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eritrocitos totales en algunos de los grupos tratados con el articulo de prueba respecto de los controles
respectivos tratados con vehiculo.

En ningdn punto temporal, se observd aumento significativo de fa cantidad de eritrocitos policromaticos
micronucleados por 1000 eritrocitos policromaticos en los grupos tratados con articulo de prueba
respecto del grupo contfdl tratado con vehiculo. La ciclofosfamida indujo un aumento significativa de
eritrocitos policromaticos micronucleados en ratones hembras y machos, En este estudio, ambas

formulaciones de MF59 fueron negativas en el anélisis de micrandcleos en ratones.

Toxicidad reproductiva y para el desarrolio
Estudio de toxicidad para el desarrollo (toxicidad embriofetal y potencial teratbgeno) de una
vacuna {componentes antigeno y adyuvante) administtada por via intramuscular a ratas
Crl:CD°BR VAF/Plus” hembras

El propdsito de este estudio GLP (Estudio No. 1303-002) fue evaluar la toxicidad para el desarollo -
(potencial teratégeno y de toxicidad embriofetal) de una vacuna. El foco de esta seccion es el MFSS;
por lo tanto, sélo se presentan los datos concemientes a los grupos de solucion salina y MF59 solo.

Se asignaron aleatoriamente 45 ratas hembras Crl:.CD BR VAF/Plus {Sprague-Dawley) e cada grupo.
Se inyectd a las ratas con solucion salina o con MF59 por via intramuscular el dia 1 del estudio (tres
semanas antes ds la cohabitacion) y los dias 0, 6, 8 y 10 de la presunta gestacion (ratas asighadas a
cesérea) o los dias 0, 6, 8, 10 y 20 de la presunta gestacion (ratas asignadas a parto natural), En cada
ocasién de dosificacion, se administrd 0,5 ml de MF59, el doble de la dosls clinica convencional de
0,25 mi de MF58. Los animales control recibieron 1,0 mi de solucion safina dividido en dos inyecciones
de 0,5 ml administradas en sitios distintos.

Se registrd semanalmente el peso corporal y el consumo de alimento antes de la cohabitacion, el dia 0
de la presunta gestacion y todos los dias hasta la necropsia realizada el dia 20 de presunta gestacion
(ratas asignadas a cesérea), el dia 25 de presunta gestacion (ratas asignadas a parto natural que no
parieron una camada) o el dia 21 posparto (ratas que parieron camadas). El dia 0 de presunta
. gestacién se definié como el dia que se observaron espermatozoides en un frotis de contenido vaginal
0 se observé un tapdn copulatorio in situ.

Se evalud diariamente el rendimiento de apareamiento durante el periodo de cohabitacion, y se lo
confirmé por observacion de prefiez (sitios de implantacién presentes in utero el dia 20 0 25 de la
presunta gestacion o el parto natural de una camada).

Veinte madres de cada grupo fueron sometidas a cesarea el dia 20 de la presunta gestacion. Los
pardmetros evaluados fueron el nimero de cuerpos Kitsos, el nimero y la posicion de los sitios de
Implantacién, las reabsorciones tempranas y tardlas, y ei nimero de fetos vivos y muertos, Se pesaron
y examinaron los fetos para identificar el sexo y alteraciones externas macroscopicas. Se evaluaron
alteraciones de las partes blandas en alrededor de la mitad de los fetos de cada camada mediante una
variacion de la técnica de seccidn de Wilson, Los fetos restantes fusron eviscerados, vaciados, tefiidos
con rojo de alizarina S, y se examinaron alteraciones esqueleticas y centros de osificacion.
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Se permitié que las madres prefiadas restantes tuvieran partos naturales. Se evaiud alas madi%s para
pesquisar complicaciones del parto, tamafio de las camadas y viabfiidad de las crias. Se regisiro &l
comportamiento materno los dias 1, 4, 7, 14 y 21 posparto, y se lo observd todos los dias pospartc. Se
evaluaron el sexo, el peso corporal, las anomalias externas macroscépicas y la mortalidad de las
crias. Se contaban las ciias dé Bada camada una vez por dia, y se registraban los signos clinicos, Se
practicd eutanasia a dos crias por camada, y se extrajo sangre para analisis de anticuerpos los dias 1,
4,7,14y 21, El dia 7, se sacrificaron selectivamente las crias hasta 10 crias por camada. El dia 21, se
practicé eutanasia a todas las madres y crias sobrevivientes; se examinaron lesiones macroscopicas;
y nimero y posicion de los sitios de implantacion en todas las madres. Se efectué necropsia de las
crias, y se investigaron lesiones macroscopicas.

