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ldentity of neuraminidase (Specification:

Positive for B strain)

Method ELISA
Date of test October 26, 2010
Result Positive for B strain
NI titre
Antiscrum
Antigen [ACHIND)] [A(HIN2)] [B]
Anti-NT NA Anti-N2 NA Anti-B NA
ACalomi 72000 10118 | A/Perth/] 6/2000 10/182 BBrishane/602008 10¥146
NYMC BX-35

Working seed Lot 24 15 713

WS8-093-01 dil. (107) 10

Identity of haemagpglutinin (Specification: Positive for B strain)

Method Haemagglutination - inhibition (est
Date of test October 26, 2010
Result Positive for B strain
HI titre
Antiserum
Antigen [A(HINT)] [A(HIN2)] [B]
X-181/10/118 X-187/10/182 BX-35/10/146
NYMC BX-35
Working seed Lot 20 20 640
{ WS-093-01 dil. (10°%) 10°¢
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MONOVALENT POOLED HARVEST LOT 112410

Production details of monovalent pooled harvest

Name and address of manufacturer Novartis Vaccines and Diagnostics S
Via Fiorentina, 1 - Siena (Italy}

B virus strain NYMC BX-335 (B/ Brisbane/60/2008 - like virus)
Working seed lot used in manufactyre WS-093-01 dil, (10" 10

Date of inoculation:

Monovalent lot 385/10 December 16, 2010
Monovalent lof:  386/10 December 17. 2010
Monovalent lot ;  387/10 December 18, 2010
Added antibiotics Kanamycin sulphate and neomycin sulphate

Date of harvesting:

Monovalent lot :  385/10 December 20, 2010
Monovalent lot :  386/10 December 21, 2010
Monovalent lot:  387/10 December 22, 2010

Method of inactivation Treatment with formaldehyde

Date of inactivation:

Monovalent lot :  385/10 December 20, 2010
Monovalent lot :  386/10 December 21, 2010
Monovalent lot :  387/10 December 22, 2010
Concentration/purification procedure Continous zonal centrifugation in sucrose gradient,

adsorption with barium suiphate and elution with
sodium citrate solution
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Date of pooling of’l.ﬁouovalem lots December 24, 26 10

Method of disruption Treatment with Tween 80 and CTAB

Date of disruption December 27,2010

Date of sterile 0.2 um finaj filtration January 03, 2011

Volume of monovalent pooled harvest 61,731 mL

Storage conditions of monovalent pooled harvest 2 - §oC

Tests on monovalent pooled harvest

Identity of neuraminidase (Specification: Positive for B strain)

Method ELISA

Date of test ' January 10, 2011

Resujt Positive for B strain
Identity of haemagglutinin (Specification: Positive for B strain)

Method SRID

Date of test January 13, 2011

Result Positive for B strain

Purity (Specification: Evidence of HA bands and absence or traces of NP and M components)

Method SDS-PAGE, reducing conditions
Date of test January 12, 2011
Result Evidence of HA bands and absence or fraces of

NP and M components

Residual CTAB (Specification: < 12 meg/60 meg HA)

Method Colorimetric
Date of test ‘ January 10, 2011
Result < 3 meg/60 meg HA
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Residual barium (Specification: < 1 meg/mlL.)

Method A. A. Spectrophotometry
Date of'test January 07, 2011
Result <1 meg/ml.

Residual sodium citrate (Specification: < 1 mg/60 meg HA)

Method HPLC
Date of test January 11, 2011
Result < (.02 mg/60 meg HA

Residual Tween 80 (Specification: < 300 meg/mL)

Method HPTLC

Date of test January 11, 2011t

Result 7 - <300 meg/mL
Residual ovajbumin (Specification: Report result)

Method ELISA

Date of test January 10, 2011

Result 0.09 meg/60 mcg HA

Residual formaldehyde (Specification: < 1 meg/60 meg HA)

Method Colorimetric
Date of test January 10, 2011
Result 0.2 meg/60 meg HA

Sterility test (Specification; Sterile)

Method Eur, Ph., membrane filtration
Media FTM and SCDM

Volume tested 30 ml.

Date of test Jan, 03 ~ Jan, 17.20) 1
Resuit Sterile

Argenﬂn S.A
or, Lugio Jaroncic
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Test for inactivation (Specification: Absence of live virus)

Method Hemagglutination
Date of test January 07, 2011
Result

Absence of live virus

Endotoxin content (Specitication: < 100 [U/60 mcg HA)

Method LLAL test
- Date of test January 11,2011
Result

< 11U/60 meg HA
Haemagglutinin antigen content (Specification: Report result)

Method SRID
Date of test Janvary 10, 2011
Result 224 meg HA/ml,
)
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SUMMARY PROTOCOL FOR PRODUCTION AND TESTING
OF INFLUENZA VACCINE (SUB - UNIT)

NYMC BX-35 MONOVALENT POOLED HARVEST
Lot 1130/10

Summary
Page
- Seed virus:
General information on seed virus 37
Tests on master seed 38
Tests on working secd 38
- Monovalent pooled harvest lot 1130/10:
Production details of monovalent pooled harvest 40
Tests on'monovalent pooled harvest 4]
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SEED VIRUS

Gencral information on seed virus

Name and address of manufacturer

B virus strain
Primary seed lot

Source of primary seed

Date of receipt of primary seed

Number of passage of primary seed on receipt
Comment

Storage conditions of primary seed

Master seed lot

Date of manufacture of master seed

Number of passages from primary seed to master seed
Storage conditions of master sced

Working seed lot

Date of manufacture of working seed

Number of passages from master.seed to working seed
Added antibiotics

Storage conditions of working seed

Lot 116321
Page 37 of 51
Prot. 1026711

Novartis Vaccines and Diagnostics Srl
Via Fiorentina, 1 - Siena (Italy)

NYMC BX-35 (B/ Btisbane/60/2008 - like virus)
ES873

New York Medical College
Valhalla, New York, USA

January 27, 2010

9

None

-80 £ 10°C

MS-093 dil. (10®) 10

October 01, 2010

o

~ 80 1 10°C

WS-093-01 dil. (10*%) 10

October 05, 2010

|

Kanamyein sulphate and neomyein sulphate

- 80 £ [0°C
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Tests on master seed
Sterility test (Specification: Sterile)

Method
Media
Volume tested
Date of test
Result

Tests on working seed
Sterility test (Specification: Sterile)

Method
Media
Volume tested
Date of test
Result

Test for mycoplasma (Specification: Sterile)

Method
Media
Volume tested
Date of test
Result

Infectivity titre (Specification: > 10 ** EIDsymL)
Method

[Date of test
Resull

\
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Eur. Ph., direct inoculation
FTM and SCDM

20 mL

Oct. 04 ~ Oct.18. 2010

Sterile

Eur, Ph., direct inoculation
FT™M and SCDM

20 ml.

