dias en que se registrd el paso corporal y se tomaron
muestras de suero. Para los andlisls de inmunogenicidad, se obtuvieton muestras de suero de
los chimpancés cada 4 semanas a lo largo de todo el estudio, de un afio de duracién. Los
sueros se analizaron usando un radioinmunoanalisis competitivo para VPH de tipo 16 (Ref. 4.3:
3). Los resultados se presentan en la Sec, 2.6.3.28, |

Durante el estudio, no hubo muertes ni signos fisicos relacionados ¢on el tratamisnto. Un
animal, el 88A001, no presento una respuesta mensurable de anticuerpos contra la vacuna de
PPV de L1 dsi VPH 16. No se observd un titulo de anticuerpos contra la proteina L1 del VPH
16 en ninglin momento, incluso después de la administracién de tres dosis de la vacuna. Este
animal pertenecié al grupo sin adyuvante. Todos los demés chimpancés presentaron
respuestas mensurables de anticuerpos, independientemente del grupo del estudio. La
observacion de que todos los animales del grupo con adyuvante presentaron una respuesta
inmune considerable respalda la contribucién positiva del adyuvante de aluminio. Ya que el
grupo sin adyuvante consistié en un solo animal que mostré seroconversion, no pudo
obtenerse una media geométrica de los titulos. Sin embargo, al comprar entre los titulos
individuales del grupo con VPH 16 méas adyuvante a las cuatro semanas después de la tercera
dosis (3068, 1784, 399 y 201 mUM/ml) y los del animal sin adyuvante (233 mUM/ml), es cbvio

que todos los animales exoarimentaron seroconversion, v que gh general los titulos fueron més
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altos en el grupo que recibié la vacuna con adyuvante. En conclusion, la inyeccion
intramuscular de tres dosis de vacuna monovalente de particulas parecidas a virus de L1 de.l
VPH d tipo 16, con y sin adyuvante de aluminio de Merck, fus bien tolerada en chimpancés.
No hubo muertes ni signos fisicos adversos. El estudlo demuestra la inmunogenicidad de las
particuias parecidas a virus de L1 del VPH 18 en los chimpancés, una segunda especie de
primates no humanos.

2.1.3 Tercer estudio de inmunogenicidad en primates no humanos: monos verdes
africanos

Se adminisiraron particulas parecidas a virus de L1 del VPH de tipo 18, formuladas con el
adyuvante de aluminic de Merck, por inyeccion Intramuscular a cuatro monos verdes africanos
en tres ocasiones en el curso de seis meses, para demostrar la seroconversién contra el VPH
de tipo 18 en primates no humanos. El estiidio se llev6 a cabo en condiciones no sujetas a las
buenas précticas de laboratorio (GLP). Los cuatre monos verdes fueron albergados en salas
con control ambiental, Para cada dosis, se administraron aproximadamente 0.5 ml de [a
vacuna en el misculo deftoides fzquierdo o deracho de cada animal (0. mi por mono por dosis).
La concentracién de las particulas parecidas a virus de L1 del VPH de tipo 18 era de 4 yg/ml
(2 pg/dosis),

Los animales fueron observados diariamente, y se observaron los signos fisicos relativos a fa
administracién de la vacuna el dia de la administracion de esta, desds 1 hasta 5 horas
despuds de la administracion, y en los dias en que se registrd el peso corporal y se tomaron
las muestras de suero. Para los analisis de Inmunogenicidad, se obtuvieron muestras de sugro
alas 0,2 8, 10, 12, 24 y 26 semanas. Los sueros se analiZar_on en busca de anticuerpos
especificos de tipo contra &l VPH 18 usando un método de ELISA compstitivo para el VPH 18
(ElAc). Los resultados se presentan en la Sec. 2.6.3.2C.

Se obtuvo una respuesta caracteristica de sensibilizacién y refuerzo, con una elevacion de los
titulos hasta 10 veces su valor inicial, cuando menos, dos semanas después de la primera
dosis, dos semanas después de la sequnda dasis y dos semanas después de la tercera dogls,

En conclusién, la administracién Intramuscufar de tres dosig/de vacuna monovalente de
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particulas parecidas a virus de L1 del VPH de tipo 18 con adyuvante de aluminio de Merck fue
bien tolerada en monos verdes africanos. No hubo muertes ni signos fisicos adversos. El
estudio demuestra la inmunogenicidad de las particulas parecidas a virus de L1 del VPH 18 en
los monos verdes africanos, una tercera especie de primates no humanos.

2.1.4 Cuarto estudio de inmunogenicidad en primatés no humanos: monos verdes
africanos

Se administraron particulas parecidas a virus de L1 monovalentes de VPH de los tipos 8, 11,
16 y 18 0 GARDASIL® {vacuna tetravalente), todos formulados con adyuvante de aluminio de
Merck, por inyeccion intramuscular a 34 monos verdes afficanos de entre 3 y 5 afios de edad.
Cada animal recibi6 tres dosis (a las 0, 8 y 24 semanas) y se tomaron muestras de suero a lo
largo del estudio, de un afi de duracién. El estudio se realizé para evaluar la respuesta de
anticuerpos contra las particulas parecidés a virus de cada tipo de VPH administradas por
separado o combinadas en una formulacion-tetravalente. E estudio no estuvo sujeto a las
condiciones de buenas practicas de laboratorio (GLP). Los 34 monos verdes fueron albergados
en salas con control ambiental, Para cada dosis, se administraron aproximadamente 0.5 mil del
material de prusba en el musculo deltoides fzquierdo o darecho de cada animal (0.5 ml por
mono por dosls), La concentracidn de las particulas parecidas a virus de L1 de cada tipo de
VPH administrado fus de 4 pg/mi asl pues, los monos que recibleron las vacunas
monovalentes recibleron 2 pg/dosis, en tanto que los vacunados con GARDASIL® recibiaron

un total de 8 pg/dosis (2 pg por tipo de VPH por dosis).