Murleron dos animales del grupo tratado con MF59. Un animal, el ntmero 10.951, tenia una pata .

frasera tumefacta (asociada con inyeccian inframuscular) el dia 1 de presunta gestacion, y se la halld
muerta el dia 4 de presunta gestacion. El consumo de alimento fue menor los dias 12 y 3-4 de
presunta gestacion, y el peso corporal disminuyd el dia 4. Las observaciones de la necropsia fueron
vejiga ocupada por liquido, sustancia verde en el estémago y fifiones grandes con manchas color
habano y ligera dilatacién de la pelvis. No se pudo determinar el estado de prefiez, porque todavia no
se habia producido la implantacion. Esta niuerte no se considerd relacionada con toxicidad innata del
MF59, sino mas bien con una susceptibilidad individual a las administraciones miltiples de un volumen
de dosis grande (2x la dosificacién clinica) o a una ‘peculiaridad’ de la administracion de MF59 en este
animal (Estudio 1303-002).

Un segundo animal, el ndmero 10.984, presentaba una pata trasera tumefacta los dias 1, 11y 21 de
presunta gestacion, y fue hallada muerta el dia 11 de lactancia. El peso corporal y el consumo de
alimentos eran normales. Los hallazgos de la necropsia consistieron en hepatossplenomegalia y
liquido rojo en la cavidad abdominal. Este animal habfa parido una camada de 14 crias vivas que
impresionaban normales en el momento de la muerte materna, Esta muerte no se considerd
relacionada con toxicidad innata del MF59 (Estudio 1303-002),

Una rata del grupo control parié el dia 20 de presunta gestacién (ia fecha de apareamiento fue
identificada incorrectamente), v se le practicd eutanasia el dia & de lactancia. No hubo otras muertes,
ni tampoco abortos o partos prematuros.

Las observaciones clinicas relacionadas con el tratamiento consistieron en tumefaccion de ias patas
traseras. La tumefaccion se asocié con la inyeccion intramuscular, sé observd durante |a gestacion
an todos los animales que recibieron MF59 solo o con antigenos. La inyeccion de solucion saling al
0,0% no se asocié con tumefaccidn de las patas traseras.

El peso corporal y el aumento de peso corporal maternos no fueron afectados durante los petiodos
preapareamiento, de gestacion y de lactancia, Las reducciones significativas (de p < 0,05 ap < 0,01)

del consumo absoluto y relativo de alimento del dia 8 a 10 de gestacion fueron causados posiblemente
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por el MF59; todos los demés puntos temporales fueron comparables a los del control fratado con
solucién salina.

No hubo observaciones macroscépicas relacionadas con el tratamiento en las madres sometidas a
cesarea el dia 20 de gestacion. El tratamiento no afectd los promedios por camada para cuerpos
liteos, implantaciones, tamafios de las'camadas, reabsorciones tempranas, porcentaje de fetos
masculinos vivos, porcentaje de productos de la concepcion reabsorbidos y nimero de madres con
cualquier reabsorcidn,

No hubo ninguna alteracién de partes blandas o externa en los fetos. Se observé un aumento de las
incidenclas fetales v en la camada de osificacion incompleta de esternebras, pubis y/o isquiones en
fatos de madres tratados con MF59. Posiblemente, este hallazge estuvo relacionado con el
tratamiento, porque |a Incidencia superaba los ranges histéricos del centro de investigacion.

El tratamlento no afectd el parto natural. No se observd ninglin efecto sobre 108 parémefros de la
camada, las relaciones de sexo de 8 crias, el peso corporal de las crias ni los signos clinicos. La
conducta materna no fue afectada, y no hubo hallazgos de interés en la necropsia de las madres ni de
las crias.

En aste estudio, se administré MF59 cinco (grupo de cesarea) o seis {grupo de parto naturai) veces.,
Probablemente, dos muertes maternas (que no se consideraron relacionadas con toxicidad innata) y
una breve reduccién del consumo de alimento estuvieron relacionadas con el tratamiento. En los fetos,
se observd una mayor incidencia de osificacion incompleta de estemebras, pubis y/o isquiones. La
dosis de MF59 usada en este estudio fue equivalente al doble de la dosis clinica habitual de 0,25 ml.
Sobre la base del peso corporal, una dosis clinica 2x en una rata de 0,3 kg es alrededor de 400 veces
més alta que la misma dosis en una persona de 60 kg. En este estudio, no se considers que &l MF59
fuera teratdgeno ni fetotbxico.