Oct. 06 — Oct,20, 2010

Sterile

Eur. Ph,

Basic agar / broth and modified 1699 plus agar / broth
8.7 mL

Oct. [T~ Nov. 08, 2010

Sterile

HA titration
October 11, 2010
5x 10 ¥ EIDs/mlL
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ldentity of neuraminidase (Specification: Positive (or B strain)

Method ELISA
Date of test Qctober 26. 2010
Result

Positive for B strain

NI titre
Antiserum
Antigen [A(HIND)] [A(H3N2}] [B]
: Anti-N| NA Anti-N2 NA Anti-B NA
ACalifomia72000 10/118 | A/Pertv'I 6/2009 10/182 | BBridene602008 10¥146
NYMC BX.33
Working seed Lot 24 [5 713

WS-093-01 dil. (10°%) 10

Identity of haemagglutinin (Specification: Positive for B strain)

Method Haemagglutination - inhibition test
Date of test October 26, 2010

Result Positive {or 3 strain
HI titre
Antiserum
Antigen [A(HIND] [A(HIN2)} [B]
' X-181/16/118 X-187/10/182 BX-35/10/146
NYMC BX-35
Working seed Lot 20 20 640
WS-093-01 dil. (10" 10
dis A o
NE Jeton
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MONOVALENT POOLED HARVEST LOT 1130/10

Production details of monavalent pooled harvest

-~ Name and address of manufacturer Novartis Vaccines and Diagnostics Syl
Via Fiorentina, 1 - Siena (Italy)

B virus strain ' NYMC BX-35 (B/ Brisbane/60/2008 - like virus)
Working seed lot used in manufacture WS8-093-01 dil, {1 0'5,) 107

Date of inoculation:

Menovalent lot:  399/10 December 30, 2010
Monovalent lot : 400710 December 31, 2010
Monovalent lot:  401/10 January 01, 2011
Added antibiotics Kanamycin sulphate and neomycin sulphate

Date of harvesting;

Monovalent lot 1 399/10 January 03, 2011
Monovalent lot:  400/10 January 04, 2011
Monovalent lot 1 401/10 January 05, 2011
Method of inactivation Treatment with formaldehyde

Date of inactivation:

Monovalent lot :  399/10 January (3. 2011
Monovalent lot :  400/10 7 January 04, 201
Monovalent lot :  401/10 January 03, 2011
Concentration/purification procedure Continous zonal centrifuigation in sucrose gradient,

adsorption with barium sulphate and elution with
sodium citrate solution







' NOVARTIS

VACCINTS
Lot 11632]

Page 41 of 51
Prot. 1026¢11

Date of pooling of monovalent lots January 07, 2011

Method of disruption Treatment with Tween 80 and CTAB

Date of disruption | January 10, 2011

Date of sterile 0.2 um final filtration January 14, 2011

Volume of monovalent pooled harvest 60,231 mL

Storage conditions of monovalent pooled harvest 2 - 8°C

Tests on monovalent pooled harvest

Identity of neuraminidase (Specification: Positive for B strain)

Method ELISA

Date of test lanuary 20, 201

Result Paositive for B strain
Identity of haemagglutinin {Specification: Positive for B strain)

Method SRID

Date of test January 20, 2011

Result Positive for B strain

Purity (Specification: Evidence of HA bands and absence or traces of NP and M components)

Method SDS-PAGE, reducing conditions
Date of test January 20, 2011
Result Evidence of HA bands and absernce or traces of

NP and M components

Residual CTAB (Specification: <12 meg/60 meg HA)

Method Colorimetric
Date of test January 21, 2011
Result < 3 meg/60 meg HA
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Residual barium (Specification: < 1 meg/mL)

Method A. A, Spectrophotometry
Date of test. January 21. 2011
Result <1 mcg/mL

Residual sodium citrate (Specification: < | mg/60 meg 1TA)

Method HPLC
Date of test January 21,2011
Result <0.02 mg/60 meg HA

Regidual Tween 80 (Specification: < 300 meg/mL)

Method HPTLC
Date of test January 19,2011
Result < 300 meg/ml,

Residual ovalbumin (Specitfication: Report resuit)

Method ELISA
Date of 1est January 18, 2011
Result 0.20 meg/60 meg HA

Residual formaldehyde (Specification: < | meg/60 meg HA)

Method Colorimetric
Dale of test January 18, 2011
Result 0.14 meg/60 meg HA

Sterility test (Specification; Sterile)

Method Eur. Ph., membrane filtration
Media I'TM and SCDM

Volume tested 30 mL

Date of test Jan, 14 — Jan, 28, 2011
Result Sterile
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Test for inactivation (Specification: Absence of live virus)

Method Hemagglutination
Date of test Janvary 17, 2011
Resuit Absence of live virus

Endotoxin content (Specification: < 100 1U/60 meg HA)

Method LAL test

Date of test January 18, 2011

Result <1 1U/60 meg HA
Haemagglutinin antigen conteny (Specification: Report result)

Method ' SRID

Date of test January 17, 2011

Result 228 meg HA/mL.
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SUMMARY PROTOCOL FOR PRODUCTION AND TESTING
OF INFLUENZA VACCINE (SUB - UNIT) WITH MF59C.1 ADJUVANT

FINAL LOT 116321

Summary

Page
- Final bulk vaccine lot 1163:
Information on blending 45
Tests on final bulk vaccine | 47
- Final lot 116321;
Production details of final lot _ 48

Tests on final lot 48
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FINAL BULK VACCINE LOT 1163

{nformation on blending

Name and address of manufacturer Novartis Vaccines and Diagnostics Srl
Bellaria - Rosia, 53018 Sovicille - Siena (Italy)

Date of manuifacturing February 08, 2011

NYMC X-181 component

Monovalent pooled harvest lot 1000/11
Concentration 276 meg HA/mL
Volume 27.591 mL
Monovalent pooled harvest lot 1126410
Concentration 274 meg HA/mL
Volume 12,500 mL

NYMC X-187 component

Monovalent peoled harvest lot 1128/10
Concentration 391 meg HA/mL
Volume 28.235 mlL

NYMC BX-35 component

Monovalent pooled harvest |ot 1124/10
Concentration 224 meg HA/mL
Volume 27,750 mL
Monovalent pocled harvest lot 1130/10
Concentration 228 meg HA/ML

Volume 21158 mL
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Adjuvant
Nature Microfluidized emulsion 59 (MF59C.1)
Lot(s) 10103 and 11104
" Volume 160,000 mL
Buffer A solution
Nature Buftered saline solution
Yolume 20,070 ml.
Buffer B solution
Nature MgClz and CaCly in distilled water
Volume 410 mL
Diluent solution
Nature Water for injection
Volume 22,290 ml.
Final volume 320,000 mL
Storage conditions of final bulk vaccine 2-8°C
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Tests on final bulk vaccine

Osmolarity (Specification: 240 - 360 mOsm/Kg)

Method Eur, Ph.
Date of test February 10, 2011
Result - _ 306 mOsm/Kg

Residual ovalbumin (Specification: < 0.4 mecg/mL)

Method ELISA
Date of test February 11, 2011
Result 0.1 meg/ml.