Los animales fueron observados diariamente, y los signos fisicos relativos a la administracion
de la vacuna se obsarvaren e! dia de la administracion de la vacuna, desde 1 hasta 5 horas
despugs de la administracion, y en los dias en que se registrd el peso corporal y se tomaron
muestras de suero. Hubo una muerte por timpanitis (indigestion gaseosa), la cual se determing
que no tuvo relacion alguna con la vacuna. Se sacrificd a dos animales en Ja semana 28 para
exsanguinarlos. Otros ocho animales, dos por cada grupo de vacuna monovalent, recibieron
una cuarta dosis después de conclulr el estudio de un ario y fueron sacrificados 4 semanas
después para exsanguinarlos, a fin de obtener suero positivo de control que se emplearia en
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los estudios clinicos como patrones de referencia y controles para medir los anticuerpos
especificos contra el VPH. Para los anélisis de inmunogenicidad, se obtuvieron muestras de
suero de los monos a las 0, 8, 10, 14, 24, 26 y 52 semanas, Los susros se analizaron en busca
de anticuerpos especificos de cada tipo contra el VPH usando ELISA y radioinmunoanéiisis
competitivos (Ref. 4.3: 3}, Los resultados se presentan en la Sec. 2.6.3.2D. Ademas, un
subgrupo de los sueros cbtenidos a las 14 semanas de los animales que recibieron las
vacunas monovalentss se analizé para determinar si los anticuerpos generados en respuesta a
la vacuna podian neutralizar la infeccion por seudovirus (particulas parecidas a virus) in vitro.
Los anticuerpos neutralizantes inhibirfan el Ingreso de las particulas parscidas a virus en las
células C33A, segn lo indicaria la expresion de un gen indicador de la B-lactamasa (Ref. 4.3
17). Todos los animales vacunados demostraron neutralizacién del VPH especificé para cada
tipo (Sec. 2.6.3.2D).

Se obtuvo una caracteristica respuesta inqune de sensibilizacién y refuerzo, con una
elevacion de los titulos hasta 10 veces su valor inicial, cuando menos, dos semanas después
de la segunda dosis y dos semanas después de la tercera dosis, En términos generales, la
respuesta de anticuerpos desencadenada por cada vacuna monovalents contra el VPH fue
ligeraments mas Intensa que la abtenida con la vacuna tetravalente, GARDASIL® (Cuadro
28.2:2).
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Cuadro 2.6.2: 2 _
Media geométrica de los titulos (mUM/mI) en monos verdes africanos vacunados con

GARDASIL® o con particulas parecidas a virus de L1 de VPH monovalentes (de los tipos

6,11, 16 0 18) formuladas con adyuvante de aluminio

Semana 10 Semana 26 Semana 52
(2 sem post 2a. dosis) | (2 sem post 3a. dosis) (6 meses post 3a. dosis)
MGT VPH 6 ‘
GARDASIL® 55,049 146,892 ND
PPV monovalentes tipo 6 299,282 513,821 -ND
MGT VPH 11 _
GARDASIL® _ 6,867 20,199 : 854
PPV monovalentes tipo 11 83,869 83,412 2,769
MGT VPH 16 .
GARDASIL® 20,462 REEE 1,50
PPV monovalentes tipo 18 §3,862 137,144 5,750
MGT VPH 18 :
(GARDASIL® 118,662 40,230 ND
"BEV monovalentes tpo 18 | 102,175 148,083 ND
ND = no se determind

[Sec. 2.6.3.20]

En conclusion, la administracion intramuscular de tres dosis de vacuna monovalente de
particulas parecidas a virus de L1 del VPH con adyuvante de aluminio, o de GARDASIL®
formulado con adyuvante de aluminio, fue bien tolerada en monos verdes africanos, Hubo una
muerte, no asociada con la vacunacién, y no se observaron signos fisicos adversos. Se
sacrifics a diez animales y se obtuvo e! suero. Los sueros fusron positivos para los anticuerpos
contra el VPH del tipo empleado en la vacuna y se usaron como controles positivos en otros
estudios. El presente estudio demuestra la inmunogenicidad de las particulas parecidas a virus
{ de L1 monovalentas de los cuatro tipos de VPH (6, 11, 16y 18 ) por separado y en una vacuna
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tetravalente formulada, GARDASIL®, en los primates no humanos. Se generaron tftulos

elevados de anticuerpos séricos especificos por tipo para las particulas parecidas a virus de
_cada tipo de VPH, Ademds, se demostrd que el suero policlonal contsnia anticuerpos
neutralizantes especlficos contra las particulas parecidas a virus del VPM. Estos datos
- respaldan la hipétesis de que GARDASIL® generard proteccién contra la Infeceidn por VPH

madiante inmunidad humoral en los estudios clinicos en seres humaros,

215 Quinto estudio de inmunogenicidad en primates no humanos: monos
rhesus .

Se administrd por inyeccion intramuscular fa vacuna tetravalente contra el virus del papiloma
humano (de particulas parecidas a virus recombinantes de YPH de los tipos 6, 11, 18, 18),
formulada con y sin ¢l adyuvante de aluminﬁioade Merck, & 10 monas rhesus de eritre 2 y 6 afios
de edad. Cada animal recibié tres dosis (a ias 0, 8 y 24 semanas}, y se tomaron muestras de
suero a las 0, 2, 4, 8, 10, 12, 16, 20, 24, 26; 28 y 52 semanas. £l estudio se realizé para
evaluar la respuesta de anticuerpos a las particulas parecidas a virus de cada tipe de VPH {8,
11, 16 y 18) administradas juntas en la formulacién tetravalen'te, con y sin el adyuvants de
aluminio. El estudio no estuvo sujeto a las condiciones de busnas préacticas de laboratorio
(GLP). Los 34 monos verdes fueron albergades en saias con control ambiental. Para cada
dosis, se administraron aproximadamente 0.5 ml del material de prugba en e musculo
deltoides izquierdo o deracho da cada animal (0.5 ml por mono por dasis), La concentracion de
las particulas parecidas a virus de L1 de cada tipo de VPH administrado fue de 2 ug/dosis; asi
pues, cada dosis de vacuna tetravalente contenia un total de 8 pg (2 ug por tipo de VPH/por
dosis). ‘

Los animales se mantuvieron bajo vigilancia, y los signos fisicos relativos a la administracion
de la vacuna se observaron el dia de fa administracién y en los dias en que se registrd el peso
corporal y se tomaron muestras de suero, Para los andlisis de inmunogenicidad, se obtuvieron
muestras de suero de los monos y se analizaron en busca de anticuerpos contra el VPH

especificos de tipo usande un inmunoanalisis competitiva con Luminex ® {IALc) cuadruple (Ref.

