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Ning(n animal murié en este estudio. No hubo signos clinicos de toxicidad sistemica despues de una
sola dosis ni reacciones detectables en los sitios de inyeccion en ninguno de los animales. Despues de
dos dosis, no hubo efectos relacionados con el tratamiento sobre ninguno de ios parametros de
estudio que indicara toxicidad ‘local o sistémica en ninguno de los grupos de tratamiento. Se
observaron algunas diferencias estadisticamente significativas en algunos parametros hematologicos y
de quimica clinica entre los grupos. Sin embarge, las diferencias fueron de pequenia magnitud, y
dentro de los rangos normales previstos para conejos no tratados {controles historicos), de manera
que no se los considerd relacionados con el fratamiento.

No hubo diferencias relevantes entre los grupos respecto del peso de los 6rganos en ninguna de las
dos necropsias programadas, y Jos valores individuales cayeron todos dentro de limites normales. No
hubo ninguna observacion macroscopica, excepto para los sitios de inyeccion. Los hallazgos
macroscopicos en los sitios de inyeccién fratados dos dias antes indicaron mayor frecuencia de
hemorragia focal leve en el grupo de Agrippal + MFS9W.1 en comparacién con los otros dos grupos.
No se detectaron hallazgos macroscopicos en los sitios de inyeccion tratados 16 6 30 dias antes de la
necropsia.

El examen histologico del sitio de inyeccion a los 2 dias posinyeccion revel6 inflamacion intersticial
(principalmente aguda), hemorragia intersticial y/o degeneracion de fibras muscuiares en casi todos
los animales. Estas observaciones fueron méas notables en el grupo de Agrippal + MFBOW.1, seguido
del grupo de Agrippal y, después, del grupo de MFEOW.1. Dieciséis dias después de la inyeccion,
todavia habla cambios inflamatorios y degenerativos, pero de menor grado, en la mayoria de los
animales. Treinta dias después de la inyeccion, se observd recuperacion de parcial a completa en la
mayoria de los animales. A los 16 y 30 dias posinyeccion, no hubo diferencias en los sitios de
inyeccion entre los grupos. No hubo ninglin ofro tejido que mostrara hallazgos relacionados con el
tratamiento, y todos los cambios observados fueron comparables en frecuencia e intensidad con los
hallados habitualmente en conejos Nueva Zelanda de edad similar del Centro de Investigacion.

En conclusién, no se observé ningln efecto adverso local ¢ sistémico en conejos Gue recibieron dos
inyecciones intramusculares de adyuvante MF59W.1, Agrippal o equivalente de Fluad Agrippal +
MF59W.1.

Estudio de toxicidad a 4 semanas con formulaciones de vacuna antigripal Fluad®, Fluad High B
y Fluad High H3+IC31® administradas mediante 3 inyecciones intramusculares a conejos Nueva
Zelanda Blanco, seguido de un periodo de recuperacion de 2 semanas

Este estudio GLP de toxicologia se efectué en conejos, un modelo amimal aceptado para la
investigacion de toxicidad de vacuna (Estudio No. 488182). Grupos de 8 animales por sexo recibieron
tres Inyecclones Intramusculares de 0,5 ml con 14 dias de intervalo. Las inyecciones se administraron
en patag traseraé alternas. _

El grupo control recibié 0,5 ml de solucién salina en cada ocasién de dosificacion. Otros dos grupos
recibieron 0,5 mi de Fluad (denominada TIV + MF59 en este informe} o TIV + B alta + MF59, una
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formulacion similar a Fluad que contiene 30 ug de HA de la cepa B en lugar de los 15 pg de HA
convencionales. El cuarto grupo recibi¢ TIV + H3NZ alta + MF59 + IC31 en un volumen de 1,0 ml. Esta
formulacion se prepard como una ‘mezcla en el campo’ inmediatamente antes de la inyeccion. 1C31 es
un adyuvante nuevo; los componentes activos son un péptido cationico de 11-mer (KLK} y un
oligodesoxinucledtido de 26-mer (ODN1a) en una solucién acuosa amortiguada.