Sterility test (Specification: Sterile)

Method . Eur. Ph., membrane filtration
Media FTM and SCDM

Volume tested 30mL  (from each container)
Date of test Feb. 09 ~ Feb, 23, 2011

Result Sterile

Endotoxin content (Specification: < 100 1U/0.5 mL)

Method LAL test
Date of test February 15, 2011
Result <1 /0.5 ml,

Note: Test for “Residual formeldehyde " has been performed on Monovalent Pooled Harvests,
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FINAL LOT 116321

Production details of final lot

| Name and address of manufacturer Novartis Vaccines and Diagnostics Sr
Bellaria - Rosia, 53018 Sovicille - Siena (Italy)

Date of filling February 11, 2011
Filled volume . 0,545 mL

Type of container Pre-filled syringe
No. of final containers 134.742

Expiry date January 2012
Storage conditions. of final product - S"“C, do not freeze

Tests on final iot

Haemagglutinin antigens content {Specification: LCL (§) > 12 meg HA/0.5 mL: for each strain)

Method SRID

Date of test February {6, 2011

Result:

meg HA/0.8 mL
Strain Mean LCL (§)

NYMC X-181 16 15
NYMC X-187 17 16
NYMC BX.-35 16 16

(§) = LCL = Lower Confidence Limit, P = 11,95
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Identity of haemagg|utinin (Specification: Positive for A(H3N2), A(HINI) and B strain)

Methed SRID
Date of test February 16, 2011
Result Positive for A(H3N2), A(HINI) and B strain

pH (Specification: 6,9 - 7.7)

Method Potenutiomctric
Date of test February 21, 2011
Result 7.1

Appearance (Specification: Milky - white liquid)

Method Visual examination
Date of test February 21, 2011
Result Milky - white liquid
Withdrawable content (Specilication: = 0,50 mL)
Method Eur. Ph.
Date of test February 16, 2011
Result 0.53 mLL
Identity of squalene (Specification: Positive)
Method HPLC
Date of test March 25, 2011
Result Positive

Squalene content (Specification: 1,55 - 2,35 % w/w)

Method HPLC
Date of test March 23, 2011
Result 1,78 % w/w
it
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Protein content less HA antigens (Specilication: < 120 meg/0.5 ml)

Method
Date of test
Result

Micro BCA
February 16, 2011
28 meg/0.5 mL

Endotoxin content (Specification: < 100 IU/0.5 mL)

Method
Date of test
Result

Sterility test (Specification: Sterile)

Method

Media

No. of containers tested
Date of test

Result

Emulsion particle size distribution (Specification:

Method
Date of test
Result

LAL test
February 16. 2011
< [ [U/0.5 ml,

Eur, Ph., membrane filtration
FTM and SCDM

40

Feb. 15 - Mar. 01,2011

~ Sterile

Particle 2 1.2 ym: <1 x 10 /mL
Mean particle diameter: 130 - 180 nm)

Dynamic light seattering and Particle count
February 16, 2011
Particles > 1.2 pm:
Mean particle diameter:

3469310 x 10 YmL
139 nm
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CERTIFICATION

I herewith certify that Final Lot No, 116321 of Influenza Vaceine (sub-unit) with MF39C.1 adjuvant
was manufactured and tested according to the procedures approved by competent authorities and
complies with the quality requirements.

[ also certify that no materials derived from ruminants (bovine, ovine, caprine), included within the
scope of the current EMEA/CPMP “Note for Guidance on minimizing the risk of transmitting
animal spongiform encephajopathy agents via medicinal products”, were used in the manufacture
and/or formulation of the batch of produet specitied above,

,
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Dr. Stefano ¥¥ti Date

Quality Assurance / Qualified Person







Certificate n® 101/11.V/WHO

LOT 116321

J Head, National Center for Immunobiols
Research and Evaluation 3

SEUER NN |.5.8. LAR. IMMUNDLOG!A

Istituto Superiore di Sanitd

National Center for iImmunobiologicals
Research and Evaluation

Expiry date
N of containers:
N° of doses per container:

r‘;’ Dr. Carlo Pini ﬁ/‘-""g @WM’D’_‘%-

\,
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V1ALE REGINA ELENA, 299
M6l ROMA

TELECGRAMML ISTISAN RONA
TELEFONO 06 46001
TELBEAX: 05 49387118

hrp:/ frewnandssit

date of issue 07/04/2011

The following lot of Fluad vaccine filled in Pre-filled syringe produced by Novartis Vaccines and
Diagnostics s.t.1,, Sovigille Italy whose number appears on the labels of the final containers, meets
all National Requirements and WHO Part A of Recommendations for the produetion and control
of Influenza vaceine (inactivated), Annex [Il (TRS 927) and the Recotnraendation for good

manufacturing practices and quality agsutance for biological products,

31/01/2012
134742

]

As a minimum, this certificate is based on an examination of the mannfacturing protocol.
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INFORMACION PRECLINICA

La informacioén descripta a continuacion se deriva de los estudios realizados a Fluad.
El presente registro intenta aprobar la vacuna con el nombre comercial Fluxvir,

1 Resumen preclinico

Fluxvir es una vacuna trivalente contra la influenza, de antigeno de superficle, inactivada. Es una suspension
para inyeccion esteril, en una jeringé prellenada de 0,5 ml. Una dosis nica de 0,5 ml de Fluad esta indicada
para la Inmunizacion activa contra la influenza en personas de 85 afios de edad y mayores.

Fluxvir contiene antigencs de superficie hemaglutinina (HA) v neuraminidasa (NA) purificados de las tres cepas'
de virus de influenza, tipo A y tipo B, recomendados anualments para inmunizacion por la Organizacion Mundial
de |a Salud (OMS). Las cepas de virus de la influenza son cultivadas en forma individual en huevos de gallina
embrionados libres de patégenos especificos (SPF) e inactivadas por tratamiento con formaldehido antes de la
purificacién de los antigenos de superficie y la formulacién final,

Una dosis individual de Fluxvir contiene 15 ug de antigeno hemaglutinina de cada una de las tres cepas de virus
de la influenza, para un total de 45 jg de antigeno HA por dosis y 0.25 mi de MFS9C.1.