4.3: 4). Elinmunoandlisis de VPH con Luminex® cuadruple permite la cuantificacién simultanea
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de los anticuerpos nieutralizantes contra el VPH da los tipos 6, 11, 16 y 18 en una sola muestra
de suero. El anélisis emplea particulas parecidas a virus (PPV) derivadas de levadura que se
acoplarcn con cuatro tipos distintos de microssferas fluorescentes de Luminex® (las cuales se
Identifican por sus propledades fluorescentes particutares). Los titulos de anticuerpos se
determinaron en un formato competitivo, donde los anticuerpos monoclonales neutralizantes
conocidos especificos de cada tipo, marcados con ficoeritrina (FE), competian por unirse a los
epltopos neutralizantes de las particulas parecidas a virus, sensibles a la conformacién. Para
cada serotipo, Ia inhibicién relativa de la unién de los anticuerpos monoclonales ss comparg
con un suero estandar de referencla, usando una curva logfstica de cuatro parametros. El
suero de referencia era suero obtenido de varios menos verdes africanos (inmunizados con
particulas parecidas a virus del VPH de los tipos 6, 11, 16 0 18 ) que se acumulé yalcualsale
asignaron valores arbitrarios, expresados en.miliunidades Merck (mUM) por miflliro, Los datos,
en unidades medianas de Intensidad de la fluorescencia, se procesaron mediante el programa
de computadora StatlIA y se expresan enmUM/mi. Ademas, se aplicd la plataforma de

Lumi_nlax® de manera no-competitiva para evaluar I 1gG especifica tolal contra las particulas
parecidas a virus en el suero y el perfll de isotipos especificos contra las PPV,

Se obtuvo una respuesta caracteristica de sensibilizacion y refuerzo, con una elevacion de los
titulos hasta 10 veces su valor inicial, cuando menos, dos semanas después de cada
Inmunizacién (Sec. 2.6.3.2E). En términos generales, la respuesta de anticuerpos
neutralizantes especificos contra las PPV del VPH desencadenada por la vacuna tetravalente
de particulas parecidas a virus de L1 de VPH formulada con adyuvante de aluminio fus més
intensa que la provocada por la vacuna tetravalente formulada sin adyuvante (Cuadro 2.6.2: 3).
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Media geométrica de los titulos de anticuerpos contra e VPH, medidos por IALc dos
semanas y seis meses después de la tercera dosis de vacuna tetravalente.de PPV de L1

del VPH, con Y sin adyuvante de aluminio

Media geométfica de los titulos de anticuerpos contra ef VPH, medidos por |
lALc
YPH 6 VPH 11 VPH 16 VPH 18
Sem 26 | Sem 52 [ Sem 26 | Sem 52 Sem26 | Sem 52 | Sem 28 Sem 52
Tetravalente e
con adyuvante | 095 | 472 6,654 . | 469 17871 (3416|5978 |69
Tetravalente -
sin adyuvante 309 110 361 89 3,702 537 892 34
[Sec. 2.6.3.2E]

En general, las respuestas de I9G a las particulas parecidas a virus de los cuatro tipos de VPH

en la vacuna tetravalenie fueron similares para todos los tipos. Los resuttados se presentan en
la Sec. 2.6.3.2E; en cambio, Jos resultados de las medias geométricas de Jos titulos de IgG

total dos semanas y seis meses después de la tercera dosis se resumen en el Cuadro 2.6.2: 4,
Es evidente que Ia formulacion de la vacuna que contiens adyuvante de aluminio de Merck

indujo una respuesta considerablemente mas intensa de |

particulas parecidas a virus,

Cuadro 2.6.2: 4

gG fotal especifica para Ias

Media geométrica de los titulos de IgG total en la dilucidn def punte final,
2 semanas y 6 meses después de la tercera dosis

Media geométrica de los tituios de anticuerpos contra el VPH, medidos por lALe |
VPH § VPH 11 VPH 16 VPH 18
Sem 26 | Sem 52 | Sem 26 | Sem 52 Sem 26 | Sem 52 | Sem 26 | Sem 53
Tetravalente
con 297,446 | 82,079 297,446 | 59,480 410,395 ! 82,079 | 215,583 | 113,247
adyuvante
Tetravalente ’
sin 8,623 | 4530 | 8623 3,283 | 31,250 | 3283 4,530 1,250
adyuvante [
[Sec. 2.6.3.2E)
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La vacuna tetravalente contra el VPH que contiene ef adyuvante de aluminio induce titulos mas
altos de los isotipos de los anticuerpos especificos contra las PPV, IgG1, IgG4, IgA e IgM, en
comparacién con la vacuna tetravalente formulada sin adyuvante (Sec. 2.6.3.2E) {Cuadro
2.6.2:5).

