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Prueba Ph. Eur. / Métodos Etapa Prueba de liberacién
o caracterizacion

tos ferina Desafio bacteriano en ratones ' caracterizacion
Inmunogenicidad contra la Ph. Eur. 2.7.20 Producto final a granel Prueba de
poliomielitis Prueba de jnmunogenicidad en caracterizacion

ratas
Inmunogenicidad contra Método interno Producto final a granel Prueba de
Haemophilus Prueba de inmunogenicidad en caracterizacion

tatones ‘
Potencia de hepatitis B Ph. Eut, 2.7.13 Producto final a granel Prueba de

Prueba de inmunogenicidad en caracterizacion

ratones J

Una de las limitaciones para el desarrolio de nuevas vacunas combinadas es e! posible problema
de las interferencias antigénicas que podrian producirse cuando se mezclan diferentes antigenos
en la misma formulacion. Estas competencias antigénicas se deben controlar y limitar para
garantizar que todos los componentes activos de las vacunas combinadas inducen una respuesta
inmunitaria protectora satisfactoria.

Se dispuso un modelo murino preclinico para analizar la interferencia antigénica entre el antigeno

de superficie de la hepatitis B (HBsAg) y el polisacarido de Haemophilus influenzae tipo b
conjugado con proteina tetdnica (PRP-T) cuando se administraban solos, combinados o incluidos
en la vacuna combinada Hexaxim. Se seleccionaron HBsAg y PRP-T porque la vacuna Hexaxim

contiene una fuente nueva de HBsAg y porque se habia informado que ambos antigenos eran mas

sensibles a las interferencias antigénicas (M 2)(3) @) (5).

Los objetivos de este estudio preclinico eran evaluar:

o el efecto del hidroxido de aluminio sobre las respuestas inmunitarias de HBsAg y PRP-T,

e una posible competencia antigénica entre los antigenos HBsAg y PRP-T,

o lapolarizacién y persistencia de las respuestas inmunitarias inducidas por ambos antigenos.

Para llevar a cabo este estudio, se prepararon lotes experimentales a escala de laboratorio con la
formulacion inicial de la vacuna. La descripeion de los lotes esta disponible en el informe del
estudio F.IM.TAN002.Ms.

2 Farmacodinamia primaria

Los métodos utilizados para evaluar la potencia de los diferentes antigenos se describen a
continuacion. Se probé la potencia de los seis antigenos en cuatro lotes de la formulacion para

comercializacién de Hexaxim: tres lotes de consistencia de 250 L utilizados en un estudio clinico

y un lote de 50 L utilizado en un estudio toxicolégico como se describe en la tabla 2.
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Tabla 2; Descripcién de los lotes de Hexaxim utilizados para la evaluacion de-
inmunogenicidad de los antigenos

Elaboracion del producto final a

Etaboracion del producto llenado

granel
Nimero de lote Fecha © Nfimero de lote Envase Fecha Estudio
IND09014 10 de junio de 2009 | - - - Estudio
(50 litros) intramuscular de
dosis repetidas en
conejos
HXI.RDcb09/03
FDV01398 (04 de noviembre de | S4312 Vial 08 de febrero de Estudio de
: 2009 2010 consistencia de fase
250 titr
(250 litros) 11 A3L24
FDV01416 18 de noviembre de | S4313 Vial (9 de febrero de Estudio de
: 2009 2010 consistencia de fase
2 t g
(250 litros) 11l A3L24
FDV01420 02 de diciembre de | S4314 Vial 10 de febrero de Estudio de
. 2009 2010 consistencia de fase
(250 litros) 111 A3].24

Todas las pruebas se resumen la seccidn 2.6.3. Resumen tabulado de farmacologia.

2.1  Potencia diftérica en cobayos

El método descrito en esta seccién cumple con lo establecido por la Ph. Eur, en su monografia
2.7.6 segln la Ph. Eur. 2067.

Los diferentes lotes de Hexaxim se someten a prueba mediante un andlisis de desafio intradérmico

para determinar la potencia de
método de ensayo se utiliza para
proteccion que proporciona la vacuna contra la act

inyectada por via intradérmica en el cobayo.