La composicién de la vacuna se muestra en la tabla a continuacion.

Tabla 1 Composicion de FLuxvir (por dosis de 0,5 ml)

Componentes de la Vacuna Cantidad Propésito
Antigenos hemaglutinina (HA) y neuraminidasa

(NA) _
A (HINT) >15ug " Principio active
A (H3N2) >15ug" Principio activo
B >15pg " Principio activo
Cloruro de sodio 4,00 mg auxiliar de isotonicidad
Cloruro de potasio 0,10 mg buffer

Fosfata diacido de potasio 0,10 mg buffer

Fosfato disodico dihidratado 0,66 mg buffer

Cloruro de magnesic hexahidratado 0,05 mg estabilizador
Cloruro de caicio dhidratado 0,06 mg estabilizador
Escualeno ** 9,75mg Adyuvante
Polisorbato 80** 1,175 mg Adyuvante
Citrato de sodio™ 0,66 mg Adyuvante
Acido citrico™ 0,04 mg Adyuvante
Agua para inyeccion hasta 0,5 ml diluyente

*Se incluye un excedente de hasta el 15% de la concentracion de HA para cada cepa del virus
**Composicidn del adyuvante MF58C.1
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2.4.1 Descripcion de la estrategia de ensayos preclinicos
E! programa de toxicologia se disefio sobre la base de los requerimientos regulatorios globales apropiados para
la investigacion preclinica de vacunas y adyuvantes:
o CPMP/SWP/465/95: Nota de orientacion sobre investigacion farmacolégica y toxicologica preclinica de
vacunas '
e |nforme técnico No. 927, 2005 de la OMS: Pautas de la OMS sobre evaluacion preclinica de vacunas
o EMEA/CHMP/VEG/134716/2004: Pauta sobre adyuvantes de vacunas para uso humano

En cumplimiento de [as diversas pautas aplicables, los estudios preclinicos que se realizaron con Fluad incluyen
la investigacién de liberacion in vivo, los estudios de inmunogenicidad/desafio (ratones), la investigacién de
toxicidad por dosis repetidas (conejos) y la investigacién de sensibilizacion (cobayos) requeridas. Ademas, se
completaron los estudios preclinicos efectuados para caracterizar el adyuvante MF59.

A continuacidn, se itustran las relaciones entre Fluad, vacunas antigripales relacionadas y MF59.

Tabla 2 Vacunas antlgripales y formulaciones de MF59
Nombre del "y
producto Composicion
Fluad Agrippal + MF59C.1
Adriooal Vacuna antigripal trivalente, antigeno de superficle, Inactivada
gripp (estacional, no adyuvantada)
Agriflu Agrippal _
Vacuna antigripal HSN1 monovalente, antigeno de superficie, inactivada,
Aflunov adyuvantada con MF59C.1 (antigeno fabricado utilizando el proceso para
Fluad/Agrippal)
MF59C.A1 Escualeno, polisorbato 80, trioleato de sorbitan, acido citrico, citrato de
' sodio monohidratado, en agua
MFSOW.1 Escualeno, polisorbato 80, tricleato de sorbitan, en agua
MF59-0 MF59W. 1

Durante el desarrollo preclinico de Fluad, se investigaron diversas formulaciones del adyuvante,
incluida una formulacion basada en agua (denominada MF5S [agua], MF5SW.1 o MF58-0). Mas
adelante, esta formulacién se optimizé por el agregado de amortiguador citrato para lograr mayor
estabilided (MF59C.1). Los resultados con ambas formulaciones son relevantes, porque el
amortiguador citrato no afecta la inmunogenicidad ni la seguridad.

El trabajo para dilucidar el mecanismo de accién de MF59 se describe en varias publicaciones {Mosca,
2008; O'Hagan, 2007; Seubert, 2008). Este trabajo en curso sugiere que MF59 induce un medio local
dentro del mudsculo que promueve [a induccidn de potentes respuestas inmunitarias a vacunas
coadministradas, Una publicacion reciente (Khurana, 2010) demuestra que el adyuvante MF59 mejora
la respuesta inmunitaria a una vacuna contra H5N1 al Inducir expansion cualitativa y cuantitativa de los
repertorios de anticuerpos con potencial protector.

El efecto farmacolégico deseado de las vacunas antigripales consiste en el induccién de anticuerpos
confra antigenos del virus de fa gripe y proteccidn contra la infeccion, Las respuestas de anticuerpos,
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principalmente titulos de inhibicion de la hemaglutinacion (IH}, se han correlacionado con proteccion
en seres humanos. La induccion de la respuesta inmunitaria humoral en ratones fue el foco de muchos
de los estudios farmacologicos primarios no GLP con Fluad. Estos estudios, practicados por via
subcutdnea o intramuscular, demostraron que la inmunizacion de ratones con vacunas antigripales,
solas (Agrippal, denominada también Agriflu) 0 en combinacion con adyuvante MF59 (agua)
(equivalente a Fluad), indujeron una respuesta de anticuerpos especifica contra ios antigenos, aun en
ratones seropositivos. Otro efecto asociado con la vacunacion fue la proliferacion de linfocitos
derivados del bazo.

Se estudi¢ la eficacia preclinica en ratones que recibieron vacunas antigripales antes del desafio con
virus de la gripe. Se demostro reduccion de la carga viral pulmonar después del desafio con virus de la
gripe estacional y, mas importante adn, la proteccion contra el desafio con dosis letales del virus d¢ la
gripe en ratones controlados hasta 200 dias posvacunacion. En todos los casos, la presencia de
adyuvante MF59 aumentd significativamente la respuesta inmunitaria, tanto en ratones jévenes como
mayores (Higgins,1996),

La inmunogenicidad se evalud en conejos durante los estudios de tokicologia GLP de dosis repetidas.
En estos estudios, los animales recibieron dos o tres dosis de Fluad administradas por via
intramuscular con dos semanas de intervalo. Fluad fue bien tolerada e inmunogena.

