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Ac anticuerpo

Ag antigeno

aP B. pertussis acelular

°C grados Celsius .

CBER Centro para la Evaluacién e Investigacion de Biologicos

IC . intervalo de confianza

36Cl isotopo de cloro 36

CPE efecto citopatico

CPM conteos por minuto

CO2 dioxido de carbono

CSR informe de estudio clinico

D difteria

ELISA enzimoinmunoandlisis de adsorcion

EMA Agencia Europea de Medicamentos

PAI Programa Ampliado de Inmunizaciones

UE unidad de ELISA

FAMA anticuerpo fluorescente para antigeno de membrana

FBS suero fetal bovino

FDA Administracién de Alimentos y Medicamentos

FHA hemaglutinina filamentosa

GCI Inmunologia Clinica Global

GMT titulo medio geométrico

3H tritio

HAI analisis de inhibicion de la hemaglutinacién

HbOHA antigenc') d§ oligosacaridos de Haemophilus influenzae tipo b conjugado
con albimina de suero humano

HBsAg antigeno de superficie de hepatitis B

Hib Haemophilus influenzae tipo b

HELF fibroblasto de pulmén embrionario humano

Hep B hepatitis B

HPA Agencia para la Proteccién de la Salud

HRP peroxidasa de rabano picante

A

/4

Pagina 6 de 42

DIRECTRY: fELNIGA
87U MSTER 3.4,

{ N VA
ROXANA MONTEMILONE OHFIISTIANDO%FNGUEZ

APONERADD

SANOFI PASTEUR S.A.






sanofi pasteur
352-Hexaxim

1gG inmunoglobulina G

M intramuscular

1PV vacuna antipoliomielitica inactivada

Ul unidad internacional

Lf lfmite de floculacion

LOD limite de deteccion

LLOQ limite inferior de cuantificacién (también se utiliza LOQ)

ug microgramo

ne microlitro

mL mililitro

MCD dosis citopatica minima

MDA antitoxina detectable minima

mUI miliunidades internacionales

MIT-CV prueba de inhibicion micrometabdlica con cristal violeta para difteria

MIT-pH pruebe} de inhibicic’)n micrometabdlica con indicador de desarrollo de pH
para difteria

MIT-Sa prueba de inhi‘gicic’m micrometabdlica con virus de la cepa Sabin/células
HEp?2 para polio

MIT-WT prueba de inhi_bicién micrometabolica con virus de tipo salvaje/células
Vero para polio

MMRV sarampion, parotiditis, rubéola, varicela

MNT prueba de neutralizacion en ratones

nm nanémetro

DO densidad 6ptica

PBS solucion salina tamponada con fosfato

PD farmacodinamia

UFP unidad formadora de placas

PRNT neutralizacion reductora de placas

PP per-protocol

PRP fosfato de polirribosil ribitol

PT toxina pertisica

RIA radicinmunoandlisis

Rpm revoluciones o rotaciones por minuto

SD desviacion estandar

POE procedimiento operativo estandar
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Preambaulo

Hexaxim es una nueva vacuna pediétrica hexavalente de combinacién que sanofi pasteur ha
desarrollado para la inmunizacion primaria y de refuerzo de lactantes y nifios pequefios en el 4area
internacional, Brinda proteccidn contra 6 enfermedades que la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) considera prioritarias para la salud piblica: la difteria, el tétanos, la tos ferina (tos
convulsiva), la poliomielitis, la hepatitis b y la infeccién invasiva por Haemophilus influenzae tipo
b. Las poblaciones objetivo son los lactantes de 6 semanas a 2 meses de edad y los nifios en su 2°
afio de vida, en el 4rea del mercado internacional®,

Hexaxim es una vacuna totalmente liquida, lista para usar, que se presenta en forma de suspension
para inyeceion en un vial monodosis o en jeringas precargadas, Combina toxoides diftéricos (D) y
tetanicos (T); los antigenos pertlsicos acelulares (aP) de dos componentes, toxoide pertisico y
hemaglutinina filamentosa (FHA); virus inactivados de la poliomielitis de los tipos 1, 2 y 3;
polisacarido de Haemophilus influenzae tipo b conjugado con toxoide tetdnico, y un nuevo
antigeno recombinante de superficie de hepatitis B (Hep B) producido a partir de la levadura
Hansenula polymorpha.