Estudio de toxicidad para el desarroilo (toxicidad embriofetal y potencial teratogenc) de la vacuna
(componentes antigeno y adyuvante) administrada por via intramuscular a congjos Nueva Zelanda
Blanco

En este estudio GLP piloto (Estudio No. 1303-001P, ubicado en el apéndice D del Estudio No. 1303-
001), se evalud fa toxicidad para el desarrolio (toxicidad embriofetal y potencial teratdgeno) en conejos
Nueva Zelanda Blanco después de la administracion intramuscular de MF59 soio 0 en combinacion
con antigenos. Este estudio se usé para seleccionar dosis para un estudio definitivo uiterior. £l estudio
definitivo (Estudio No. 1303-001) no contaba con un grupo de MF59 solo, de manera que no se o
resume aqui.

Se asignaron cinco conejas Nueva Zelanda Blanco [Hra:(NZB)SPF} inseminadas artificialments y
presumiblemente prefiadas a cada grupo de dosis. Se Inyecto por via intramuscular solucion galina
(control) o MF50 del dia 6 al 28 de presunta gestacion, Los grupos tratados recibieron 0,25x 6 0,5x 8l
equivalente de la dosis clinica de MF58.

Se registraron semanalmente los pesos corporales antes de la asignacion al estudio, y los dias 0y 8-
29 de presunta gestacion. Se registraron los valores de consumo de alimento durante los perfodos de
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aclimatacién y de estudio. Se observd a las conejas los dias 0 y 6-29 de presunta gestacion para
detectar signos clinicos, abortos y partos prematuros; se registré 1a viabilidad por lo menos dos' veces
por dia. Se realizaron' evaluaciones oftaimolégicas durante el periodo de aclimatacion y el dia 29 de
presunta gestacion.

El dia 29 de presunta gestacién, se practico eutanasia a todas las conejas sobrevivientes. Se efectué
una necropsia macroscopica de las visceras toracicas y abdominales. Se tifieron los uteros de conejas
aparentements no prefiadas con sulfuro de amonio al 10% para confirmar la ausencia de sitios de
Implantacion. Los tefidos linfoides de tres sitios (ganglios linféticos cervicales, mesentéricos Y
popliteos) y los tejidos con leslones macroscopicas se preservaron en formaidehido al 10% con
amortiguador neutro para posible evaluacion histoldgica. Se extimd el Utero de cada coneja, y se lo
examiné para detectar prefiez, nimero y distribucién de implantaciones, fetos vivos y muertos, y
reabsorclones tempranas y tardias. Se registré ef nimers de cuerpos liteos presentes en cada ovario.
Cada feto se pas6 y examind para investigar el sexo y alteraciones macroscépicas externas.

No hubo ninguna muerte durante este estudio. Una hembra tratada con 0,6% de MF59 tuvo un parto
prematuro el dia 29 de gestacién. Se considerd que esto no estaba relacionado con el articulo de
prueba, porque fue un hecho aislado y comdn en esta raza de conejos.

No hubo ninglin efecto reiacionado con el tratamiento sobre observaciones clinicas, peso corporal,
consumo de alimente ni observaciones de la necropsia. No fue afectado ningln parémetro de ias
cesareas o las camadas. Los promedios por camada para los cuerpos liteos, las implantaciones, el
tamafio de las camadas, las reabsorciones, el porcentaje de fetos masculinos y el porcentaje de
productos de la concepcion reabsorbidos fueron comparables entre los grupos. No hubo fetos
muertos, y ninguna camada consistid solo en productos de la concepcion reabsorbidos. Se observo
una reabsorcion tardfa en una camada del grupo que recibié 0,25x de MF59. Los fetos no presentaron
alteraciones macroscopicas externas.

Este estudio se llevé a cabo para seleccionar dosis para un estudio definitivo (Estudic No. 1303 001}.
El estudio definitivo no tuvo un grupo de tratamiento con MF59 sofo; por [0 tanto, aqui no se presentan
los datos; sin embargo, el mismo esquema de dosificacion con 0,5x y 1,0x de MF59 combinado con

antigenos no ejercié ninglin efecto sobre los parametros de la camada y no fue teratogeno en conejos.

Prusba de maximizacion de Magnusson-Kligman con Biocine® MF59C.1 y Biocine® MF59W.1 en
cobayos

Se investigh el potencial de MF59C.1 y MFS9W.1 de causar hipersensibilidad por contacto retardada
mediante una Prueba de Maximizacion de Magnusson-Kligman (Estudio No. 564278),

Este estudio GLP usd cobayos hembra Dunkin-Hartley. Se investigé cada formulacion de MF58 en un
grupo de 20 animales; 10 animales controf recibieron solucion salina. Las concentraciones de MF59
para cada fase de! estudio se determinaron por hallazgo de rango; para la fase de induccion
intradérmica, se utilizé MF59 al 2%, y para las fases de induccion topica y desafio, se usd MF59 al
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100%. Se clasificaron las reacciones cutaneas después de cada procedimiento mediante un sistema
de puntuacién estandarizado.