Se evaluaron los par4metros toxicologicos convencionales, como mortalidad, signos ctinicos,
evaluaciones del sitio de inyeccion dérmico después de la inyeccion y hasta la resolucion si era
necesarié, peso corporal, consumo de alimentos y agua, examenes oftalmoldgicos, examenes fisicos
(frecuencia cardiaca, frecuencia respiratoria y temperatura corporal) y parametros de patologia clinica
(hematologicos y de quimica clinica). Se practicaron necropsias los dias 31 {grupo principal) y 43
(grupo de recuperacion), que incluyeron pesos de organos terminales y examenes macroscopicos post
mértem completos. Se efectud estudio microscépico de determinados tejidos/organos. Ademas, se
evalu6 fa inmunogenicidad en muestras recolectadas antes de ia prueba, antes de [a dosificacidn de
los dias 15 y 29, y en la necropsia del dia 43. Se us6 el andlisis de inhibicion de la hemaglutinacion
(IH) para detectar la presencia de anticuerpos séricos contra el virus de la gripe.

No hubo mortalidad. No se observaron efectos relacionados con el tratamiento respecto de! peso
corporal, el aumento de peso corporal, el consumo de alimentos o los signos clinicos en ninguno de
los grupos. No hubo ninguna irritacion dérmica ni hallazgos oftalmoscopicos en vida,

No se detectaron efectos relacionados con el tratamiento en cuanto a temperatura corporal, frecuencia
cardiaca y frecuencia respiratoria, sobre la base de datos evaluables. Sin embargo, debido a un error
técnico (se fomaron las determinaciones después de haber colocado a los animales bajo una lampara
de calor para facilitar la extraccién de sangre), algunos de los datos no se consideraron confiables. |
Los efectos relacionados con el tratamiento sobre los parametros hematolégicos en los grupos 2, 3y 4
incluyeron aumento de los niveles de fibrindgeno y ligera disminucion del tiempo de protrombina (TP).
En las hembras que recibieron TIV + MF59 o TIV + B alta + F58, disminuyo ligeramente el tiempo de
tromboplastina parcial activada (TTPA). En animales tratados, las evaluaciones de quimica clinica
mostraron un aumento de las globulinas totales, con la comespondiente disminucion de la relacion
albumina: globulina; esto es esperable después de la administracion de una sustancia
inmunolégicamente activa. Todos los valores regresaron a los rangos preprueba hacia €l final de la
recuperacion. Los hallazgos observados en este estudio son compatibles con los observados en otros
estudios toxicologicos en conejos con vacunas adyuvantadas con MF58,

En la necropsia principal (dia 31), las observaciones macroscopicas en los grupos tratados
consistieron en agrandamiento de los ganglios linfaticos iliacos en todos los machos y en 3 hembras
del grupo 2, 3 del grupo 3 y 1 del grupo 4. Ademas, 2 hembras del grupo 2 presentaban
agrandamiento de fos gangfios linféticos popliteos. En la necropsia posrecuperacion (dia 43), un
macho del grupo 3 y una hembra del grupo 4 tenian agrandamiento de los ganglios linfaticos illacos.
Los sfectos sobre los ganglios linfaticos de drenaje son compatibles con la vacunacion, y todos los
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deméas hallazgos se consideraron incidentales y dentro del rango normal de variacion para esta -
especie.

Hubo un ligero aumento de! peso absoluto y relativo de las glandulas suprarrenales en las hembras del
grupo 3, en la necropsia del dia 31; no se detectaron cambios histopatoldgicos ni diferencias respecto
de los controles el dia 43. El peso del higado aumentd en un macho y dos hembras del grupo 4 el dia
31, pero no se alcanzd significacion estadistica ni se observd un correlato hisiopatolagico. No se
observaron diferencias respecto de los controles el dia 43.