Con excepcion del componente Hep B, todos estos antigenos han sido investigados extensamente en
estudios clinicos como parte de diversas vacunas con licencia producidas por sanofi pasteur:
vacunas combinadas contra difteria, tétanos y tos ferina, acelular (DTaP); vacuna de poliovirus
inactivado (IPV) (p. ¢j., Imovax Polio™), Hib conjugado con toxoide tetdnico (p. ej., ActHIB™),
y vacunas de combinacién como DTaP-IPV (p. €]., Tetravac™/Tetraxim™) y DTaP-IPV//Hib (p.
&j., Pentavac™/Pentaxim™). Las cantidades de toxoides tetdnico y diftérico, antigenos de
poliomielitis y antigenos pertasicos que contiene Hexaxim son idénticas a las de Pentaxim. El
inico antigeno comun que difiere en cantidad es el fosfato de polirribosil ribitol capsular de Hib
(PRP) conjugado con toxoide tetdnico®, La hepatitis B es ¢l inico componente activo nuevo. Los
antigenos de hepatitis B se evaluaron previamente en estudios clinicos (1).

El programa de desarrollo clinico para Hexaxim coincide con las recomendaciones de la OMS,
Cubre los esquemas de vacunacién mas comunes para una serie primaria, que varian en funcién
del pais objetivo, desde el més condensado (6, 10, 14 semanas) (PAI) hasta el menos condensado
(2, 4, 6 meses) y el refuerzo durante el 2° afio de vida. Las vacunas de control se seleccionaron
seglin el estindar de atencion de los paises en los que se realizaron los estudios. También se
evalud la administracién concomitante de Hexaxim con otras vacunas pediétricas y el efecto de la
presencia o ausencia de la vacuna contra hepatitis B al nacer.

El término "mercado internacional” se utiliza por convencion a lo largo de este documento para referirse a los

paises fuera de Norteamérica y Europa en los que sanofi pasteur desea solicitar la licencia para esta vacuna
hexavalente,

b E{PRP-T presente en Hexaxim se ha aumentado de 10 pg/dosis a 12 pg/dosis para garantizar un contenido de

PRP-T no adsorbide de 10 pg/dosis,
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1 Antecedentes y fundamentos

Fl siguiente documento resume los anélisis serolégicos utilizados para evaluar las respuestas de
inmunogenicidad para los objetivos principal, secundario y de observacion de los estudios clinicos
incluidos en el actual documento de solicitud para la autorizacidon de Hexaxim.

En 2.7.1 Resumen de estudios biofarmacéuticos y métodos analiticos asociados, se presenta una
tabla resumen de la composicién de Hexaxim.

En ciertos casos concretos no se genera informacion acerca de la biodisponibilidad de los
diferentes componentes de una nueva vacuna (los antigenos y los demads ingredientes) tras la
administracién, en funcién de los siguientes parametros, que son aplicables a Hexaxim:

o La naturaleza del producto (esto es, vacuna con polisacéridos purificados conjugados con
proteina portadora del toxoide D).

e La cantidad de antigeno contenida en la dosis inyectada es similar a la de otras vacunas
similares comercializadas.

e Hexaxim no contiene adyuvantes nuevos ni excipientes inusuales en comparacion con otras
vacunas comercializadas.

¢ La forma farmacéutica es totalmente liquida.

¢ La via de administracién es por inyeccién intramuscular (IM), al igual que las vacunas
“pediétricas que se administran de forma rutinaria. No se utiliza un nuevo sistema de
administracion de la vacuna para Hexaxim.

¢ Las mediciones de las respuestas inmunitarias son parametros adecuados para el analisis de
eficacia de este tipo de vacunas pediétricas combinadas. Se han establecido los niveles de
seroproteccion de anticuerpos frente a la difteria, el tétanos, la poliomielitis (IPV), la
hepatitis B y el Haemophilus influenzae tipo b, y se definen indicadores indirectos de
proteccion para la respuesta inmunitaria a los antigenos de la difteria en los informes de los
estudios clinicos.

Ademds, esto concuerda con la directriz de la Agencia Europea de Medicamentos (EMA) para la
evaluacion de nuevas vacunas en el sentido de que normalmente no se requieren estudios de
farmacocinética y farmacodinamia (FD) para las vacunas (2). Como suele ocurrir con las vacunas,
el perfil FD de la vacuna Hexaxim viene definido por su perfil de inmunogenicidad. Los datos
relevantes que se resumen en 2.7.3 Resumen de eficacia clinica, ofrecen una perspectiva
exhaustiva del enfoque y el fundamento para la creacién de Ia base de datos de respuestas
inmunitarias que respalda la dosis, el esquema de dosificacién y la forma farmacéutica del
producto final. I.a fundamentacién completa de estos estudios de inmunogenicidad se presenta en
2.5 Panorama clinico.