Para la induccion intradérmica en grupos de prueba, se administraron inyscciones dupiicadas de 0,1
mi de las siguientes soluciones en la piel escapular. Adyuvante Completo de Freund (FCA) acuoso al
50%, una mezcla 1:1 {v/v) de MF59 al 2% y selucion salina al 0,9% y una mezcla 1.1 (viv) de MF5Q al
2% y FCA acuoso al 50%. Los animales control recibieron inyecciones intradérmicas duplicadas de 0,1
ml de las siguientes soluciones; FCA acuoso al 50%, solucidn salina al 0,8% y mezcla 1:1 (vi) de
solucion salina al 0,9% y FCA acuoso ai 50%.

Seis dias despugs, se recortd el pelo de la region escapular, y se investigaron signos de iritacion en
los sitios de Inyeccidn, Al dia sigulents (dia 7), se prastico una segunda induccion por via topica en los
mismos animales. Los animales de prueba fusron tratados con 0,5 mi de MF59 al 100%, v los
controles con 0,5 ml de solucion salina al'0,9%. Se cubrid el sitic con un vendaje oclusive durante 48
horas, y después, se lo examing para detectar signes de irritacion.

Trece dlas después de la aplicacién topica, se volvié a recortar &l pelo de la region escapular, y al dia
slguients (dia 21), se trat6 tanto a los animales de prueba como a los de controf mediante la aplicacion
topica de 0,5 ml de solucién salina al 0,9% y de 0,5 m! de MF53 al 100% (desafio). Se cubrio el sitio de
prueba con un vendaje oclusivo durante 24 horas, despues de las cuales se recortd otra vez el pelo, y
se investigaron signos de irritacion. En todos los animales, se examinaron los signos clinicos dos
veces por dia, y se registraron los pesos corporales al comienzo y al final del estudio.

Durante la induccion intradérmica, se observaron reacciones ligeras en todos los animales de prueba
(MF59C.1 y MF59W.1). Ninguno de los animales control presentd ninguna reaccion.

Durante la fase de induccion topica, se observaron reacciones leves en 4/20 animales del grupo de
MF59C.1 y 10/20 del grupo de MF53W.1. En el grupo control, 2/10 animales presentaron reacciones
leves.

Durante el desafio, 3/20 animales tratados con MF59C. 1 tuvieron una reaccién positiva a las 24 horas;
en 1 animal, Ia reaccion persistia a las 48 hofas. No hubo ninguna reaccion positiva en ningn animal
del grupo de MF59W.1 o control,

Aparte de las reacciones en el sitio de inyeccién, no se observé ninglin otro signo ctinico, y el aumento
de peso corporal fue normal. En las condiciones del ‘anélisis, no se considerd que MF59C.1 ni

MF59W.1 fueran sensibilizantes en cobayos.

Excipientes e impurezas

Trioleato de sorbitan y polisorbato 80

El trioleato de sorbitan (Yamamoto, 1983) y el polisorbato 80 (Varma, 1985) se han utilizado
ampliamente como agentes tensioactivos y en formulaciones de microemulsiones para diversos
experimentos farmacolégicos. El trioleato de sorbitan se usa mucho como aditive de alimentos, porque
tiene baja toxicidad oral. Estudios en ratas que utilizaron la via intravenosa indicaron un bajo nivel de
toxicidad con un nivel de ausencla de efecto de airededor de 50 mg/kg. No se considera que el
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trioleato de sorbitan del MF59 tenga implicaciones farmacocinéticas mensurables o que represente un
problema de seguridad.

El polisorbato 80 se ha utiizado en fa formulacion de liposomas estéricamente estabilizados como
sistemas de administracién de farmacos (Kronberg, 1990). Estos liposomas estan compuestos por
lipidos enddgenos biodegradables que no son considerados toxicos. Ademas, el polisorbato 80 se usa
ampliamente para estabilizar emulsiones o suspensiones (Lundberg, 1994) en preparaciones de
dosificacion para estudios toxicolégicos en animales, lo que atestigua su aceptacion como no oxicos
en bajas concentraciones. Sin embargoe, los parros muestran particular sensibifidad a la administracion
intravenosa e intramuscular de polisorbato 80, aun a concentraclones bajas (Auletta, 1896). Los perros
Beagle presentan reacciones similares a respuestas alérgicas, como tumefaccién facial, hiperemia
generalizada, polidipsia y vocalizacion. Como estas reacclones no se observan en séres humanos, ios
perros, en este ¢aso, no se consideran un modelo apropiado para evaluar fa toxicidad humana. §i bien
los perros son sensibles al polisorbato 80, no se observaron efectos adversos de este tipo cuande se
les administraron inyecciones intramusculares de MF59.