La histopatologia de los sitios de inyeccidn revelé que la administracion de las formulaciones
vacunales s¢ asociaba con un bajo grado de Inflamacién en los sitlos de inyeceion y cambios reactivos
de los ganglios linfaticos locales. No parecia haber diferencias significativas en la incidencia o
intensidad de estos cambios entre las tres formulaciones de vacuna, Ei aumento de los niveles totales
de antigeno de 45 a 60 g no aumentd la toxicidad local ni la reactogenicidad en congjos. No se
observaron cambios histopatologicos asociados con el tratamiento ni indicativos de toxicidad sistémica
en ningln ofro tejido.

El andlisis de muestras séricas {no GLP) para investigar anticuerpos contra la cepa A (H3N2) y/o la
cepa B de virus de la gripe reveld que todos los animales tratados tenian titulos detectables después
de la primera dosis. Por lo general, los titulos aumentaron después de la segunda dosis y se
mantuvieron estables durante todo el periodo de recuperacion que finalizo el dia 43.

Sobre la base de los datos en vida, las observaciones post mértem y la histopatologia, las
formulaciones vacunales TIV + H3N2 alta + MF59 + 1C31 y TIV + B alta + MF5Q eran comparables a
TIV + MF59 (la vacuna Fluad autorizada). Todas las vacunas fueron bien foleradas, y no se observd
ninguna evidengcia de toxicidad.

Adyuvante MF59

Se completd un paguete completo de estudios toxicoldgicos GLP con MF59. Hasta la fecha, MF59 no
se ha asociado con toxicidad sistémica y tiene un bajo orden de reactogenicidad local. En estudios de
dosis repetidas en conejos, los hallazgos de patologia clinica de aumento del fibrinégeno, y cambios
inflamatorios y degenerativos menores en el sitio de inyeccion son compatibles con los efectos de las
inyecciones intramusculares de un adyuvante inmunoldgico. Estos hailazgos son facilmente
reversibles en ef término de dias a 1-2 semanas. En estudios toxicoldgicos de dosis repetidas en
perros, No se observaron efectos sobre parametros del sistema cardiovascular ni del sistema nervioso
central (seguridad farmacologica). El MF59 no es genotoxico (prueba de Ames) ni clastogenico
(microndicleo en ratones), no es un sensibilizante dérmico (cobayo) ni fue teratdgeno (rata y conejo) o
téxico para el desarrollo (rata). La siguiente tabla presenta una resefia det programa prectinico,
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Tabla 5 Programa de toxicologia con MF59
Tipo y duracion del | Via de | Especie Compuesto
estudio administracion administrado?
Toxicidad por dosis _
N Intramuscular Conejo 1-2x MF59
{inica
Toxicidad por dosis
repetidas Intramuscular Conejo 1-2x MF59
(2-14 dosis)
fn vitro N/A N/A
Genotoxicidad
Intraperitoneal Raton Hasta 5000 mg/kg
Toxicidad reproductiva ' .
. Intramuscular Rata, conejo 0,25-2x MF59
(6-23 dosis)
Tolerabilidad local ‘
‘ Intramuscular Conejo, perro 1-2x MF59
(2-3 dosis)
Otra toxocidad | Intradérmica y
, , Cobayo 0,25-2x MF59
(3 dosls) topica
| [ Intramuscular, Rata, cobayo, conejo, | Diversos  antigenos
Otros (otro) estudios | . ,
(2:6 dosi) intradermica y | marmota  americana, | adyuvantados  con
-6 dosis
topica chimpancé MF59

iLa dosis clinica estandar de MF59 es de 0,25 ml (combinado con 0,25 ml de antigeno}. En estudios
preclinicos, una dosis 1x ¢ 2% de MF59 es de 0,25 0 0,5 ml, respectivamente.