Se inmuniza por via subcutanea a gru
dilucién asignada de la vacuna analiza
una referencia internacional, una vacuna
selecciona un grupo de cinco cobayo
recibieron la dilucién de las vacunas con una

0,75 Ul/mL. En el dia 28, todos los animales son sometidos a
0,0512 Lf /0,2 mL de toxina diftérica y cada uno de los animales del grupo de control recibe una
de 1as cinco diferentes dosis de la toxina de desafic. Se observan los lugares de la inyeccidn 48

horas después del desafio y se registra la aparicién de eritema o necrosis. Su apari
como positiva ¢ indicab
reflejaba la proteccién de los animales. Se utilizan métodos estadisticos adecuados para calcular la

&n con la vacuna de referencia.

acidn estadistica de la respuesta inmunitaria es que la
da dosis humana unica de 0,5 mL y que el limite

potencia de la vacuna de prueba en comparaci

El criterio de aceptacion basado en la evalu
actividad no debe set inferior a 30 Ul por ca

1 toxoide diftérico en comparacién con la vacuna de referencia. Este
las pruebas de control de rutina de los lotes y pretende evaluar la
ividad dermonecrética de la toxina diftérica

pos de ocho cobayos (Dunkin-Hartley) con 1,0 mL de la

da o de la vacuna de referencia. La vacuna de referencia es
de toxoide diftérico adsorbido de la EDQM. Se

s como controles no inmunizados. En el dia 0, los cobayos
dilucién doble que variaba entre 6 Ul/mL y

una prueba de desaffo con al menos

¢idn se registra
a que los animales no estaban protegidos, mientras que su ausencia

40
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inferior de confianza (p = 0,95) no debe ser inferior a 20 Ul de toxoide diftérico por dosis, en
comparacion con el estandar de referencia de la difteria.

Se determinaron los resultados del ensayo de potencia contra la difteria en cobayos de 42 (34-
52) UL, 57 (43-82) UL, 76 (57-113) Ul y 41 (28-58) UI respectivamente para los lotes de PFAG
FDV01398, FDV01416, FDV01420 ¢ IND0S014.

2.2 Potencia tetanica en ratones

El método descrito en esta seccion cumple con lo establecido por la Ph. Eur. en su monografia
2.7.8 segan la Ph. Eur. 2067.

Se evaldia la potencia de la vacuna tetdnica mediante determinacién de la dosis que protegia a la
mitad de los animales (EDsg) después de un desafio con una dosis paralizante de toxina tetanica
administrada por via subcutanea, Esta vacuna de prueba se compara con una vacuna de referencia
internacional (vacuna de toxoide tetinico adsorbido) para conseguir la misma proteccion y fue
estandarizada en UL

En el dia 0, grupos de 16 ratones hembra Swiss OF1 son inmunizados por via subcutinea con una
dosis de la vacuna de referencia con una dilucién doble que varia entre 10 Ul/mL y 1,25 TU/mL y
se realizan dos diluciones de la vacuna de prueba para obtener una titulacion de 10 Ul/mL (menos
de 0,5 mL). Se selecciona un grupo de cinco ratones como ratones no inmunizados. Veintiocho
dfas después de la vacunacion, todos los ratones son sometidos a una prueba de desafio con la
toxina tetanica con 50 dosis paralizantes S0 (S0PD50) por inyeccion subcutdnea. El grupo de 5
ratones no inmunizados recibe una dilucién de la solucion de toxina para determinar la actividad
de la toxina por inyeccion subcutdnea. Luego, los ratones se observan durante los cuatro dias
siguientes para puntuar los sintomas que aparecen debido al desafio. Los sintomas se clasifican en
cinco categorias desde los menos graves (T1) hasta los més graves (T5). La potencia de la vacuna
de prueba se expresa en Ul/dosis y se calcula con relacidn al estandar de referencia del tétanos
(vacuna tetdnica adsorbida de la EDQM). |

El criterio de aceptacion basado en la evaluacion estadistica de la respuesta inmunitaria es que el
limite inferior de confianza (p = 0,95) no debe ser inferior a 40 UI de toxina tetdnica por dosis, en
comparacion con el estandar de referencia del tétanos. Este criterio de aceptacion esté definido por
fa monografia 2067,