Los estudios practicados con la vacuna HSN1 monovalante Aflunov también aportan informacion
refevante. Aflunov y Fluad contienen la misma cantidad de MF59, y los antigenos de ambas vacunas
son fabricados con el mismo proceso. Se demostrd la inmunogenicidad de Aflunov en ratones, congjas
nuliparas y después prefiadas, y hurones. Aflunov protegid a ratones y hurones contra un desafic letal
con virus altamente patogenos homélogos y heterdlogos a [a cepa de la vacuna., Se demostrd
reactividad cruzada serolégica por anélisis de IH y microneutralizacion. En las siguientes secciones, se
resumen sucintamente los estudios con Aflunov, y se puede acceder a los informes si se los solicita,

El programa de estudios que avalan a Fluxvir/Fluad cumple con las pautas vigentes para la evaluacién
preclinica de vacunas y adyuvantes. Como Fluxvir/Fluad es una vacuna, no se requieren o no son
apropiados muchos de los estudios estandares requeridos para otros tipos de productos farmacéuticos
bioldgicos o de moléculas pequefias. No se justifican estudios farmacologicos secundarios, de
seguridad farmacoldgica, farmacocinéticos (absorcion, distribucion, metabolismo o excrecién) o
toxicocinéticos, Sin embargo, hay informacion pertinente sobre el adyuvante MF59 que aporta datos
farmacolégicos secundarios o de seguridad de aval para Fluxvir/Fluad. Durante el desarrolio iniclal del
adyuvante MF59, se sfectuaron dos estudios de dosis repetidas en perros para evaluar la toxicidad de
las formulaciones de la vacuna con antigenos que no estan relacionados con este dossier. Ambos
estudios tenian un grupo de MF59 y un grupo control de solucion safina/amortiguader, e incluyeron la
evaluacion de parametros cardiovascufares y neurolégicos. No se detectd ninguna anormalidad en
ninguno de los sistemas organicos en uno u otro estudio.

El programa de toxicologia se disefid sobre la base de los requerimientos regulatorios globales
apropiados. Se evalué Fluad en estudios GLP de dosis repetidas en conejos, y se investigé el
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potencial de hipersensibilidad por contacto retardada en un estudio GLP en cobayo (Prueba de
Maximizacion de Magnusson-Kligman}. Fluxvir/fFluad fue bien tolerada, tanto local- como
sistémicamente, en estudios que evaluaron la tolerabilidad Ioéai, la toxicidad por dosis repetidas, y la
recuperacion o las respuestas diferidas en conejos. Fluxvir/Fluad no fue un sensibilizante cutaneo
cuando se lo investigh en cobayos. No se efectuaron estudios de genotoxicidad ni carcinogenicidad
con Fluad.

No se realizaron estudios de toxicidad reproductiva ni para el desarrollo con Fluxvir/Fluad porque, en
la actualidad, Fluxvir/Fluad se indica en adultos de 65 y mayores. Un estudio de aval demostré que
Aflunov no afectaba los parametros maternos, embriofetales ni de desarrollo. Asimismo, se generaron
datos pertinentes con adyuvante MF59. Se efectuaron estudios de toxicidad embriofetal y perinatal con
MF59, porque se lo desarrollé como adyuvante para ser usado con diversos antigenos, MFSS no fue
toxico para la madre, no fue un toxico embriofetal ni del desarrollo en ratas ni fue embrio/fetotdxico en
conejos, cuando se lo investigé en dosis que superan lag usadas en seres humanos.

El adyuvante MF58 solo sé caractarizd con respecto a la toxicidad local y sistémica, no fue genotéxico
(prueba de Ames) ni clastogénico (pruebas de micronticleos en ratones) y no indujo sensibilizacion en
cobayos. , |

El programa preclinico de Fluad caracterizé la inmunogenicidad, eficacia (estudios de desafio),
reactogenicidad local y toxicidad sistémica, En el estudio GLP definitivo de toxicologia en conejos, se
utilizaron la dosis clinica de Fluad (45 ug en 0,5 ml) y la via de administracién clinica (intramuscular).
Se evalud la seguridad de 3 dosis (separadas por 14 dias); este esquema supera (por dos) 1a cantidad
de dosis empleadas clinicamente. Sobre la base del peso corporal, cada dosis de Fluad administrada
a conejos es equivalente a alrededor de 20 veces la dosis administrada a adultos humanos (usando 60
kg para el hombre y 3 kg para el conejo). El programa GLP de toxicologia compieto llevado a cabo con
el adyuvante MF59 también avala la seguridad de Fluad, y estudios con Aflunov (desafio en hurones y
toxicidad reproductiva en conejos) aportan informacién adicional.

En resumen, se evaluaron la inmunogenicidad, la eficacia, la toxicidad y |a tolerabilidad preclinicas de
Fluxvir/Fluad. Los datos preclinicos, en cojunto con los datos clinicos, avalan la seguridad e
inmunogenicidad de Fluxvir/Fluad en adultos de 65 afios de edad y mayores.

2.4.2 Farmacologia

Respuestas de anticuerpos con vacunas antigripales en ratones jovenes y mayores
En este estudio (Estudio No. 94-0184), se inmunizd dos veces a grupos de 9 ratones jovenes (3
meses de edad) y mayores (18 meses de edad) con vacuna (que contenia 9 ug de HA total de 3
cepas de virus de la gripe, A/Beiling (X-117)/32/92, A/Texas (X-113)/36/91 y B/Panama 45/90, en un
volumen de 200 pl). La vacuna se administrd por via subcutanea, sola o en combinacion con
adyuvante MF59 (formulacion en agua). Los animales de controf fueron tratados con PBS. Se dosaron
los titulos de anticuerpos especificos contra los antigenos después de la segunda inmunizacién,
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La siguiente informacion no se presenta en el informe del estudio: raza y sexo de los ratones usados,
composicién exacta de la vacuna y el adyuvante MF59 (agua) usados, |a relacién adyuvante:vacuna
usada en fa combinacién, el cronograma de las dos inyecciones, el momento del muestreo de sangre y
el método empleado para analizar los titulos de anficuerpos.

Sin embargo, los resultados indican que la vacunacion con Agrifiu indujeron una respuesta de
anticuerpos especifica contra los antigenos en los ratones tanto jévenes como mayores. La respuesta
de los ratones jovenes fue de 21 a 72 veces mas alta que en los ratones mayores, lo que dependia del
antigeno. El agregado de adyuvante MF59 (agua) a la vacuna potencié de 12 a 31 veces la respuesta
de los ratones jovenes y de 19 a 253 veces, la de los ratones mayores, segdn el antigeno, No hubo
respuesta de anticuerpos en los animales de control tratados con PBS.

Respuesta linfoproliferativa con virus de la gripe en ratones jovenes y mayores

En una continuacion del estudio previo (Estudio No. 94-0184), dos semanas después de la segunda
vacunacion subcutanea, se practicd eutanasia de todos los animales, se resecaron los bazos, y se
prepararon y cultivaron in vitro suspensiones de células aisladas. Durante 6 dias, se estimularon con
virus de la gripe {cepa no especificada) células de todos los grupos. Las muestras de células control
de todos los grupos también se trataron con ovoalbimina durante 6 dias o con PHA durante 3 dias.
Luego, se evalud la proliferacion celular midiendo la incorporacién de timidina radiomarcada, que se
agregé a los pocillos durante 24 horas. Se calculé ef Indice de Estimulacion como el cociente de los
recuentos medios por minuto, por pocillo en presencia y ausencia del estimulo por virus de fa gripe.
Los ratones ancianos tuvieron una respuesta linfoproliferativa a Agriflu no adyuvantada 3 veces mas
baja que los ratones jovenes, y una respuesta 2 veces mas baja a Agriflu administrada con MF59
(agua; p<0,26) que los ratones jovenes. El adyuvante aumentd la respuesta linfoproliferativa en
ratones jovenes en 1,85 veces, en promedio, v la triplicd, en promedio {lo que aicanzé significacion
estadistica), en los ratones mayores. Los valores P para A/Beijing, A/Texas and B/Panama fueron de
0,0596; 0,0351; y 0,0215, respectivamente.