Escualeno

Ei escualeno empleado en la formulacion del adyuvante MF59 es un producto natural de pescado
existente en el mercado, que puede contener vestigios de dioxinas y/o bifenilos policlorados {PCB). Se
han establecido niveles maximamente aceptables de exposicion humana cronica. El Comite Cientifico
nara Alimentos (Scientific Committee for Food, SCF) evalué los riesgos sanitarios derivados de ia
presencia de dioxinas y PCB similares a dioxinas en los alimentos. Esto incluye una evaluacion de fa
ingesta dietética de dioxinas y PCB similares a dioxinas por la poblacion de la UE y la identificacion de
los principales contribuyentes a la carga corporal. Dado &l carécter persistente de estos compuestos,
ol SCF establecid una ingesta semanal toleratle (tolerable weekly infake, TWI) de 14 pg de
aquivalentes toxicos (foxic equivalents, TEQ) por kg de peso corporal para las dioxinas y los PCB
similares a dioxinas. Esta TW! se ajusta a la ingesta mensual tolerable provisional {provisional
tolerable monthly intake, PTMI) of 70 pg/kg de peso corporal por mes establecida por el Comité
Conjunto de Expertos de la FAO/OMS sobre Aditives de Alimentos (Joint FAO/WHO Expert Committee

“on Food Additives, JECFA) en su quincuagésima séptima reunion (Roma, 5-14 de junio de 2001; WHO

Technical Report Series, No. 809, 2002) y coincide con ¢l extremo inferior del rango de la ingesta
Diaria Tolerable (Tolerable Daily Intake, TDI) de 1-4 pg WHO-TEQ/kg de peso corporai, establecida
por la Consulta de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en 1898 (Europa, 2001). Aunque estas
especificaciones son para exposicion total crénica y no para productos farmacéuticos de uso
parenteral, se puede justificar la inferencla de seguridad por el bajo nivel y la exposicién infrecuente en
esquemas de vacunaclon en comparacion con el consumo diarie cronico a través de alimentos y aire.

Una sola dosis anual de Fluad contiene 0,25 ml de MF59. E! volumen de 0,25 ml de MFS9 contiene
9,76 mg de escualeno. La especificacion para equivalentes toxicos (TEQ) de dioxinas y PCB en 6l
escualeno se ha fijado en < 661 pg/g. Por lo tanto, el maximo TEQ posible es de 6,44 pgldosis. La
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Ingesta Diaria Tolerable (TDI) establecida por la Consulta de la Organizacion Mundial de la Saiud
(OMS) en 1998 (Europa, 2001) es de 1-4 pg TEQKg de peso corporal. Sobre la base del peso
corporal, la maxima cantidad tedrica de PCB/dioxina de una sola dosis de Fluad para un adulto de 60
kg seria de 0,107 pg TEQ/kg, menos del 3% del limite superior {4 pg TEQ/kg) de TDI.

En conclusion, es muy improbable que los excipientes y/o Impurezas analizados antes se asocien con
efecto farmacodinamico o toxico en los niveles de MF59 usados en Fluad.

2.4.5 Resumen integrado y conclusiones

El aval preclinico para Fluad se basa en estudios farmacolégicas y toxicologicos en varias especies.
Los estudlos farmacologicos primarios, efectuados por via subcutanea o intramuscular, demostraron
que la inmunizacion de ratones {anto jévenes como mayores con vacunas antigripales, solas o en
combinacion cor MF59, Induce una respuesta de anticuerpos especificos contra lfos antigenos
relacionada con la dosis, aun en ratones seropositivos, Otros efectos beneficiosos asociades con la
vacunacion fueron la proliferacion de linfocitos derivados del bazo, la reduccion de la carga viral
pulmonar después del desafio con virus de la gripe y, mas importante aln, la proteccion contra dosis
letales de virus de la gripe hasta 200 dias posvacunacion. En todos los casos, la presencia de
adyuvante aumenté significativamente la respuesta inmunitatia, en ratones tanto jovenes como
mayores.

Estudios con Aflunov, una vacuna antigripal H5N1 monovalente adyuvantada con MF59, aportd datos
farmacoldgicos adicionales relevantes. Los antigenos de Fluad y Aflunov se fabrican con el mismo
proceso, y ambas vacunas contienen 0,25 ml de MF59. Se demostré inmunogenicidad en ratones,
conejas huliparas y prefiadas, y hurones. Se demostré eficacia en el modelo de desafio en ratones
con virus de 1a gripe tanto homologo como heterdlogo. Los estudios de eficacia utilizando el modelo de
desaffo en hurén demostraron que Aflunov protege contra el desafio letal con virus homdlogos y
heterslogos a la cepa vacunal, y que los anticuerpos inducidos muestran reaccion cruzada con una
cepa viral heterologa.