Se determinaron los resultados del ensayo de potencia del tétanos en ratones de 556 (280-853) Ul,
584 (413-795) Ul y 705 (485-1017) Ul respectivamente para los lotes de PFAG FDV01398,
FDVO01416, FDV01420. La potencia del tétanos del lote IND09014 se determind con el método
de letalidad anterior que fue sustituido por la Ph. Eur. y da resultados comparables, esto

es, 893 (584-1243).
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2.3 Inmunogenicidad contra tos ferina en ratones

2.3.1  Inmunogenicidad contra tos ferina en ratones

Se evalud la inmunogenicidad de ambos componentes de B. pertussis acelular (esto es, el toxoide
pertisico PTxd y la hemaglutinina filamentosa FHA) en ratones de conformidad con Ph. Eur. en
su monografia 2.7.16 segln Ph. Eur. 2067.

El objetivo de este ensayo es verificar la capacidad de la vacuna para inducir la formacion de
anticuerpos especificos en comparacion con una vacuna de referencia (lote de Hexaxim)
examinada en paralelo.

Se inmuniza a grupos de diez ratones Swiss hembra el dia 0 con la vacuna de prueba, la vacuna de
referencia o PBS como control negativo. Los ratones reciben 5 ug/0,5 mL de PTxd y FHA (1/5 de
la dosis humana) por via intraperitoneal y son sangrados el dia 28 para medir por ELISA los

anticuerpos séricos contra PTxd y FHA. Los titulos se expresan en unidades ELISA/mL (UE/mL).

El criterio de aceptacion es que los titulos de anticuerpos anti-PTxd y anti-FHA inducidos por la
vacuna de prueba no sean significativamente diferentes (p = 0,95) de los de la vacuna de
referencia.

Todos los resultados para el toxoide pertasico (PTxd) y para la hemaglutinina filamentosa (FHA)
en ratones cumplian para los lotes FDV01398, FDV01416, FDV01420 ¢ INDQ9014.

932  Actividad de la vacuna contra la tos ferina sobre el desafio bacteriano

La capacidad de la vacuna contra la tos ferina para proteger contra una infeccidén pulmonar por
Bordetella pertussis se evalué tras un desafio intranasal en ratones y reflejaba la actividad de la
vacuna. El estudio en animales se lievé a cabo para caracterizar este antigeno en Hexaxim.

Se inmunizé a 20 ratones Balb/c hembra por via subcuténea 22 dias antes (D-22) y 14 dias
después se les administré una dosis de refuerzo (D-8) antes del desafio (D0) con la vacuna de
prueba o la vacuna de referencia como control positivo. Recibieron ¥4 de la dosis humana bajo
125 uL. Un grupo de 20 ratones inyectados solamente con diluyente representd el control
negativo.

El DO, los ratones fueron sometidos a una prueba de desafio con 50 pL de suspension bacteriana
en fase virulenta por goteo en las fosas nasales. Se lleva a cabo una cinética de muestreo para
extraer los pulmones el DO + 2 h después del desafio, D5, D8 y D12. En cada momento de
muestreo, se sacrificaron 5 ratones de cada grupo. Se llevaron a cabo recuentos bacterianos en los
pulmones para estimar la proteccion conferida por la vacuna de prueba de Hexaxim en
comparacion con la vacuna de referencia (Tetravac/Tetraxim). Para validar [a prueba se afiadi6 un
control interno al estudio en animales (DTcoq 0948).

Se compararon tres lotes de Hexaxim (54312, 84313 y 843 14) con Tetravac (lote n.° E0875) en
los ratones. Como se muestra en figura 1, los recuentos de UFC (unidades formadoras de
colonias) en los pulmones han mostrado que entre DOy D5 después del desafio, la colonizacion se
redujo ligeramente en los animales vacunados en comparacién con Jos ratones no inmunizados.
Las UFC en los pulmones disminuyeron ain méas entre D5 y D8 y se habian reducido
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drésticamente en casi cuatro veces entre D8 y D12. Este estudio en animales ha mostrado que los
tres lotes de Hexaxim eran concordantes entre si. Ademads, no hubo diferencias significativas entre
las vacunas de prueba y la vacuna de referencia. Todos los grupos presentaron recuentos de UEC
inferiores que los ratones no inmunizados, mostrando los efectos protectores de las vacunas en
este modelo de desafio.