Respuesta de anticuerpos en ratones jévenes y mayores seropositivos |

La gripe es una enfermedad generalizada, y por consiguiente, las poblaciones humanas sé tornan
seropositivas a una edad temprana. Por Io tanto, en este estudio (Estudlo No. 93-847), se investigh la
respuesta de anticuerpos a Agrifiu (con y sin adyuvante MF59 agua) en ratongs seropositivos
previamente infectados por virus de la gripe. '

Se infectd por via intranasal a grupos de 10 ratones jovenes y mayores (de raza y edad no
especificadas) con una cepa de virus de la gripe adaptada a raton (A/Taiwan/1/86), y se permitié que
se recuperaran durante 10 semanas. Despues, se los Inmunizo una vez con vacuna Agrifiu (que
contenia 9 g de HA total de 3 cepas de virus de la grips A/Beijing 353/89, A/Taiwan 1/86 y B/Panama
45/90, en un volumen de 200 w!). La vacuna se administro por via subcutanea, sola o en combinacion
con adyuvante MF59 (agua). Se traté un grupo controf con PBS. Se extrajeron muestras de sangre el
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dia previo a la inmunizacidn y 2 semanas después de ésta, y se analizaron los sueros mediante ELISA
para investigar anticuerpos contra los 3 antigenos del virus de la gripe,

Los titulos séricos prevacunacion (posinfeccion) contra AfTaiwan en animales jovenes fueron
alrededor de seis veces més altos que los observados en ratones mayores. Ni los animales jovenes ni
los mayores previamente infectados presentaban titulos de reaccién cruzada contra A/Beijing o
B/Panama antes de la inmunizacion.

La vacunacion con Agrifiu potencit los titulos de anticuerpos contra A/Taiwan en ratones seropositivos
tanto jovenes como mayores (en 5 y 3 veces, respectivamente) y generé titulos de anticuerpos contra
A/Beijing y B/Panama, Los ratones jovenes presentaron una respuesta inmunogena significativamente
mayor contra los tres antigenos que ios ratones mayores.

El agregado de MF59 (agua) a la vacuna no ejercio ningun efecto sobre las respuestas a ios tres
antigenos en ratones jovenes, pero aumenté significativamente (P = 0,0287) la respuesta en ratones
mayores, en 2,5-7 veces seqln el antigeno.

Respuestas de anticuerpos a diversas dosis de vacuna antigripal en ratones

En este estudio (Nos. 94-0307, 94-0214 y 94-0215), se vacund a grupos de 15 ratones Balb/C de ocho
semanas de edad el dia 0 y el dia 28 con distintas dosis de Agrifiu {(denominada ‘Biocine Influenza
Vaccine' en el informe del estudio) que contenian antigeno HA de cada una de las siguientes cepas de
virus de la gripe: AfTexas 36/91 (X-113), A/Beijing 32/32 (X-117} y B/Panama 18-19/93A). Todas las
dosis de antigeno se administraron por via intramuscular en un volumen de 0,025 mi mezclado con
0,025 mi de PBS o adyuvante MF59 (agua). Las dosis de antigeno variaron de 0,4 a 0,002 ug de HA,

cuando se administraron con PBS, y de 0,04 2 0,0002 ug de HA, cuande se administraron con MF59
(agua). Los dias 42, 98 y 182, se extrajeron muestras de sangre, y se analizaron los sueros por ELISA
para investigar anticuerpos contra cada antigeno. Este estudio no incluyé ningin grupo control.

En el caso de los tres antigenos, las respuestas de anticuerpos aumentaron con la dosis de antigenos
administrada, y el efecto se mantuvo hasta el dia 182. Para los tres antigenos, fue evidente un limite
de 0,0006 ug de HA; la vacunacion con dosis inferiores a ésta no indujeron una respuesta inmunitaria.
Por lo general, la presencia de MF59 (agua) en la vacuna aumentd [as respuestas de anticuerpos en
20-300 veces segtn el antigeno.

Como se muestra en los experimentos anteriores, el aumento de la respuesta de anticuerpos es méas
evidente en ratones mayores; sin embargo, también se observa un intenso efecto adyuvante de MF59
en animales jovenes. ‘

El estudio No. MF-1/MF-2 2003/04 evalué la dosis-respuesta cuando se combinaron diversas
cantidades de vacuna antigripal trivalente de subunidades con cantidades fijas de MF39C.1 (relacién
1:1 volumen-volumen), con mantenimiento del volumen de inyeccién'constante. Asimismo, el estudio
evalud la capacidad de MF59 de aumentar la respuesta de anticuerpos, medidos por ELISA y analisls
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de Inhibicién de la hemaglutinacién (IH), en ratones BALB/c adultos jovenes (8 semanas de edad) y

mayores (18 meses de edad).

Se inmunizé por via subcuténea a ratones jovenes y mayores (10 por grupo) con una vacuna antigripal
trivalente de subunidades que contenian los siguientes antigenos: A/New Caledonia/20/09 (H1N1),
A/Panama/2007/99 (H3N2) y B/Shandong/7/97 (B), solos 0 combinados con MF58. Se investigaron |as
siguientes dosis de vacuna: 0,4; 0,13; 0,04; 0,01; 0,003; y 0.001 ng. Cada ratén fue vacunado los dias
1y 21,y se le extrajo sangre el dia 35. Se determinaron los titulos de anticuerpos especificos contra
los antigenbs por ELISA y por IH (no se practicé IH contra H1N1 debido a sueros insuficientes).

MF59 aumento los titulos de anticuerpos especificos contra HA de H1N1, H3N2 'y B en ratones tanto
jovenes como mayores. Mas especificamente, el agregado de MF59 a fa formulacidn de la vacuna
permitié reducir en 100 veces {0 mas) la cantidad de antigeno HA, pero los titulos de anticuerpos
fueron similares a los inducidos por vacuna no adyuvantada. En ratones mayores, la respuesta de
anticuerpos inducida por vacuna no adyuvantada fue extremadamente escasa, a menudo sélo
detectable con la dosis maxima de vacuna investigada (0,13 ng). MF59 auments la respuesta de
anticuerpos con dosis de antigeno que eran alrededor de 100 veces mas hajas.