Cuadro 2.6.2: 5

MerckSharn & Jome

Media geométrica de los titulos en la dilucién del punto final ~

Perfil de los 13otipos 2 semanas y 6 meses después de la tercera dosis

{Argentina) e,
Josd nerone

Apdaeracio
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Medla geométirica de los titulos de anticuerpos lgG1 contra el VPH
VPH 6 VPH 11 VPH 16 , VPH 18
Sem26 | Sem52 | Sem 26 s;'é“ Sem 26 | Sem 52 | Semn 28 S;g‘
Tetravalente _
con 478 45 1,250 €0 857 | 95 476 g5
adyuvante '
Tetravalents - ;
sin adyuvante 36 8 36 4 a2 9 14 2
Media gaometrica de los titulos de antlcuerpos lgGd contra ol VPH
VPH 6 YPH 11 VPH 16 VPH 18
Sem26 | Sem52 | Sem2 | er' | Sem25 | Sem52 | Som 28 Sem
Tetravalente ' '
- con 906 3 906 3 1,260 14 476 10
adyuvantes
Tetravalente
sin adyuvants 23 ] 23 _ _1 50 1 12 ) 1
Media geométrica de los titulos de anticuerpos IgA contra el VPH
VPH 6 VYBH 11 - YPH 16 VPH 18
Sem26 | Sem52 | Sem26 | o' | Sem26 | Sem52 | Som26 S
Tefravalente ‘
_ con 113,247 | 11,808 | 113,247 | 3,283 | 113,247 11,898 | 43,117 | 6,250
adyuvante
Tetravalente
sin adyuvante 6,250 345 8,623 181 6,250 657 3,283 85
Media geométrica de los titulos de anticuerpos IgM contra el VPH
VYPH 6 VPH 11 VPH 16 VPH 18
Sem26 | Semb52 | Sem 26 5595“ Sem26 | Sem52 | Sem 26 Sg;’
Tetravalente
con 476 50 114 19 906 95 3 52
adyuvante
Tetravaiente
sin adyuvante 44 19 23 10 a2 4 8 2
(Sec. 2.6.3.2E]
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En conclusion, la inmunizacion con la vacuna tetravalente de particulas parecidas a virus de L1
contra el VPH indujo una vigorosa respuesta inmune serolégica especifica contra las PPV del
VPH. Los titulos de los anticuerpos especificos se incrementaron considerablemente al
emplear la vacuna tetravalente formulada con el adyuvante de aluminio de Merck, en
comparacion con la vacuna tetravalente formulada sin adyuvante. Se examinaron los perfiles
de los anticuerpos totales y los isotipos generados por la administracién de Ia vacuna
tetravalente. Esta induce titulos elevados de "1gG total, ademds de concentraciones
significativas de IgA y concentraciones mensurables dea IgM, IgG1 e 1gG4 (Ref. 4.3: 18), La IgA
es un importante isotipo de los anticuerpos que estd presente en las secreciones
cervicouterinas, ubicacion de las infecciones por el VPH de los tipos 6, 11, 16 y 18, ademas de
la 19G (Ref. 4.3: 8). La vacuna fue bien tolerada, y no se observaron efectos adversos.

PARTE C

1 Sintesis de los Estudios Toxicdlégicos

Los estudios no ctinicos de toxicologia que respaidan la seguridad de GARDASIL® (L
000931225 o L-831225), también conocido como vacuna recombinante contra &l virus del
papiloma humano (tipos 8, 11, 18, 18), fueron un estudio de toxicidad de dosis Unica en
rafones, un estudlo de toxicidad de dosis nica en ratas, un estudio de toxicidad da dosie
repetidas en ratones, un estudio de toxicidad reproductiva y del desarrolio en ratas y un estudio
do tolerancia local en conejos (Sac. 2.8.7.1). Los ¢inco estudios de toxicologla se realizaron en
candiciones de buenas practicas de laboratorlo (GLP}, y cumplen con las racomendaciones de
la EMEA {Agencia Europea para la Evaluacion de Productos Medicinales), de fa OMS
{Organizacién Mundial de la Salud) y del Centro para Evaluacién e Investigacién sobre
Bloldgicos, de la Administracion de Alimentos y Madicamentos de Estades Unidos
(CBER/FDA, por sus siglas en inglés) (Ref. 4.3: 1, 2, 15), Ademas, se realizaron dos estudios
exploratorios de inmunogenicidad en ratas, no sujetos a fas buenas practicas de laboratorio (no
GLP) (Sec. 2.6.7.1). |

La toxicidad de las dosis (nicas de GARDASIL® se evalud en dos estudios en ratones y ratas,
en condiciones de buenas practicas de laboratorio (GLP), (Sec. 2.6.7.3). La dosis administrada
representa un maltiplo de aproximadamente 1200 veces en los ratones y 300 veces en las

ratas, suponiendo un peso corporal de los seres humanos de 75 kg. La vacuna fue bien
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tolerada y no hubo efectos relacionados con el tratamiento sobre mortalidad, signos fisicos ni
cambios en ef peso corporal durante un periodo de observacion de 14 dias.

La toxicidad de las dosis repetidas de GARDASIL® se gvalud en un estudio en ratones en
condiciones de buenas précticas de laboralorio (GLP). La vacuna se administrd como un
esquema de 1 0 3 dosis a lo largo de aproximadamente 10 semanas; cada dosis correspondié
aproximadamente a 1,450 veces la dosis para humanos en proporcion ai peso corporal. No
hubo hallazgos premértem relacionados con el tratamiento. Se observé hiperplasia relacionada
con el tratamiento en los ganglios linfaticos fliacos e inguihales, e inflamacién muscular
relacionada con el tratamiento en los sitios de inyeceién. Sin embarge, no hubo un aumento
relacionado con el tratamiento en el dafio global en los sitios de inyeceisn, en comparacion con
un control que recibié el adyuvanle de aluminio como placebo. Estas observaciones son de
esperarse con una vacuna, e indican una respussta inmune activa. No hubo Indicios de
toxicidad sistémica induclda por el aluminio en los animales de! citado éstudio (Ref. 4.3: 14),

La toxicidad reproductiva y de! desarrolio de GARDASIL® se evalué en un estudio con buenas
practicas de laboratorio (GLF) en ratas hembra. El estudio de toxicidad reproductiva y del
desarrallo fue una parte importants de la evaluacién global no clinica de seguridad para esta
vacuna, ya que su uso esta indicado en mujeres en edad reproductiva. El disefio del estudio
fue acorde & las directrices del CBER/FDA y de la Comisién Intemacional de Ammonizacion, o
ICH (Ref. 4.3: 15, 16). Se administrd a las ratas &l equivalents a una dosls para humanos
completa de GARDASILS, lo cual represenia un miltiplo de aproximadamente 300 veces, en
proporcién al peso corporal. La vacuna se administrd durante. la gestacion y la lactancia y, en
un grupo de ratas, también se administré la vacuna dos veces antes del aparsamiento. En las
ratas hembra Fo, no hubo efectos relacionados con el tratamlento sobre mortalidad, slgnos
fisicos, aumento del peso corporal medio o consumo de alimento durante el estudio (periodo
previo al apareamiento, gestacion y lactancia), ni se observaron cambios macrosedpicos
relacionados con el tratamiento en la autopsia, GAHDASIL® no mostré indicio alguno de
toxicidad del desarrollo, evaluada con base en la supervivencia embrionaria y fetal, el peso
corporal fetal y la morfologia externa, visceral, coronal y esquelética de los fetos. Asimismo, no
hubo efecto alguno relacionado con el tratamiento sobre los signos del desarrolio, la conducta,
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el desempefio reproductivo o la fertilidad de las crias. Los anticuerpos contra los cuatro tipos
de VPH se transfirieron a las crias durante la gestacion y, posiblemente, durante la factancia.