No se llevaron a cabo estudios farmacoldgicos secundarios ni de seguridad especiafizados que
investigaran los posibles efectos sobre parametros cardiovasculares, respiratorios y del SNC con
Fluad. Sin embargo, sobre la base de evaluaciones cardiovasculares y neurologicas en perros que
recibieron inyecciones inframusculares repetidas de adyuvante MF59, y de la conocida seguridad de
los antigenos del virus de la gripe y' Fluad en animales y seres humanos, se considera
extremadamente improbable el riesgo de efectos farmacologicos secundarios o de seguridad
imprevistos en los vacunados con Fluad.

Se Investigh Fluad y lotes de vacunas equivalentes a Fluad en estudios de toxicologla, y se lievd a
cabo un programa de ftoxicologla independiente para el adyuvante MF58. Los (nicos elecios
consistentes relacionados con MF59 son aumentos leves, rapidamente reversibles, de fibrindgeno e
inflamacion ieve reversible en los sitios de inyeccion intramuscular. Estos hallazgos son compatibles
con la administracion de materiales Inmunolégicamente activos a animales y seres humanos (Cayol,
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1995), Estos estudios cumplen con las expectativas regulatorias vigentes para la investigacion
preclinica de vacunas y adyuvantes. En estudios GLP de toxicidad por dosis repetidas en conejos, se
investigo Fluad y una formulacién equivalente a Fluad. Se administro la dosis clinica de Fluad
trivalente estacional en dos o tres inyecciones intramusculares de 0,5 ml con intervalos de 14 dias. No
se observd ningln efecto adverso sistémico, y la vacuna fue bien tolerada locaimente.

Fluad no causé hipersensibilidad sobre la base de un estudio GLP en cobayos. No se realizaron
astudios toxicolégicos en animales para investigar los efectos de Fluad sobre la fertilidad, la toxicidad
embriofatal ni la toxicidad peri/posnatal porque, en la actualidad, la vacuna se indica en adultos de 65
afios de edad y mayores. Se estudié la toxicidad reproductiva y para el desarrollo de Aflunov en
congjos: No s ohservaron efectos adversos sobre las madres, los fetos ni la descendencia. Los datos
de estudios con MF59 indican que el adyuvante no es teratégens ni fetotdxico en ratas ni congjos.

No se efectuaron estudios de mutagenicidad ni carcinogenicidad con Fluad. Estos estudios no se
requieren para productos vacunales que se administran en forma infrecuente. De todos modos, la
prueba de Ames y la prueba de micronlcleos en ratones fueron negativas para el adyuvante MFSQKZ
(tanto la formulacion en citrato como en agua). _
Se evalud exhaustivamente el adyuvante MF59 en estudios preclinicos. MF59 no se asocia ¢con ningln
potencial de toxicidad sistémica y tiene un bajo orden de reactogenicidad local. En estudios de doss
repetidas en conejos, los hallazgos patologicos clinicos de aumento del fibrinogeno, y cambios
inflamatorios y degenerativos menores en el sitic de inyeccion son compatibles con los sfectos de
inyecciones intramusculares de un adyuvante inmunolégico. Estos hallazgos revierten con facifidad en
el término de dlas a 1-2 semanas. MF59 no afecté parametros cardiovasculares ni neurcloglcos
después de administraciones repetidas a perros. MF59 no es genotéxico (prueba de Ames) ni
clastogénico {micronlicieo en ratones), no es un sensibilizante dérmico (cobayo) y ne fue teratogeno
(rata y conejo) ni toxico para el desarrolio (rata).

Los haliazgos de estudios con antigenos combinados con MF58 o con MF59 solo fueran atribuibles ai
adyuvante, sin que se observaran efectos adversos notables con la combinacion antigeno-adyuvante.
Por lo general, si bien aumenta la inmunogenicidad, los hallazgos toxicoldgicos de las vacunas
adyuvantadas con MF59 son comparables a los del MF58 solo.