La concordancia de andlisis realizada durante el plan de desarrollo clinico de Hexaxim y que
respalda los anglisis inmunolégicos utilizados en los estudios se presenta en la seccion 5.

EMILONE CHRISTIAN Demgjwsusz
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2 Resumen de resultados de estudios individuales

En 2.7.3 Resumen de eficacia clinica, se presenta un resumen completo de la inmunogenicidad y
de la eficacia clinica de Hexaxim.

3  Comparacién y analisis de los resultados entre los estudios

No se llevaron a cabo estudios de farmacologia clinica con Hexaxim que no formaran parte de los
estudios de inmunogenicidad y eficacia clinica de Hexaxim descritos en 2.7.3 Resumen de
eficacia clinica.

4  Estudios especiales

-No se llevaron a cabo estudios especiales con Hexaxim.

5 Metodologia del analisis inmunolégico

Se utilizaron analisis seroldgicos para evaluar las respuestas de inmunogenicidad para los
objetivos primario, secundario y de observacidn de todos los estudios clinicos incorporados en
este documento de solicitud. Estos estudios clinicos analizaron la seguridad, la
eficacia/inmunogenicidad, la uniformidad de lotes y el uso concomitante de Hexaxim con otras
vacunas comercializadas y se presentan como descripciones narrativas en 2.7.3 Resumen de
eficacia clinica (secciones 2.1, 2.2 y 2.3). La eficacia de la vacuna Hexaxim administrada con
diferentes esquemas de inmunizacion ha sido evaluada por correlatos e indicadores indirectos de
proteccion que se acepta que estén correlacionados con la inmunidad protectora (2.7.3 Resumen
de eficacia clinica, seccién 1.3).

Los analisis se llevaron a cabo en el laboratorio de Inmunologia Clinica Global (GCI) de Sanofi
Pasteur Inc. en Swiftwater, Pennsylvania, EE, UU., o en laboratorios cualificados contratados y
aprobados por sanofi pasteur: Agencia para la Proteccién de la Salud en Porton Down, Reino
Unido; Focus Diagnostics, Inc. en Cypress, California, EE. UU., y en la Universidad de Columbia
en Nueva York, EE. UU. En la tabla 5.1 se presenta una lista de los andlisis serolégicos utilizados
para generar los resultados presentados en los informes de estudios clinicos (CSR), ubicados en
5.3.5.1 Informes de estudios clinicos controlados pertinentes para la indicacion propuesta, de este
documento de solicitud, ordenada por estudio, por antigeno y por ubicacién del laboratorio.
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Tabla 5.1: Resumen de anadlisis por estudio, antigene y ubicacion del laboratorio

Estudio clinico Analisis Ubicacion del laboratorio

_Estudios clinicos de fa

Difteria/ Prueba de inhibicion micrometabdlica
con células Vero e indicador de desarrollo de

pH (MIT-pH)

Tétanos/ Enzimoinmunoanalisis de adsorcion

para IgG (ELISA)

Tos ferina (PT, FHA)/ELISA para IgG
A3L01 refuerzo GCI
(16-19 meses) Poliovirus/ Prueba de inhibicion

micrometabélica con virus de tipo
salvaje/células Vero (MIT-WT)

Antigeno de superficie de hepatitis B
(HBsAg)/ Radioinmunoanalisis(RIA) AUSAB®

PRP/ RIA

" Estud

Difteria/ MIT-pH
Tétanos/ ELISA para IgG

A31.02 primaria Tos ferina/ ELISA para [gG Gl
(2, 4y 6 meses) Poliovirus/ MIT-WT
HBsAg/ AUSAB RIA

PRP/RIA

. Estudios clinicos de fase

Difteria/ MIT con células Vero y cristal violeta
(MIT-CV)

Tétanos/ ELISA para IgG
Tos ferina/ ELISA para IgG GCi

A3L16 refuerzo Poliovirus/ MIT-WT
(18 meses)

HBsAg/ Andlisis de quimioluminiscencia
(analisis VITROS® anti-HBs)

Conjugado de polisacarido capsular de
Haemophilus influenzae tipo b con albiumina de | HPA
suero humano (HbOHA) ELISA

A3L04 primaria HBsAg/ Analisis VITROS anti-HBs GCI

(2, 4 y 6 meses)

AN v
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Tabla 5.1: Resumen de analisis por estudio, antigeno y ubicacion del laboratorio

Estudio clinico

Analisis

Ubicacion del laboratorio

A3L10 primaria
(2, 3 y 4 meses)

Difteria/ MIT-CV

Tétanos/ ELISA

Tos ferina/ ELISA

GCI

HBsAg/ Analisis VITROS anti-HBs

Poliovirus/ MIT con virus de la cepa
Sabin/células HEp2 (MIT-Sa)

Focus Diagnostics, Inc.