El aumento de la respuesta de anticuerpos por MF59 respecto de la vacuna no adyuvantada también
fue evidente en los analisis de IH para fa cepa H3N2 y para la cepa B.

Estos datos confirman resultados de inmunogenicidad previos en ratones. Ademas,
inmunogenicidad aumentada por MF59 se asocid con eficacia protectora en ratones (véase mas
adelante). La inclusién de MF59 determiné proteccion completa de los ratones contra un desafio letal y
redujo la cantidad de antigeno requerida.

Carga viral relativa posdesafio en puimones de ratones vacunados

En una continuacién del trabajo descrito antes (Estudios Nos. 94-0307, 84-0214 y 94-0215), se desafi
a los mismos ratones por via infranasal con el quintuple de la DLso de la cepa de virus de la gripe
AfTaiwan/86 el dia 56 o con 9 veces la DLso de la misma cepa los dias 126 6 200. Se practico
eutanasia a cinco ratones por grupo de 3 a 5 dias después de cada desafio, y se analizaron
preparados de lisado pulmenar de estos animales para determinar titulos virales relativos mediante un
analisis in vitro.

Se desafié de manera similar a grupos control de 2 6 3 ratones sin tratamiento previo (naive) los dias
56, 126 y 200, y se evaluaron las cargas virales pulmonares.

La vacunacion previa con Agrifiu (denominada ‘Biocine Influenza vaccine' en el informe del estudio)
causo una disminucion dosis-dependiente de la carga viral presente en los pulmones de los animales
desafiados con virus de la gripe (cepa A/Talwan/86) 56, 186 y 200 dias mas tarde.

La vacunacién con una dosis de antigeno no adyuvantado de 13 ug o més alta determind titulos
antivirales pulmonares medios inferiores a 50, mientras que cuando se administraron con adyuvante
MF59 (agua), dosis de antigeno de 0,005 g dieron titulos antivirales pulmonares medios inferiores a
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50. Asi, la presencia del adyuvante redujo la cantidad de antigeno requerido para inducir una
reduccidn similar de |a carga viral pulmonar de 26 veces.

Eficacia protectora de las vacunas antigripales en ratones

En una continuacion adicional del trabajo descrito antes (Estudios Nos. 94-0307, 94-0214 y 94-0215),
se controld la supervivencia de 10 ratones por grupo durante 14 dias después del desafio con virus de
la gripe los dias 56, 126 6 200, El estudio también incluyé grupos de control de 10 ratones no
vacunados (naive). N

La proteccion contra el desafio fue dosis-dependiente, aumenté con la dosis de antigeno, v el efecto
se mantuvo hasta el dia 200. La inmunizacién con vacuna mas adyuvante MF59 (agua) mejoré la
supervivencia y posibilitd una proteccion del 100% con dosis de an.tigeno de 65 a 80 veces més bajas
que las de la vacuna no adyuvantada. Los ratones control .(na':'ve) no mostraron proteccion los dias 56
y 200; en cambio, se observd una proteccion del 20% el dia 126. Esto puede habef sido un artefacto
del estudio ¢ el resultado de inmunidad adquirida naturalmente.

Inmunogenicidad en conejos

Se evalud la inmunogenicidad de Fluad durante tres estudios GLP de toxicologia en conejos. Grupos
de 8 animales/sexo por grupo recibieron 2 6 3 administraciones Intramusculares de Fluad con 2
semanas de intervalo. Se recolectaron muestras para andlisis antes de Ia iniciacion de la dosificacion,
durante la vida y en la necropsia. Se analizaron los sueros no GLP mediante un analisis de IH
gstandar. En las muestras de cada estudio, se investigaron anticuerpos contra por lo menos una de las

tres cepas contenidas en la vacuna trivalente Fluad para confirmar la inmunogenicidad. En los tres

estudios, Fluad indujo anticuerpos especificos contra los antigenos después de una sola dosis,

Datos de aval con Aflunov

Estudios preclinicos realizados para evaluar la inmunogenicidad y eficacia de Aflunov aportan aval
adicional para Fluad, El proceso de fabricacién de antigenos es el mismo para Aflunov y Fluad, y
ambas vacunas contienen la misma cantidad de adyuvante MF59, Aflunov es monovalente (H5N1), y
las dosis investigadas en contexto preclinico varfan de 0,2 a 15 ug de HA por dosis. A continuacion, se
resume el programa de Aflunov.

N







Uy NOVARTIS

Tabla 3 Estudios de aval de immunogenicidad y/o desafio
Nimero de | Tipo de estudio Especie | Vacuna
estudio
Desafio con virus silvestre homologo y .
NiH Mouse Study ) Ratén Aflunov (Vietnam)
heterélogo

Datos de inmunogenicidad de foxicidad , .
UBA00021 , Conejo | Aflunov {Vietnam)
reproductiva y para el desarrollo (GLP)

Desaffo ~4 meses posvacunacion con o
, , , , ) Aflunov  (Vietnam)
780-N007104 virus de tipo silvestre homdlogo y | Huron

. Aflunov (Turkey)
heterdlogo a la cepa vacunal
| Desafio con virus de tipo silvestre _ Aflunov  (Vietnam)
765-N106857 Hurén
homdlogo y heteréloge a la cepa vacunal Aflunov (Turkey)
Desafio con virus homélogo de tipe - :
673-N106850 . Huron Aflunov (Vietnam)
silvestre
Desafio con virus homélogo de genstica o
CBI-PCS-008 Hurén Aflunov (Vietnam}

inversa (GLP)

Estudios con formulaciones de Aflunov mostraron que las vacunas antigripales monovalentes
adyuvantadas con MF59 que contenian antigeno fabricado con el proceso para Fluad son
inmundgenas (ratones, conejos y hurones) y protectoras (ratones y hurones) contra el desafio con
virus homélogo o heterélogo a la cepa vacunal.

2.4.3 Farmacocinéfica

No se realizaron estudios clésicos de absorcién, distribucion, metabolismo y excrecién (ADME) con
Fluad porque estos estudios no son relevantes para las vacunas.