Los excipientes o las sustancias quimica usadas en el proceso de fabricacion o en el producto final no
plantean una preocupacion respecto de posible carcinogenicidad, Una dosis anual de Fluad
determinaria niveles extremadamente bajos de exposicion a cualquier contaminante o impureza,

Otras posibles preocupaciones de seguridad con respecto al uso de Fiuad en seres humanos son las
reacclones de hipersensibiidad a los componentes de la vacuna o los residuos del proceso de
fabricacion, y las interacciones con tratamiento concurrente que podrian disminulr las respuestas de
anticuerpos a la inmunizacién activa, Estas preocupaciones se encararan por medio de una etigueta
aproplada.
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En conclusion, el programa preciinico demostrd la  inmunogenicidad, proteccion
toxicidad/tolerabilidad de Fluad, y los resultados preciinicos se confirmaron en la investigacion clinica y

la experiencia de comercializacion.
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INFORMACION CLINICA

2. Resumen Clinico

2.1 Fundamento del desarrollo de! producto

211 Producto experimental

Las vacunas antigripales trivalentes de subunidades contienen 3 cepas de virus de la gripe: 2 cepas A
y una cepa B. La seleccion de los virus de la gripe A y B para las vacunas se basa en las
recomendaciones anuales sobre cepas de la OMS y el CHMP para los hemisferios norte y sur,
publicadas para la estacion de gripe respectiva en el Weekly Epidemiological Record (Informe
epidemiolégico semanal) (http:/www.who.intiwer/en/). Estos virus son las cepas predominantes
consideradas mas apropiadas para la situacion epidemiolégica de cada hemisferio,

Los esfuerzos para aumentar de manera exitosa la inmunogenicidad de la vacuna, especialmente en
poblaciones delicadas como los ancianos, se han centrado en el desarrollo de adyuvantes més
potentes que aumenten la capacidad inmunogena de las vacunas antigripales inactivadas. Los
adyuvantes bien conocidos y seguros de sales de aluminio no fueron tan eficaces como se preveia
cuando se los combind con vacunas antigripales (Gupta et al., 1993).

En este contexto, se desarrolié el adyuvante MF59C.1, una emulsion oleoacuosa (Ott et al., 1995). El
aceite utilizado, escualeno, se obtiene del higado de tiburon v se detecta en seres humanos como
metabolito del colesterol y como un componente normal de las membranas celulares. Se redujo el
- tamafio de las particulas de escualeno mediante homogeneizacidn a alta presion, lo que aumenta de
manera sustancial la actividad adyuvante del escualeno, y se lo estabilizé mediante el agregado de un
emulsificador hidrosoluble (polisorbato 80) y un emulsificador liposoluble (trioleato de sorbitan). La.
formulacion resuitante se denomind MF59C.1. La emulsion adyuvante MF59C.1 combinada ¢con la
vacuna antigripal trivalente de subunidades autorizada, Agriflu, constituye la vacuna antigripal
adyuvantada de Novartis Vaccines (conosida antes como Chiron), denominada de aqui en adelante
Fluad. '

Fluad (vacuna antigripal, de antigenos de superficie, inactivada, adyuvantada con MF53C.1) se
autorizé desde 1997 y, en la actualidad, es la (nica vacuna adyuvantada contra la gripe estacionai en
el mercado global. Hoy en dia, la vacuna esta aprobada para la profilaxis activa contra la gripe en
ancianos. Se la aprobd en 12 paises de la UE mediante un procedimiento de reconocimiento mutuo
que concluyd de manera positiva el 23 de abril de 2000 (Austria, Bélgica, Dinamarca, Francia,
Alemania, Grecia, Irlanda, ltalia, Luxemburgo, Portugal, Espafa y Suecia), Entre 2001 y 2010, tambien
se obtuvo la autorizacién de comerclalizacion en Argentina, Australia, Brasi, Bosnla, China, Colombia,
Croacta, Replblica checa, Hong Kong, Méxlco, Nueva Zelanda, Filipinas, Serbia-Montenegro,
Singapur, Sudéfrica, Sulza y Tailandia. Globalmente, Fluad estd autorizada en la actualidad en 30
paises del mundo. El esquema de vacunacién con Fluad en la poblacion recomendada hoy en dia
(ancianos) consiste en una sola dosls anual de 0,5 mL, por via intramuscular {IM). Desde la primera
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autorizacion, se distribuyeron mas de 47 millones de dosts de Fluad (y productos de imitacion) en fodo
el mundo, y el analisis de los datos poscomercializacion demuestra un buen perfil de seguridad. ‘_
Asi, hay una extensa base de datos clinicos sobre la seguridad e inmunogenicidad de Fluad, que no
cambia después de la modificacion de la composicion de las cepas. La base de datos de seguridad
clinica de Fluad se evalud en mas de 14.000 sujetos en total, incluidos nifios, adolescentes y adultos
no ancianos, pero se centrd principaimente en la poblacion vulnerable de ancianos (mas de 12.000
ancianos), a partir de la estacion de gripe 1992/93.