Figura 1: Recuentos bacterianos en los pulmones de ratones desafiados con Bordetella
pertussis en el DO después de dos vacunaciones en el D22y en el D8 con las vacunas de
prueba y la vacuna de referencia. Los andlisis se llevaron a cabo en DO + 2 horas, D5, D8 y
D12 '

7
5 - —a— A = 54312
g’ 5 —m—B=54313
=
T~
ad
& 4 —a—C = 54314
g3
QI
S0
e 34 —e—D = Tetravac EQ0875
5 8
'E -
5 2 ] —u—E = Dtcoq E0948
=
i —s—F = non-immunized mice
0 T T

Days post Challenge

2.4 Inmunogenicidad contra la poliomielitis en ratas

Segun la Ph. Eur. 2.7.20, la potencia de las vacunas antipoliomieliticas fue evaluada en el modelo
animal de rata para el virus inactivado de la poliomielitis (tipo 1. 2 y 3). Se midieron los niveles
de anticuerpos en suero de ratas inmunizadas con la vacuna de referencia (Pediacel) o con la
vacuna combinada de prueba que contenia componentes de poliovirus-inactivado.

Se inyectd por via intramuscular a grupos de diez ratas Wistar hembra el dja 0 con vacunas sin
diluir o con tres diluciones de las vacunas, y se incluyeron cinco ratas en el grupo de control
(animales no inyectados). Las ratas recibicron 1 mL (un grupo a2 dosis humanas)} o 0,5 mL de las
diluciones de la vacuna de prueba que variaban entre una dosis humana y 1/16 de la dosis humana
con una dilucién doble. Fueron sangradas el D21 para evaluar la actividad neutralizadora de los
anticuerpos séricos inducidos in vitro. Se determinaron las titulaciones séricas neutralizadoras por
la proteccion que conferfan a una linea celular hepatica (Hep2) sensible al efecto citopético de un
virus de desafio (virus Sabin) que provoca muerte celular, La monocapa celular superviviente fue
tefilda para realizar una lectura visual, Se calculd la potencia comparando el numero de
respondedores para la vacuna de prueba con el namero de respondedores para la vacuna de
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referencia. No se consideré que Ia potencia de la IPV de los cuatro lotes en unidades de
proteccién/dosis fuera significativamente inferior que la de la vacuna de referencia. Los resultados
se presentan en la tabla 3.

Tabla 3: Resultados de la potencia del poliovirus inactivado de cuatro lotes de Hexaxim en
ratas

FDV01398 FDV01416 FDV01420 IND09014
Potencia del poliovirus Tipo 1: 0,7 Tipo L: 0,5 Tipo 1: 0,6 Tipo 1: 1,3
inactivado en ratas Tipo 2: 0,6 Tipo 2: 0,5 Tipo 2: 1,2 Tipo 2: 0,9
Potencia relativa Tipo 3: 1,9 Tipe 3: 1,6 Tipo 3: 3,1 Tipo 3: 1,2

2.5 Inmunogenicidad contra Haemophilus en ratones

Segdn la Ph. Eur., monografia 2067, la inmunogenicidad del PRP-T durante los estudios de
desarrollo debe realizarse en animales y fue evaluada efectivamente en el modelo de ratén OFl
para fines de caracterizacién durante el desarrollo de la vacuna. La consistencia de los lotes de
Hexaxim se demostro en este modelo animal. Segiin lo establecido en la Ph. Eur., esta prueba no
se realizard de forma rutinaria.

Grupos de ocho ratones OF1 hembra fueron inyectados por via subcuténea, en el D0 y en el D14,
con V4 de la dosis humana por ratén de la vacuna de prueba y de la vacuna de referencia positiva
(vacuna de Haemophilus conjugada Act HiB, sanofi pasteur). Un grupo de ocho ratones
permanecid sin inmunizar como control negativo. Los ratones se sangran el D21 y las IgG
antipolisacérido de Haemophilu tipo b s¢ titulan por el método ELISA en el suero.

El criterio de aceptacién es que no menos de la mitad de los ratones vacunados presenten una
titulacion no inferior a cuatro veces la del suero de control agrupado. Para cumplir, los lotes deben
indueir una respuesta humoral en més de la mitad de los ratones.