Los anticuerpos transferidos de manera pasiva persistian hasta el dia 77 de vida extrauterina,
cuando se les midio por Gltima vez,

La tolerancia local a GARDASIL® se evalué en un estudio en condiciones de buenas précticas
de laboratdrio mediante administracion intramuscular de la vacuna en conejos (Sec. 2.6.7.6).
Se administrd el equivalente a una dosis para humanos completa, lo cual representa un
milltiplo de hasta 40 veces en proporcion al peso corporal con respecto a [a dosis propuesta
para humanos. La vacuna fue generalmente bien tolerada, sin efectos relacionados con el
fratamlento sobre montalidad, signos fisicos o peso corporal a lo largo. de un periodo de
observacién de 14 dfas. La intensidad de la reaccion histopatotogica local fue de muy ligera a
ligera, y se asemejo estrechamente a la q'ué causs el placebo de adyuvante de aluminio del
grupo control,

Otros estudios de toxicidad de GARDASIL® fueron dos estudios exploratorios de
inmunogenicidad en ratas (Sec. 2.6.7.7), no sujetos a las buenas practicas de laboratorio. E!
objetivo de dichos estudios fue confirmar que GARDASIL® indugiria una respuesta inmune en
el modelo animal empleado para las pruebas ds toxicologia repreductiva y del desarrallo. En
ambos estudios exploratorios, se demostré que la vacuna fue inmunogénica en las ratas, y se
observd una respuesta de anticuerpos anti-VPH contra cada tipo de VPH presente en la
vacuna. Estos resultados demuestran que la rata es un madelo animal apropiado para
investigar los posibles efectos toxicos relacionados con la administracién de GARDASIL®,

2. Toxicidad de las dosis Unicas

La toxicidad de las dosis Unicas de GARDASIL® se evalud en un estudio en condiciones de
buenas précticas de laboratorio (GLP) en ratones CD1 y un estudio GLP en ratas Sprague-
Dawley. Ademas, un estudio de toxicidad de dosis (nicas de GARDASIL® en ratones BALB/c,
el cual incluyé una evaluacion completa en la autopsié, se analizé dentro de un estudio de
loxicidad de las dosis repetidas (Sec. 2.6.7.4).
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2.1 Estudio de toxicidad de las dosis (inicas en ratones

Diez ratones CD-1 (5 de cada sexo) recibieron una dosis intramuscular dnica de 0.1 mk (0.05
ml por cuadriceps) de GARDASIL®, a una concentracién de 160/160/30/160 ng/ml de PPV del
VPH de los tipos 6, 11, 16 y 18 (Se. 2.8.7.2). Esto corresponda aproximadamente a un

multiplo de 1,200 veces en proporcion al peso corporal, en comparacion con la dosis para
humanos.

Los parametros premértem estudiados incluyeron observaciones diarias de mortalidad y signos
fisicos, con examenes menos detaliados durants los fines de semanas y los dias feriados. Se
midi6 el peso corporal antes de la prusba Yy una vez por semana durante el estudio. No hubo
efectos relacionados con el tratamiento sobre la mortalidad, los signos fisicos ni el peso
corporal durante un periodo de observacion de 14 dias. Asi pues, la DLso aproximada para los
ratones es »0.1 ml de esta concentracién particular de la vacuna {Sac. 2.6.7.3).

2.2 Estudio de toxicidad de las dosis tinicas en ratas

Diez ratas Sprague-Dawley (5 de cada sexo) recibieron una dosis Intramuscular dnica de 0.2
mi (0.1 m! por cuadr[ceps) de GARDASIL®, a una concentracion de 160/160/80/160 pg/ml de
PPV del VPH de los tipos 6, 11, 16 y 18 (Sec. 2,6.7.2). Esto corresponde aproximadamente a

un miliiplo de 300 veces en proporcién al peso corporal en comparacion con la dosis para
humanos.

Los parémetros premértem estudiados Incluyaron observaciones diarlas de mortalidad y signos
fislcos, con exdmenes menos detallados durante los fines de semanas y los dias ferfados. Se
midié el peso corporal antes de la prueba y una vez por semana durante el estudio. La vacuna
fue bien tolerada. No hubo efectos relacionados con el tratamiento sobre Ia mortalidad, los
signos fisicos ni el peso corporal durante un periodo de observacion de 14 dias. Asf pues, la

DLso aproximada para las ratas es 0.2 ml de esta concantracion particular de fa vacuna (Sec.
2.6.7.3).
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3. Toxicidad de las dosis repetidas

Se realizd un estudio de 10 semanas de toxicidad de las dosis repetidas en ratones BALB/c, en
condiciones de buenas practicas de laboratorio, para investigar la posible toxicidad derivada de
la administracién intramuseular tnica y repetida de GARDASIL® (Sec, 2.6.7.4).

Los ratones tratados con la vacuna (30 de cada sexo) recibieron ya fuera una o tres dosis de
GARDASIL®, a una concentracion de 160/160/80/160 pg/mt de PPV del VPH de los tipos 6, 11,
16y 18 (Sec. 2.,6.7.2). Los ratones de control (30 de cada sexo) recibieron una o tres dosis de
adyuvante de alumihio de Merck como placebo de control. Para cada dosis, se administraron
aproximadamente 50 ul de la vacuna o del placebo en los musculos cuadriceps derecho e
izquierdo de cada ratén (100 1 por ratén por dosis). En proporcion al peso corporal, la dosis
de vacuna administrada a los ratones ten'fa un 'margen de seguridad de aproximadamente
1,450 veces con relacion a la dosis propueété para seres humanos,

Todos los animales (30 ratones de cada S@X0 par grupo) racibieron ya fuera vasuna o placebo
ol dfa 1 dei estudio. Una semana después de la primera dosis (dfa 8 del estudio), se desangré
a 15 ratones de cada sexo por drupo para hacer estudios de hematologfa (7 ratones de cada
§€x0 por grupo) ¥ de biogulmica sérica (8 ratones de cada sexo por grupo), y a continuacién se
les practicé la autopsia ("autopsias intermedias"), Los animales restantes (15 ratones de cada
8€X0 por grupo) recibieron la vacuna o g placebo los dias 29 y 57 del estudio, para un total de
tres dosis por cada animal. EI dia 84 e estudio, los 15 ratones de cada sexo restantes nor
grupo fusron desangrados para hacer estudios de hematclogfa (7 ratones de cada sexo por
grupo) y de bioguimica sérica (8 ratones de cada Sex0 por grupo), y a continuacién se las
practicd la autopsla ("autopsias finales"). '