El paquete preclinico de MF59 es sustancial; por lo tanto, en este dossler, se presentan solo 108
estudios fundamentales y un subgrupo de estudios no fundamentales. Los considerados
fundamentales son estudios de toxicidad por dosis repetidas, genotoxicidad, sensibilizacion y toxicidad
embriofetal y para el desarrollo; Los estudios no fundamentales son aqueflos realizados con
formulaciones vacunales compuestas por antigenos adyuvantados con MF58, con un grupo de MF59
solo; estos estudios aportan datos de seguridad adicionales. Por lo general, los estudios no
fundamentales presentados son aquellos en los que la dosis y/o la duracion de la dosificacion supera
el uso clinico actuai. Véase una lista completa de estudios no fundamentales en 2.6.7.1. Este dossier
no incluye los informes de estudios no fundamentales, pero se los remitio al Archivo Maestro de
Biofarmacos BB-MF 13858 (emulsidn adyuvante MF59C.1).

Toxicidad por dosis repetidas: estudio intramuscular de 14 dias en conejos

En ests estudio GLP (Estudic No. 20-6081), conejos Nueva Zelanda Blanco recibieron inyecciones
Intramusculares diarlas de 0,5 ml de solucion salina o MF59 durante 14 dias. Se practict la nscrepsia
de la mitad de los animales el dia 15, y del resto, &l dia 22 después de un periodo de recuperagion de
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7 dias. Los pardmetros de estudio incluyeron observaciones clinicas, peso corporal, consumo de
alimento, examen oftaimologico, determinaciones de quimica clinica, hematologicas, analisis de orina
y temperatura corporal. Se efectuaron examenes macroscopicos completos y se pesaron
determinados érganos. Se recolectd una lista completa de tejidos, y se pesaron determinados
organos.

Se evaluaron microscopicamente los siguientes tejidos: corazén con aorta, rifiones, pulmén, higado
con vesicula biliar, capsula de la articulacién de la rodilla, gangfios linfaticos iliacos y paraadrticos,
timo, bazo, 0jos, hipofisis, médula dsea, sitios de inyeccidn y iesiones macroscopicas.

No hubo mortalidad ni signos clinicos de toxicidad, No hubo ningdn efecto sobre el peso corporal, el
consumo de alimentos, la temperatura corporal, los parametros oftalmolégicos, de quimica clinica ni
sobre el analisis de orina. Se observé un ligero aumento de l0s niveles de fibrindgenc en las hembras
tratadas con MF59 al final del perfodo de dosificacion, pero éstos se normalizaron durante el perfodo
de recuperacion.

No hubo observaciones macroscopicas compatibles con toxicidad sistémica, Desde el punto de vista
microscdpico, se observaroh leve atrofia timica, reversible; ligero aumenio de neutréfilos y celulas
precursoras en la pulpa roja esplénica (mas marcado en las hembras); y leve hipercelutaridad de la
médula 6sea en el grupo de MF58,

En los sitios de inyeccidn de MF59, los hallazgos macroscdpicos fueron hemorragia, edema y cambio
de coloracion de los tejidos subfasciales y subcutaneos, Estos hallazgos fueron mas frecuentes
después de las Ultimas 4 inyecciones, con reduccion de la incidencia y severidad en los animales en
recuperacion, lo que indicé resolucion.

Seis de los 14 sitios de inyeccién de cada animal se evaluaron por microscopia. En los animales
tratados con MF59, los hallazgos al dia 1 posinyeccidn eran, en general, de minimos a leves y
consistian en infiltracion de neutrdfilos y macréfagos, edema, hemorragia y necrosis de miocitos, Las
observaciones a los 7 dias posinyeccion consistian en infilirados de células inflamatorias, macréfagos
y fibroblastos, con necrosis, regeneracion y calcificacion de miocitos ocasional. A ios 12 dias
posinyeccion, las observaciones eran focos minimos de macréfagos y células mononucleares,
acompafiados de regeneracion de miocitos,

L.a administracion intramuscular diaria de MF59 durante 14 dias fue bien tolerada en los conejos. No
hubo observaciones compatibles con foxicidad sistémica, y la reactogenicidad local fue de bajo orden
de magnitud. Los haliazgos en el sitio de inyeccion fueron leves y reversibles. En este estudio, el
esquema de tratamiento fue mucho mas Intenso que el previsto para cualquier uso humano de la
vacuna.