HbOHA/ ELISA

HPA

A3L2 refuerzo
(15-18 meses)

Difteria/ MIT-CV

Tétanos/ ELISA

Tos ferina/ ELISA

Poliovirus/ MIT-WT

GCl

HBsAg/ Analisis VITROS anti-HBs

PRP/RIA

A3L11 primaria
{2, 4 y 6 meses)

Difteria/ MIT-CV

Tétanos/ ELISA

Tos ferina/ ELISA

Poliovirus/ MIT-WT

GCl

HBsAg/ Analisis VITROS anti-HBs

PRP/RIA

A3L21 refuerzo
(15-18 meses)

Difteria/ MIT-CV

Tétanos/ ELISA

Tos ferina/ ELISA

Poliovirus/ MIT-WT

GClI

HBsAg/ Anilisis VITROS anti-HBs

PRP/RIA

A3L12 primaria
(2,4 y 6 meses)

Difteria/ MIT-CV

Tétanos/ ELISA

| Tos ferina/ ELISA

Poliovirus/ MIT-WT

GCI

HBsAg/ Andlisis VITROS anti-HBs

PRP/RIA

/\ /)
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Tabla 5.1: Resumen de anailisis por estudio, antigeno y ubicacién del laboratorio

Estudio clinico Analisis Ubicacion del laboratorio

Difteria/ MIT-CV

Tétanos/ ELISA

A3L15 primaria Tos ferina/ ELISA

(6, 10 y 14 meses) Poliovirus/ MIT-WT

HBsAg/ Analisis VITROS anti-HBs
PRP/RIA

GCI

Difteria/ MIT-CV
Tétanos/ ELISA

Tos ferina/ ELISA
Poliovirus/ MIT-WT
HBsAg/ Andlisis VITROS anti-HBs GCl

A31.15 refuerzo PRP/ RIA
{15-18 meses)

Sarampidn, parotiditis, rubéola, varicela
{(MMRYV)/ ELISA

Sarampidén y parotiditis/ Prueba de
neutralizacidn por reduccion de placas (PRNT)

Virus de la varicela-zdster (VZV)/ Anticuerpo

fluorescente para antigeno de membrana Universidad de Columbia
(FAMA)
Difteria/ MIT-CV
7 orimari
A3L17 primaria HBsAg/ Anlisis VITROS anti-HBs GCl
{2, 4y 6 meses)
PRP/RIA

En las siguientes secciones, se presenta una descripeién resumida del principio, justificacién y
procedimiento de cada analisis serologico realizado. Se presenta también un resumen de los
estudios de validacion para cada anélisis, En 5.3.5.4 Resumen de analisis seroldgicos, se presentan
descripciones detalladas de cada andlisis, que demuestran que los andlisis son adecuados ¢
idéneos para el uso previsto en la evaluacion de muestras clinicas.

De la seccidn 5.1 a la seccidén 5.8 se presenta un debate sobre los diferentes procedimientos de
andlisis seroldgico, enumerados en la tabla 5.1.

s Difteria:
e MIT-pH (seccidn 5.1.1)
e MIT-CV (seccidén 5.1.2)

e  ELISA para IgG de tétanos (seccion 5.2)

DIRECTORN, TESHICA APODERADO
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Durante el desarrollo clinico de Hexaxim se produjeron cambios en las metodologias y en las
ubicaciones de los laboratorios, entre la serie primaria y el correspondiente estudio de refuerzo,

ELISA para [gG de tos ferina (seccién5.3)
e ELISA paralgG de PT (secciton 5.3.3)
e ELISA para IgG de FHA (seccidén 5.3.4)

Prueba de inhibicion micrometabdlica para poliovirus
e con MIT-WT (seccion 5.4.1)

e con MIT-Sa (seccidn 5.4.2)

Hepatitis B

o AUSAB RIA (seccion 5.5.1)

¢  VITROS anti-HBs (seccion 5.5.2)

Haemophilus influenzae tipo b
e RIA (seccidén 5.6.1)
e ELISA (seccion 5.6.2)

Kit ELISA Enzygnost de Dade Behring contra IgG de MMRYV (seccidn 5.7)
» ELISA Enzygnost contra IgG de sarampién (seccion 5.7.3)

¢ ELISA Enzygnost contra IgG de parotiditis (seccion 5.7.4)

¢ FELISA Enzygnost contra [gG de rubéola (seccion 5.7.5)

e ELISA Enzygnost contra IgG de varicela (seccion 5.7.6)

Analisis funcionales para MMV (seccion 5.8)

e PRNT contra sarampion (seccién 5.8.1)

e PRNT contra parotiditis (seccion 5.8.2)

e  Andlisis FAMA para el virus de varicela zoster (seccion 5.8.3)

que se limitaron a los antigenos de difteria, Hep B, PRP y poliovirus.