Se investigo a distribucidn de MF59 tras la inyeccion in.tramuscular a ratones {Dupuis, 1999). El
objetivo del estudio fue determinar la distribucion de MF59 inyectado con antigeno soluble gD2 del
virus de herpes simple tipo 2 (HSV) y comparar su distribucion cuando se lo inyectaba con o sin M50,
A las 4 horas, el 36% de la dosis inyectada de MF58 marcado se encontraba en el musculo
cuadriceps, y alrededor del 50%, en la grasa inguinal alrededor def musculo. A las 42 horas
posinyeccidn, se detecto la mitad de la cantidad inicial de MF59 marcado en el masculo. La cantidad
de MF58 marcado en los ganglios linfaticos de drenaje fue méxima 2 dias después de la inyeccidn, lo
que representd 0,1 + 0,3% de la dosis inyectada. A las 4 horas, se observé el 12% de la dosls
inyectada de gD2 marcado en el misculo. La presencia de MF59 no modificd significativamente la
distribucion de gD2. Los resultados indican que MF59 y gD2 se distribuyen y depuran de manera
independiente después de la inyeccién intramuscular.
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Estudios de depuracion en conejos que recibieron inyecciones intramusculares de MFS9 marcado con
125|-escualeno demostraron que el adyuvante se depura con rapidez (Oft, 1995). Solo ef 10% del
escualeno administrado permanecia en el sitio de inyeccion a las 6 horas posinyeccidn y disminuyo al
5% a las 120 horas después de la inyeccion.

2.4.4 Toxicologia

El programa de toxicologia con Fluad consiste en estudios GLP en cobayos y conejos. Se evalud la
hipersensibilidad por contacto retardada en cobayos, y se completaron cuatro estudios de toxicidad
por dosis repetidas con Fluad. A continuacién, se presenta el programa de toxicologia de Fluad.

Tabla 4 Programa de toxicologia con Fluad

Tipo, duracion y namero de | Via de | Especie Compuesto

estudio administracion _ administrado

Estudo GLP No. 564110 de .

, Infradérmica ¥

hipersensibilidad ~ por  contacte | | Cobayo Fluad
topica

retardada

Estudios no fundamentales de dosis repetidas
GLP Estudio GLP No. 486688 de (2)
dosis repetidas

Estudio GLP No. 6560-106 de (2)
dosis repetidas

Estudios fundamentales de dosis repetidas
Estudio GLP No. 940292 de (2) dosis

Intramuscular Conejo Fluad

Intramuscular | Conejo Fluad

', Equivalente de
Intramuscular Conejo

repetidas Fluad
Estudio GLP No. 488182 de (3) dosis ,

. Intramuscuiar Conejo Fluad
repetidas

Se investigd el potencial de hipersensibilidad por contacto retardada de Fluad utilizande la Prueba de
Maximizacién de Magnusson-Kligman (Estudio No. 564110). En este estudio, se usaron cobayos
hembra Dunkin-Hartley (10/grupo). Sobre la base del hallazgo de rango, se administré Fluad sin
dilucién. Este estudio mostré que Fluad no fue un sensibilizador cutaneo en cobayo.

En todos los estudios de toxicidad por dosis repetidas, se realizaron evaluaciones completas de
toxicidad local y sistémica, y se incluyd un periodo de recuperacion para evaluar los efectos diferidos y
la reversibilidad. En tres de los cuatro estudios, se evalud la inmunogenicidad mediante analisis de IH.
Dos de los cuatro estudios se designan no fundamentales, porque su propésito fue evaluar los efectos
de la adicién de los adyuvantes CpG y 1C318 a Fluad. Cada une de estos estudios evalud sélo dos

grupos, Fluad y Fluad en combinacion con CpG (Estudio No. 6560-108) o IC31@ (Estudio No. 486688).
Aunque no hubo ninglin grupo control con solucion salina (o equivalente), estos estudios aportan datos
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adicionales sobre [a toxicidad local y sistémica de Fluad. En ambos estudios, Fluad fue inmunogena y
bien tolerada, y los resultados fueron compatibles con el perfil de seguridad establecido.

En los dos estudios fundamentales de toxicologia por dosis repetidas, se compararon diversas
formulaciones de Fluad con un grupo control de solucidn salina. En el estudio. No. 940292, los
animales recibieron dos dosis intramusculares de antigeno del virus de la gripe adyuvantado con
MF59 con dos semanas de intervalo. Este estudio se llevo a cabo con una formulacion equivalente a
Fluad (Agrippal + MF59). En el estudio No. 488182, los conejos recibieron tres inyecciones
inframusculares de Fluad, una formulacion similar a Fluad que contenia 15 g adicionales de antigeno
HA de la cepa B o una formulacion similar a Fluad que contenfa 15 g adicionales de antigeno HA de
la cepa H3N2, asi como el adyuvante nuevo, IC318. En ambos estudios, las formulaciones vacunales
fueron bien toleradas local- y sistémicamente. A continuacion, se presentan resumenes de fos
estudios.

Estudios fundamentales de toxicidad por dosis repetidas de Fluad

Estudio de toxicidad subaguda a 30 dias en ¢onejos por via intramuscular

Este estudio se llevé a cabo de acuerdo con fas GLP de la OECD (Estudio No. 840292). Se estudiaron
la toxicidad sistémica y la tolerabilidad local de dos dosis intramusculares de vacuna en conejos Nueva
Zelanda Blanco de uno y ofro sexo. Los grupos de tratamiento fueron vacuna antigripal no
adyuvantada (Agrippal/Agrifiu) y Agrippal + MF59W.1 (equivalente a Fluad). El grupo de control recibid
adyuvante MF59W.1 solo (equivalente a M.F590.1 pero sin amortiguador citrato).

Grupos de 6 conejos por sexo recibieron dos inyecciones inframusculares de 0,5 ml con 14 dlas de
intervalo en patas traseras alternas. Cada inyeccidn de 0,5 ml contenia la dosis clinica de vacuna
trivalente (15 ug de HA de cada una de las cepas H1N1, H3N2 y B del virus). Sobre la base de peso
corporal, cada dosis es equivalente a alrededor de 15 veces la dosis administrada a adultos humanos
{utilizando 60 kg para hombres y 4 kg para conejos).

Se evaluaron a intervalos regulares los siguientes parametros a fin de detectar posibles efectos
relacionados con el tratamiento: aspecto fisico, comportamiento, signos clinico, puntuacién de Draize
de las reacciones en los sitios de inyeccion, temperatura rectal, aumento de pesc corporal,
oftalmologla, hematologia, quimica clinica, patologia macroscépica € histopatologia de determinados
brganos y tejidos, incluidos los sitios de inyeccion. Se efectuaron analisis estadisticos sobre aumento
de peso, temperatura corporal, hematologia, quimica clinica y pesos de érganos. Para evaluar Ia
recuperacion, se practico la necropsia de la mitad de los animales (3/sexo/grupo) el dia 17, y de los
animales restantes, el dia 31,

La primera y segunda dosis se administraron en las patas traseras izquierda (dial) y derecha (dia 15),
respectivamente. Por lo tanto, los sitios de inyeccion izquierdos se evaluaron a los 2 v 16 dias
posdosis (necropsia del dia 17), v los sitios de inyeccidn derechos se evaivaron a los 16 y 30 dias
posdosis (necropsia del dia 31).