Todos los ratones inmunizados con los diferentes lotes presentaron respuesta. Los lotes
cumplieron el criterio de aceptacién y se considerd que cumplian. '

2.6  Potencia de hepatitis B en ratones

Se evalué la inmunogenicidad del antigeno de superficie de la hepatitis B en ratones Balb/c
midiendo la induccién de una respuesta humoral especifica contra el HBsAg como prucba de
caracterizacion. Este método sigue los lineamientos de Ph. Eur. 2.7.15 para el método in vivo.

Grupos de doce ratones recibieron una sola inyeccion por via intraperitoneal de 1 mL de la vacuna
diiuida que iba de 1/40 HD (0,5 pg/mL) a 1/1280 HD (0,015625 pg/mL) con una dilucién doble.
Para cada animal, se midieron las respuestas de anticuerpos IgG anti-HBsAg producidas por
ELISA en muestras de sangre extraidas el D42. El objetivo era determinar la dosis efectiva
expresada en microgramos que permite la seroconversion del 50 % de los animales 42 dias
después de la inmunizacion (ED50). La potencia relativa se expresé en funcién de una vacuna de
referencia (lote de Hexaxim).
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Una vacuna de prueba era satisfactoria si el limite superior de confianza (p = 0,95) no era inferior
al,0.

Los resuitados de todos los lotes con ambas pruebas se presentan en la tabla 4. Los cuatro lotes de
Hexaxim cumplian este criterio.

Tabla 4: Potencia de hepatitis B de cuatro lotes de Hexaxim en ratones

Criterio de Niameros de fote de Hexaxim
aceptacion
FDV01398 FDV01416 FDV01420 IND0%014
Potencia de Hep B en >1 1,210 1,164 1,171 1,461
ratones balb/e (0,628 - 2,561) (0,658 - 2,041) (0,644 - 2,268) (0,723 - 3,390)
RED_0005%083 Informacién confidencial/propietaria
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2.7 Evaluacién de la interferencia antigénica entre HBsAg y PRP-T

El objetivo de este estudio era investigar la posible interferencia antigénica de HBsAg y PRP-T
mediante el seguimiento de la magnitud de la respuesta humoral producida contra cada antigeno.

Se inmunizd tres veces a diez grupos de diez ratones NMRI a intervalos de tres semanas por via
intramuscular con HBsAg solo, PRP-T solo o una mezcla de HBsAg y PRP-T. Se compararon las
respuestas inmunitarias producidas por estos antigenos en presencia o ausencia de adyuvante de
hidréxido de aluminio y en combinacién o no con los demds antigenos de la vacuna (D, T, aP,
IPV). Para este estudio se prepararon lotes técnicos con la formulacion inicial. Las formulaciones
de las vacunas aplicadas a todos los animales inmunizados fueron idénticas a la de la vacuna
hexavalente, salvo para dos de los grupos a los que se les inyectd PRP-T o HBsAg por sepatado
de todos los demés antigenos que contenfan dos veces més hidroxido de aluminio (una dosis para
cada lugar de la inyeccién). Se monitored la cinética de las repuestas de anticuerpos especificos
IgG anti-HBsAg y anti-PRP-T a Io largo de un periodo de 16 semanas.

Como se ilustra en la figura 2 y en la figura 3, los resultados observados fueron los siguientes:

e El adyuvante de hidréxido de aluminio (AIOOH) incrementd significativamente las respuestas
de IgG anti-HBsAg y no altero las respuestas de IgG anti-PRP.

e En la combinacion hexavalente, tanto el HBsAg como el PRP-T tuvieron un efecto positivo
sobre la inmunogenicidad recfproca. La adicion de HBsAg a la combinacion pentavalente D,
T, acP, [PV, PRP-T increment6 las respuestas humerales anti-PRP-T.

e Cuando se considera la persistencia de los anticuerpos, los niveles de IgM anti-HBsAg
tuvieron una duracién breve, como se esperaba, mientras que la IgG anti-HBsAg alcanz6 una
meseta en la semana 8 (datos no presentados). A pesar de una lenta disminucion durante las
semanas siguientes, los titulos de [gG anti-IIBsAg observados en la semana 16 siguieron
siendo elevados, lo cual indica que hubo una induccién de una potente respuesta de memoria
anti-HBsAg en presencia o ausencia de otros antigenos.