Genotoxicidad

Como MF59 contiene un producto natural con contaminantes inherentes (escualeno), se considerd
criterioso investigar la accion mutagena del adyuvante. Se investigd el adyuvante MFS9, en
formulaciones tanto acuosa como en citrato, mediante el anaiisis citogenético de micronticleos en
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ratones v el analisis de mutacion inversa bacteriana (prueba de Ames) utllizando disefios de estudio
estandares. Ambas formulaciones de MF59 fueron negativas en las pruebas de mutacion inversa
bacteriana y de micronGcleos en ratones.

Analisis de mutacién inversa bacteriana

El proposito de estos estudios GLP (Estudios Nos. G96AQ61.502 y G96AG62.502) fue evaluar el
potencial mutageno de MF59 (tanto de la formulacion en agua como en citrato) y/o sus metabolitos
determinando su capacidad de inducir mutaciones inversas en determinados loci de varias cepas de
Salmonella typhimurium y una cepa de E. colf en presencia y ausencia de activacion por S8 (prueba
de Ames). El anélisis se llevo a cabo segln protocolos estandares publicados.

Se Investigaron MF59C.1 y MFSSW.1 usando las cepas de prueba TA98, TA100, TA1535 y TA1537 de
8. typhimurium, asi como la cepa de prueba WP2 uvrA de E. colf tanto en presencia como en ausencia
de higado de rata inducido por Arocior 1254, §9 (como sisterna de activaclon metabélica). El anaiisis
s¢ realiz6 aplicando el método de incorporacion en placa.

Se utilizaron dosis de 100, 333, 1000, 3333, y 5000 ug de MF58/placa. Se empled solucion salina
como control negativo, y se incluyeron controles positivos para cada cepa bacteriana. Los controles
nositivos usados fueron los siguientes: con activacion por §9, 2-aminoantraceno; sin activacion por 89,
TAB8 = 2-nitrofluoreno; TA100 y TA1535 = azida de sodio; TA1537 = 8-amincacriding; y WP2 uvrA =
metiimetanosulfonato. No se observd ninguna respuesta positiva ni precipitado ni toxicidad apreciable,
En as condiciones de este estudio, tanto la formuiacion MF59C.1 como MFSSW.1 fueron negativas en
el Analisis de Mutacion Inversa Bacteriana.

Anélisis cifogenético de micronucleos en ratones

El prondstico de estos estudios GLP (Estudios Nos. G96AQ61.122 y GIBAQE2.122) fue evaluar el
potencial clastogénico de las formulaciones MF59C.1 y MF59W.1, medido por su capacidad de inducir
eritrocitos policromaticos micronucleados en la médula ésea de ratones macho y hembra. El analisis
se llevd a cabo de acuerdo con protocolos estandares publicados.

En el andlisis de microndcleos, ratones iCR machos y hembras recibieron vehiculo o 1250, 2500 o
5000 mg/kg de MF59 (MF58C.1 o MF59W.1) en un volumen constante de 20 mlkg por via
intraperitongal. Se usd solucion salina como control negativo y ciclofosfamida como control positivo,
Se sacrificaron animales (5/sexo por grupo) a las 24, 48 y 72 horas de la administracion de la dosis,
excepto en los controles positivos, en los que se sacrificaron cinco animales por sexo 24 horas
después de la administracion de la dosis.

No hubo mortalidad. Los signos clinicos después de la administracion de la dosis consistieron en
letargo de ratones machos y hembras a 5000 mg/kg. Se prepararon y tiffieron con May-Grunwald-
Giemsa portaobjetos de células de médula 0sea recolectadas 24, 48 y 72 horas después del
tratamiento, v se los estudié microscopicamente para investigar eritrocitos policromaticos
micronucleados. Se abservaron ligeras reducciones (hasta del 11% para la formulacion de MF5¢ en
citrato y hasta del 13% para la formulacion en agua) del cociente entre eritrocitos policromatics v