Se llevaron a cabo anélisis de concordancia para cuatro de estos andlisis, para evaluar la relacion
entre los métodos y los laboratorios. Se demostrd la concordancia para los andlisis de la difteria, la
hepatitis B y el Hib, pero no para los andlisis del poliovirus (se presentan més datos en 2.5
Panorama clinico, seccion 3). En las secciones de los analisis asociados se presenta un resumen de

Para los estudios A3L02 y A3L16 (Fase II), hubo un cambio en las metodologias de la difteria
y la hepatitis B, y un cambio en la metodologia de PRP y en la ubicacion del laboratorio.

Para los estudios A3L.02 y A3L16 (Fase II), hubo un cambio en las metodologias de PRP y

poliovirus y en la ubicacién de los laboratorios.

los analisis de concordancia.
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5.1  Analisis serolégicos para difteria

GCT utilizd dos analisis para evaluar anticuerpos diftéricos en sueros humanos; la MIT-pH para
toxina diftérica y-la MIT-CV para toxina diftérica. Ambos andlisis miden la presencia de
anticuerpos que neutralizan los efectos biolégicos de la toxina diftérica.

‘La MIT-CV para toxina diftérica es similar a la MIT-pH para toxina diftérica, pero con una

lectura mds facil de la monocapa Vero al final del analisis. Se utiliza colorante cristal violeta en
lugar del cambio de color de un indicador de pH. A partir de 2006 se utiliz6 el método MIT-CV
para evaluar las respuestas contra la difteria en los estudios de Hexaxim. Un estudio de
concordancia mostré que los andlisis MIT-pH para toxina diftérica y MIT-CV para toxina
difiérica realizados por GCI eran concordantes (seccién 3.1.2.5),

5.1.1 Prueba de inhibicién micrometabélica para toxina diftérica con indicador de
desarrollo de pH

51.1,1 Prinéipio de la prueba

La MIT-pH para toxina diftérica es un analisis funcional in vitro que mide el nivel de anticuerpos
neutralizantes de la toxina diftérica en sueros humanos. Se mezelan diluciones seriadas de suero
con toxina de desafio diftérico y se incuban con células Vero sensibles a la toxina, Los
anticuerpos neutralizantes especificos para la toxina diftérica que contiene el suero se unen a la
toxina de desafio vy la neutralizan. La toxina neutralizada no afecta la viabilidad celular; por lo
tanto, estas células contintian metabolizando y liberando diéxido de carbono (COy), lo cual reduce
el pH del medio de cultivo. La supervivencia celular se correlaciona con el cambio en el indicador
de pH (rojo de fenol a amarillo a un pH < 7,0) que contenia el medio. En ausencia de anticuerpos
neutralizantes, la toxina de desafio reduce el metabolismo celular y la produccién de CO, con lo
que el pH no disminuye y no se detecta ninglin cambio de color.

5.1,1.2 Justificacién/Fundamentaciéon de la prueba

La MIT-pH para toxina diftérica se considera un analisis muy sensible y especifico para
determinar la respuesta protectora de anticuerpos a la toxina diftérica secretada por
Corynebacterium diphtherige durante la infeccion, Este procedimiento es reproducible, utiliza un
volumen de suero pequefio y permite analizar numerosas muestras de suero al mismo tiempo. La
MIT-pH para toxina diftérica, que utiliza células Vero, es un analisis de neutralizacion
recomendado en las directrices del Programa Ampliado de Inmunizaciones de la OMS para
determinar el nivel circulante de antitoxina diftérica en sueros humanos (3).

5,1,1.3 Resumen del procedimiento de prucha

MIT-pH para toxina diftérica realizada de conformidad con las instrucciones de trabajo estindar
(SWI) J000067 de sanofi pasteur (Determinacién de antitoxina difiérica en unidades
internacionales),

Cada muestra de prueba y control se diluye en diluciones dobles en serie a lo largo de las filas de
la placa de microtitulacién. En cada pocillo, se dispensa toxina diftérica titulada para que

/N /]
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