21.2 Antecedentes

La gripe todavia es un problema sanitario importante en el mundo y es una de las principales causas
de muerte. Se estima que las epidemias estacionales de gripe causan, predeciblemente, de 250.000 a
500,000 muertes por afio (Weekly Epidemiological Record, 2005), Ademas, ei virus de fa gripe sigue
sisndo una causa Importante de infeccion respiratoria y contribuye mucho & la morbilidad de
poblaciones en riesgo. El virus de la gripe provoca enfermedad en todos ios grupos etarios. Las tasas
de infeccion son méximas en nifios pequefios, pero las tasas de enfermedad seria y muerle son
maximas en ancianos e Individuos de cualquier edad con enfermedades médicas qus los exponen a
mayor riesgo de complicaciones secundarias a la gripe (Girard et al., 2005).

Las cepas de virus responsables de brotes de gripe varian de manera impredecible, de modo gue el
subtipo del virus, as! como fa magnitud de la actividad del virus cambian de una estacion de gripe a la
siguiente (Kendal, 1987). Este cambio confiere una ventaja selectiva al nuevo subtipo del virus, contra
el que grandes segmentos de la poblacion tienen inmunidad insuficiente, fo que los torna susceptibles
a la infeccion (CDCP, 2001). La aita mutabilidad genética del virus de ia gripe exige que los sistemas
de vigilancia nacional de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) realicen un control continuo de
los casos de gripe durante cada estacion para identificar los antigenos virales que prevalecen en la
poblacién. Siguiendo las recomendaciones de estos sistemas de vigilancia, todos los afios se
producen vacunas ad hoc para fa profilaxis activa contra la gripe que se distribuyen en todo &f mundo
para protéger contra nuevas variantes del virus de la gripe,

Aunque nuevos agentes antivirales han mejorado la capacidad de tratar la infeccion gripal, la
vacunacion continda siendo el método més importante para controlar la gripe mediante fa prevengion.
Las vacunas antigripales ofrecen proteccion costo-efectiva contra la enfermedad y sus complicaciones,
y por esta razon, se las recomienda y utiliza ampliamehte todos los atos antes de la estacion de gripe
prevista (Scuffham et West, 2002; Nichol, 2008), en especial para ancianos. Los mayores de 65 afios
tienden a tenar respuestas inmunitarias méas débiles que los individuos mas Jovenes; por lo tanto,
aumentar |a capacidad Ihmundgena de una vacuna antigripal con un adyuvante, como en el caso de
Fluad, tiene un valor agregado evidente en este grupo etario,

243 Resefia de los estudios clinicos con Fluad
La tabla 6 presenta una resefia de los estudios clinicos patrocinados por Novartis para esta sqf
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Globalmente, se llevaron a cabo 39 estudios clinicos en pacientes 2 65 afios para &l desarrollo clinico
de Fluad en ancianos, incluidos estudios randomizados controlados y estudios no controlados
efectuados en su mayor parte para la actualizacion anual de cepas estacionales. Siete de estos
estudios fueron estudios de extensién, con una segunda o tercera vacunacion consecutiva (V7P3X1,
V7P3X2, VIP5X1, VTP5X2, VIPTX1, V7P8X1 y V7P25X1). La base de datos clinicos globales de
Fluad incluye a sujetos de diferentes paises, continentes y hemisferios, y los estudios se realizaron
durante distintas estaciones de gripe de 1992/93 a 2009/10.

Estos estudios se efectuaron en un periodo de alrededor de 20 afios; en consecuencia, ia formulasion
de Fluad cambié con el tiempo, p. &), a principio, se mezclaban los antigenos y el adyuvante MF58 a
la cabecera del pacients. Asimismo, la formulacion original era en agua y, a lo largo del tiempo,
Incorpord diferentes concentraciones de conservante tiomerosal, La formulacion actual de Fluad no
contiene tiomerosal, sino amortiguador (buffer} citrato y se presenta en jeringas monodosis
prellenadas que contienen adyuvante MF59 y antigenos HA premezclados,

En esta solicitud, se utilizan datos de los 39 estudios para avaler el perfil de segurided de Fluad,
mientras que se consideraron fundamentales datos de cinco estudios (V7PS, V7P8, V7P17, V7P24,
V7P34) para avalar la mejor inmunogenicidad de Fluad respecto de las vacunas antigripales
convencionales no adyuvantadas (tanto de subunidades como fracclonadas). Cabe destacar que, en
cuatro de estos estudios fundamentales, la vacuna de comparacién fue Agriflu, la vacuna estacional de
Novartis producida con la misma plataforma de produccion que Fluad, pero sin adyuvante, y aprobada,
hace poco, en Canada. La vacuna de comparacion del quinto estudio fue una vacura fraccionada
(Fiushield en el estudio V7P24). Ademas, en esta solicitud, se presentaron los resultados de
inmunogenicidad del estudio V7P3 como aval de la mayor reactividad cruzada contra cepas
heterovariantes del virus de la gripe conferida por Fluad, |
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