Los animales se sometieron a observaciones diarias de mortalidad y signos fisicos, con
examenes menos detallados durante los fines de semanas. Se registré el peso corporal antes
de la prueba y una vez por semana durante el estudio. El consumo de alimento se midio una
Vez por semana durante un lapso de tres dfas. Todos los ratones fueron anestesiados y
sacrificados por exsanguinacién antes de realizar la autopsia. Se efectué una autopsia
completa a todos los ani ales, que incluyé el examen y la toma de/huestras de una extensa
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lista de tejidos. Se registraron el peso corporal finat y el peso de los siguientes organos de
todos los animales sacrificados durante las autopsias prbgramadas: cerebro,-corazdn, rifiones,
higado, bazo y testiculos, Después de fjar y procesar los tejidos de manera convencional, los
cortes de diversos tejidos de los animales de control Y vacunados con dosis altas se tifieron
con hematoxilina y eosina y se examinaron bajo el microscopio. Ademas, a discrecién del

patblogo, los tejidos con cambios macroscopicos se procesaron de igual manera, sa tifieron y
se examinaron al microscopio,

Todos los animales sobrevivieron hasta las autopsias programadas. No hubo cambios
relacionados con el tratamiento en signos fisicos, aumento de peso corporal, consumo ds
alimento, citologia hemética o andlisis bioguimicos del suero. No hubo cambios relacionados
con el tratamiento en el paso de los 6rganos. Macroscdpicaments, hubo un aumento de
volumen de los ganglios linfaticos iliacos relacionado con el tratamiento, lanto en las autopsias
intermedias como en las finales. Se observgron cambios microscdpicos relacionados can af
tratamiento en los ganglios linfaticos y en los mascuios del sitic de inyeceidn, como se
menciona en el Cuadro 2.6.6: 1,
Cuadro 2.6.6: 1
Cambios histomerfolégicos observados en un estudio de toxicidad da las dosis

repetidas en ratones
Incldencia, n = 15
(Estudio nimero TT # 01-026-0)

Hembras Machos
Control  con | GARDASIL® Control  con | GARDASIL® -
adyuvante Vacuna adyuvanls Vacuna
como placeho tetravalente contra como placebo tetravalente conlra
VPH6, 11,15 v 18 P VPH S, 11,16y 18
Ganglios linfaticos fliacos
Hiperplasia
Autopsias intermedias i 158 0 142
Autopslas finales 1 154 0 15
Gangfios finfaticos Inguinales
Hiperplasia :
Autopsias intermedias 2 12 1 ga
Autopsias finales 0 ga : 0 g2
Sitio de inyeceion
Inflamacidn mixta
Autopsias intermedias 15 152 15 - 13
Alrtopsias finales 15 154 15 162

2 Cambio relacionado 4on 8l fratamiento, basado en Ia incidencia, la intensidad ;hmbas.
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(Sec. 2.6.7.4)

La hiperplasia de los ganglios linfaticos iliacos e inguinales relacionada con ef fratamiento, en
los animales que recibieron la vacuna contra el VPH, fue muy ligera o figera, y se observé tanto
en las autopsias intermedias como en las finales. Se caracterizé por la presencia de foliculos
corticales con centros germinales prominentes, y & menudo por cordones medulares
engrosados e hipercelulares.

Como se indica en ef Cuadro 2.6.6: 1, se presentd inflamacion en ol musculo de los sitios de
Inyeceion en casi todos los animales del estudio. Sin embargo, la intensidad de Ja inflamacién
fue mayor, al momento de la autopsia intermedia, en las hembras que recibieron la vacuna, y
tanto en hembras como en machos al momento de la autopsia final, en comparacion con los
animales de control, qué recibieron ef adyuvante de aluminio como placebo. En los controles,
la inflamacion fue muy figera o ligera, excéptb. 8N un animal en la autopsia final, en | Gue fue
moderada. En las hembras que recibieron la vacuna, al momento de las autopsias intermediag,
Y en los animales de ambos sexos que recibieron la vacune, en lag =autopsias finales, la
intensidad de la inflamacion muscular en los sitios de Inyeecion fus ligera o moderada, En las
autopsias intermedias, tanto an los animales da control como en los vacunados, la inflamacién
muscular en los sitios de inyeceion consistié en céluias inflamatorias mixtas, principalments
macréfagos y meutrofilos, Estas celulas rodeaban la sustancia inyectada, la cual tenfa ol
aspecto de una masa de materia| granuloso eosinofilico, En |ag autopsias finales, tanto en log
animales de control como en los vacunados se encontraron zonas de inflamacién en of
musculo da los sitios de inyeccidn, que fueren histolégicaments similares & las observadas en
los animales en las autopsias intermedies. Dichos focos quiza representaban Jag Inyecciones
ma&s recientes. Ademés, habia ofros focos en el musculo, en los cuales todo el material
inyectado habia sido fagocitado por los Mmacrofagos. Estos focos consistian de manera casi
exclusiva en macrdfagos grandes con material granuloso en su interior. Dichas 4reas quiza
representaban los sitios de lag Primeras inyecciones. Pese a la intensidad ligeramente mayor
de la infiltracion celutar en af mUsculo de algunos de los animales que recibieron lg vacuna, el
dafio global en los sitios de inyeccién no fue mayor en estos animales que en los controles,
Tanto en los controles como en los ratones vacunados, tanto en las autopsias intermediag
- como en las finales, ¢ dario global fue muy ligero o ligero,
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Aparte de los cambios observados en los sitios de inyeccién y sus zonas circundantes, o en los

ganglios linfaticos regionales, no hubo cambios histoldgicos significativos en ninguno de los

tejidos examinados de los animales del presente estudio. Esto se refiere tanto a las autopsias

intermedias como a las finales y a los grupos con la vacuna como a los de control, todos Jos

cuales recibieron el adyuvante de aluminio. Asi pues, no hay indicio alguno de toxicidad

sistémica inducida por el adyuvante de aluminio {en particular, ningln indicio de toxicidad para
el encéfalo o la médula espinal) en los animales dei estudio (Ref. 4.3: 14). |