o Las respuestas de la IgG anti-PRP-T aumentaron durante las primeras seis semanas,
disminuyeron ligeramente entre la semana 6 y la semana 12 y después permanecieron estables
hasta el final del estudio (semana 16). Curiosamente, las respuestas de la IgG especifica de
PRP-T disminuyeron més despacio cuando este antigeno estaba mezclado con los demas
componentes activos que cuando fue inyectado solo, fo cual abunda en el beneficio de
combinar los antigenos.

Estos datos indican que no hubo interferencias negativas significativas de la inmunogenicidad
entre HBsAg y PRP-T, formulados con o sin los demés antigenos de la combinacién hexavalente,
en presencia o en ausencia de sales de aluminio. Por el contrario, se observaron algunos
beneficios de la mezcla de estos antigenos para las respuestas inmunitarias especificas tanto del
PRP-T como del HBsAg.

RED_00059083 Informacién confidencial/propietaria
Pagina 14 de 17

ROXAN -MILOME GHRI%;TIANDO INGUEZ

BEeCTC SNIGA PODE
SENOF PASMUN S.A.  SANOF PaftsH EF? 8.A.






sanofi pasteur
352 — Hexaxim

Figura 2: Titulaciones de IgG anti-HBsAg medidas por ELISA en una cinética desde la
semana 0 hasta la semana 16 en ratones NMRI inmunizados en los dias D0, D21 y D24 con
diferentes asociaciones de los antigenos vacunales
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Figura 3: Titulaciones de IgG anti-PRP-T medidas por ELISA en una cinética desde la
semana 0 hasta la semana 16 en ratones NMRI inmunizados en los dias D0, D21 y D24 con
diferentes asociaciones de los antigenos vacunales
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3  Farmacodinamia secundaria

No se llevaron a cabo estudios de farmacodinamia secundaria ya que no se identificaron riesgos
especificos con la vacuna candidata ("Nota guia sobre pruebas farmacoldgicas preclinicas y de
toxicidad de vacunas” de la EMA [CPMP/SWP/465/95]).

4 Farmacologia toxicolégica

No se llevaron a cabo estudios de farmacologia toxicoldgica ya que no se identificaron riesgos
cardiotéxicos, respiratorios ni neurotdxicos ("Nota guia sobre pruebas farmacolégicas preclinicas
y de toxicidad de vacunas” de la EMA [CPMP/SWP/465/95]).

5 Interacciones medicamentosas farmacodinamicas

No se ha investigado informacién alguna sobre interacciones del firmaco en animales ("Nota guia
sobre pruebas farmacoldgicas preclinicas y de toxicidad de vacunas” de la EMA
[CPMP/SWP/465/95)).

6 Discusion y conclusiones

Los estudios farmacolégicos de Hexaxim constan de pruebas de inmunogenicidad y de potencia
en diferentes modelos animales para evaluar la capacidad de la vacuna para inducir anticuerpos
contra todos los antigenos componentes.

Todas las pruebas se realizaron con los lotes de formulacion para comercializacién de Hexaxim.
Todas las pruebas demostraron que los animales presentaban una respuesta inmunitaria
satisfactoria a los antigenos inyectados. En todos los casos los resultados cumplieron los criterios
de aceptacion predeterminados o, cuando no existian tales criterios, no mostraron diferencias de
respuesta en comparacion con una vacuna estandar de referencia.

Se dispuso un modelo preclinico de raton para analizar la posible interferencia antigénica entre los
antigenos HBsAg y PRP-T. Para ello, se monitorearon las respuestas humorales anti-HBsAg y
anti-PRP-T tras tres inmunizaciones de dichos antigenos inyectados solos, juntos o en
combinacidn con todos los demds antigenos de fa vacuna hexavalente: D, T, aP e [PV. No s¢
observaron interferencias negativas entre HBsAgy PRP-T que pudieran disminuir la proteccion
cuando se inyectaron de forma concomitanie con o sin los demés antigenos de la combinacion

hexavalente.
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Seccién 2.6.3 Resumen de farmacologia en tablas
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