En conclusién, la administracién intramuscular de 1 0 3 dosis (con un intervalo de 4 semanas)
de GARDASIL® en ratones BALB/c fue buen tolerada a lo largo de 8 dias (dosis Unica,
sacrificio intermedio) o 64 dfas (3 dosis, sacrificio terminal) de duracion del estudio, No hubo
muertes ni cambios relacionados con el tratamiento en signos fisicos, aumento de peso
corporal, consumo de alimento, citologia he;nética o analisis bioquimicos del suero. No hubo
cambios relacionados con el tratamiento en &l peso de los drganos. Tanto en las autopsias
intermedias como en las finales se observd un aumento de volumen relacionada con el
- tratamiento en los ganglios linfiticos iliacos. Microscopicamente, se descubrié hiperplasia
relacionada con el tratamiento en los gangiibs linféticos liacos e inguinales, tanto en las
autopsias intermedias como en las finales. Ademés, se observo inflamacién relacionada con el
iratamiento en el mlsculo de los sitios de inyeccidn en las autopsias en ambos puntos; sin
embargo, no hubo un mayor dafio refacionado con el tratamiento en comparacién con el grupo
de control, que recibié adyuvante de aluminio como placebo.

4.  Genotoxicidad

No se evalud el potencial niulagénico 0 de toxicidad genética de GARDASIL®, Segin la “Nota
sobre directrices relativas a las pruebas farmacolgicas y toxicolégicas preclinicas de las
vacunas” (CPMP/SWP/465/95) de la EMEA (Ref. 4.3: 1) y las “Directrices sobre la evaluacién -

no clinica de las vacunas”, de la OMS (Ref. 4.3: 2), generalmente no se requieren estudios de
genotoxicidad para las vacunas.

5. Carcinogenicidad
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No se evalué el potencial’ oncogénico o carcinogénico de GARDASIL®. Segtin la “Nota sobre
diractrices relativas a las pruebas-farmacolégicas y toxicolégicas preciinicaé de las vacunas’
(CPMP/SWP/465/95) de la EMEA (Ref, 4.3:71) y las “Directrices sobre la evaluacién no clinica

de las vacunas”, de la OMS (Ref. 4.3: 2), generalmente no se requieren estudios de
carcinogenicidad para las vacunas.

6  Toxicidad reproductiva y del desarrollo
6.1 Fertilidad y desarrolio embrionario temprano
El efecto de GARDASIL® sobre la fertilidad y of desarrollo embrionario se evalud en un estudio

que se describe en la proxima seccién, bajo “Desarrollo embrionario y fetal” (Sec. 2.6.6.6.2). ;

6.2 Desarrollo embrionario y fetal

Ei efecto de GARDASIL® sobre ef desarroflo embrionario y fetal se evalud en un estudio con
buenas précticas de laboratorio (GLP) en ratas hembra. El objetivo de dicho estudio fue
evaluar los efectos potenciales de la vacuna sobre el desarrollo, el crecimiento, la conducta, el
desemperio reproductivo y a fertilidad de las crias (la generacion Fy), y medir los anticuerpos
anti-VPH en las hembras Fo y en la generacién F, despuss de la administracin Intramuscular
a ratas hembra Fo ya expuestas a la vacuna (se administré la vacuna cinco y dos semanas
antes del aparsarniento y los dias 6° de la gestacion y 7° de la lactancia) y a ratas hembra Fy
inmunoldgicamente *virgenes”, es declr, no expuestas a la vacuna (50 adrninistrd fa vacuna los
das 6° de la gestacién y 7° de Ja lactancia). El estudio se diserié da conformidad con ef 5
borrador de las dirsctrices "Consideraciones sobre los estudios de toxicidad reproductiva para
las vacunas preventivas indicadas contra las enfermedades infecciosas”, del Centro para
Evaluacion e Investigacion sobre Biologicos, de la Administracien de Alimentos v
Medicamentos de Estados Unidos (CBER/FDA, por sus siglas en inglés) (Ref. 4.3; 15),

Un grupo de 65 ratas hembra recibio GARDASIL® los dias 8° de Ia gestacién y 7° de la
lactancia (grupo 1 con vacuna). Tres grupos, cada uno de 65 ratas, recibieron GARDASIL®
{grupo 2 con vacuna), solucién salina amortiguada con fosfato (grupo de control 1) o una
formulacién de adyuvante de aluminio de Merck de control como placebo (grupa de control 2)

cinco semanas y dos semanas antes de aparearse, el 6° dia de la gestacion y el 7° dia de la
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lactancia. Para cada dosis, se administrd aproximadamente 250 ! del material de prueba o de
control en los musculos cuadriceps derecho e izquierdo de cada rata (500 ;.LI por rata por
dosis). Cada grupo de 65 hembras incluy¢ a seis hembras adicionales, que se usaron a fin de
contar con 44 hembras apareadas y 15 hembras para la obtencion de muestras de sangre. La
formulacion de la vacuna contenia 40/80/80/40 yg/mi de PPV del VPH de los tipos 8, 11,16y
18 (Sec. 2.6.7.2). Asf pues, con base en el peso corporal, la dosis de vacuna administrada a

las ratas tenia un margen de seguridad de aproximadamente 300 veces con respecto a la
dosis proyectada para seres humanos,

Los animales fueron observados diariamente por posibles muertes. Se observaron los signos
fisicos una vez por semana durante los periodos previo al apareamiento y de cohabitacién, el
dia 0 de la gestacién, y diariamente desds el 6° dfa de la gestacion hasta el sacrificio. Se hizo
una observacion adicional entre 1y 5 horas después de la administracién de las sustancias del
estudio. Se registré el peso corporal una yez por semana durante el periodo previo al
apareamiento; los dias 0, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20 y 21 de la gestacién {y también 22 y 24,
cuando fue necesario); y los dias 0, 3, 7, 10, 14, 17 y 21 de la lactancia. Se midié el consumo
de alimento en los siguientes intervalos: dias 3-5, 6-8, 10-12, 14-16 y 18-20 de la gestacién, y
dlas 1-5 y 8-12 de la lactancta. Se realizé una exploracion oftaimica en todos los animales una

vez antes del tratamiento, a fin de excluir a aquellos animales con posibles anomalias
 hereditarias.

Veintidos hembras por grupo, elegidas para cesarea, fueron sacrificadas en forma indolora
mediante asfixia con CO; el dia 21 de la gestacion. El Utero de cada hembra se examind para
determinar el estado de la gestacion y se contaron los cuerpos liteos. En todas las hembras
sujetas a cesérea se realizd una exploracién macroscopica de las visceras tordcicas y
abdominales. Se registré la ubicacion y ef nimero de implantaciones y cada una se clasifica
como feto vivo, felo muerto o resorcion. Todos los fetos fueron pesados y examinados
extemnamente, y se examinaron las placentas en busca de anomalias macroscépicas. Todos
- los fe_tos fueron sacrificados mediante administracion oral de pentobarbital sodico. La mitad de

los fetos de cada camada fueron examinados en busca de anomalias viscerales por diseccion
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en fresco, que incluyé cortes coronales libres de la cabeza fijada con medio de Bouin. Se
examind a todos los fetos en busca de alteraciones esqueléticas.

Veintidés hembras por grupo, elegidas para dar a luz de manera natural, fueron observadas en
busca de signos de trabajo de parto desde el dfa 21 de la gestacién hasta el final del parto, Las
crfas Fy se contaron y examinaron en busca de anomalias extemnas; se les pesd, se determind
su sexo y se les identificd mediante tatuajes en el extremo de la pata el dfa del nacimiento (dia
posnatal 0). Ef dia posnatal 3, se determiné el sexo de las camadas y se les redujo a 4 crias
tatuadas de cada sexo (cuando fue posible); las demas crias fueron sujetas a sutanasia y
desechadas. Se registrd el peso corporal y se verific el sexo los dias posnatales 7, 14 y 21, EJ
dia posnatal 21, se separ6 de las madres a dos crias de cada sexo por camada Y e les
albergd por pares de cada sexo, en tanto que las crias restantes fueron sacrificadas y
desechadas. Todas las hembras Fo fueron sometidas a un examen macroscopico de las
visceras toracicas y abdominales; se revisd elwtjtero de todas ellas en términos de una posible
gestaci6n y para contar las glandulas metriales, si las habfa.

Para los andlisis de inmunogenicidad, se tomaron muestras del seno orbitario de 15 ratas
hembra Fo de cada grupo, sin ayuno, el dia previo a la adminigtracion de la dosis de 5
semanas antes del apareamiento y el primer dia de la cohabitacién, El dia 21 da la gestacion,
se obtuvieron muestras de la vena cava Inferfor de estas mismas hembras, Ademas, se
tomaron muestras de sangre fetal de 10 de estas hembras por grupo. La sangre fetal se obtuve
de los vasos umbilicales cortades y subsecuentemente se acumuld por camada,

Los animales Fy seleccionados para después del destete se identificaron con microchips
implantados y se sometieron a observaciones de mortalidad diarias y de signos fisicos dos
veces por semana. Se registré el peso corporal una vez por semana, desde el destete hasta el
apareamiento o el final del estudio. Se realizaron chservaciones de la abertura vaginal sf dfa
posnatal 28 y en dias alternos en lo subsecuente hasta el dia posnatal 38, o hasta que se
observd y registré la abertura vaginal, La separacién dal prepucio se registrd el dia posnatal 38
y en dias alternos en lo subsecuente hasta el dia posnatal 50 o hasta que se observé la

eparacion. Se realizé una exploracion oftalmica en todos jos animales gna vez, entre los dias
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posnatales 47 y 52. En una hembra y un macho Fy de cada camada se hicieron pruebas de
evitacion pasiva entre los dias posnatales 34 y 36 y una semana después, y se sometio a los
mismos animales a pruebas de habituacion al sobresalto auditivo una vez entre los dias
posnatales 61 y 65. Otro par de animales de cada camada se sometié a pruebas de actividad
motora en campo abierto una vez entre los dias posnatales 68 y 70.

Una hembra y un macho del mismo grupo de dosis, pero de diferentes camadas, fueron
apareados durante la 122 semana posnatal, hasta un maximo de 20 noches. Las hembras Fi
que se aparearon fueron pesadas los dias 0, 6, 14 y 20 de gestacian, y después del pario
naturai el dia 0 de la lactancia. Todos los machos F; y las hembras que no se usaron para
aparearse fueron sacrificados mediante asfixia con CO: y desechados sin mas examenes
durante las semanas posnatales 15 o 18. Las hembras F1 que dieron a luz fueron sacrificadas
mediante asfixia con CO;z entre los dias 0'y 4 de la lactancia (semanas posnatales 14 a 17), y
se examiné el Utero de cada una para contar las glandulas metriales. Las crias Fy fueron
contadas y pesadas; se determinG su sexo, se les examiné en busca de malformaciones
externas y se registrd la mortalidad el dia posnatal 0. Todas las crias F; fueron sacrificadas y
desechadas sin mas examenes el dia posnatal 0.

Para los andlisis de inmunogenicidad, se obtuvieron muestras de sangre de las crias sin ayuno
el dia posnatal 21 (10 camadas y una crfa do cada saxo por camada de todos los grupos). El
dia posnatal 77, se obtuvieron muestras de sangre de 10 animales de cada sexo por grupo
(generaimente, de las mismas camadas usadas el dia posnatal '21, y animales que no estaban
empledndose para evaluar el desempeiio reproductivo). Las muestras de sangre fueron
-analizadas mediante el inmunoanalisis Luminex® cuadruple para VPH, un inmunoandlisis
competitivo que permite la cuantificacion simultanea de los anticuerpos neutralizantes contra el
VPH de los tipos 6, 11, 16 y 18 en una sola muestra de suero. Ef analisis emplea particulas
parecidas a virus (PPV) derivadas de levadura que se acoplaron con cuatro tipos distintos de
microesferas fluorescentes de Luminex® (fas cuaiesl se identifican por sus propiedades
fluorescentes particulares). Los fitulos de anticuerpos se determinaron en un formato
competitivo, donde los anticuerpos monoclonales neutralizantes conocidos especificos de cada

tipo,- marcados con ficoeritrina (FE), competian con cada muestra/de suero de las ratas por
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