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RESUMEN

En este trabajo se presenta el disefio tecnolégico, asi como las etapas de desarrollo hasta su introduccién en el
Programa Ampliado de Inmunizacién (PAl), de una vacuna combinada cubana constituida por la anatoxina diftérica,
la anatoxina tetdnica, células enteras de Bordetella pertussis y el antigeno de superficie del virus de la hepatitis B
recombinante (DPT-HB). Su nombre comercial es Trivac HB®. Como elemento novedoso en su disefo se utilizé el
adyuvante hidroxido de aluminio, lo cual permite evadir la patente de Glaxo Smith Kline para vacunas combinadas.
Esta es la segunda vacuna combinada tetravalente registrada en el mundo y la primera en Latinoamérica que
contiene esos antigenos. La formulacién de la vacuna tetravalente cubana Trivac HB®, obtenida con tecnologia
cubana, es estable durante 24 meses, almacenada entre 3 + 5 °C. Se ha demostrado que es una vacuna eficaz y
bien tolerada por los nifos, por lo que fue registrada en Cuba en el afo 2004.

Introduccion

La GAVI (Global Alliance for Vaccines and Immu-
nization) fue creada con la voluntad y la experiencia
de un grupo de investigadores, conocedores y
productores de vacunas en el mundo. Es una alianza
histérica, lograda entre el sector privado y €l publico,
gue tiene como mision fundamental salvar nifios y
proteger alas personas de diversas enfermedades, con
el uso extensivo de vacunas.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y €l
Fondo de las Naciones Unidas para la Infancia
(UNICEF), mediante el programa Visiony Estrategia
Mundia de Inmunizacion (VEMI), han fijado tres
metas principales: inmunizar la mayor cantidad de
personas contra mas enfermedades; introducir en el
mundo varias vacunas y tecnol ogias disponibles desde
hace poco tiempo; y llevar acabo variasintervenciones
de salud decisivas mediante la inmunizacién.

A lolargo delahistorig, lavacunacion hasido unade
lasintervencionesde salud pablicade mayor éxito, costo
y eficacia. Ha permitido erradicar la viruela, reducir la
incidenciamundial de poliomielitisen 99% desde 1988,
y reducir grandemente la morbilidad y la mortalidad
por difteria, tétanos, tos ferinay sarampion. Solo en
2003, la inmunizacion evitd mas de 2 millones de
muertes. Sin embargo, lainmunizacion estalejos de ser
universal: muchos paises estan retrocediendo desde los
niveles de cobertura vacuna que habian conseguido
alcanzar. En 2003, alrededor de 27 millonesdelactantes
y 40 millones de embarazadas de todo el mundo no
estuvieron protegidos mediante la vacunacién frente a
las enfermedades prevenibles. “Uno de cada cuatro
nifios sigue privado de vacunas que salvan vidasy alas
que deberian tener acceso”, sefid 6 la Directora Ejecutiva
delaUNICEF, Ann M. Veneman. “ Estanuevaestrategia
reconoce que, S queremos mejorar la supervivencia
infantil, lainmunizacién debe mantenerse afio tras afio.”

. Autor de correspondencia

LaOMS, laUNICEFy laGAVI hanreiterado desde
hace algunos afios las ventgjas de introducir nuevas
vacunas, las llamadas “vacunas combinadas’, que
inmunizan de una vez contra cuatro o cinco
enfermedades, en lugar de tener que aplicar dos o tres
vacunas por separado. Esto responde a diversos
factores, yaquelos beneficios son obvios: seemplean
menos agujas, menos procedi mientos de manipulacion,
menos demanda de personal para garantizar la
vacunacion, sereducen lasvisitasdelosnifiosy padres
a los vacunatorios, entre otros. En |la actualidad, el
suministro de estas vacunas no puede responder ala
demanda mundial, lo cual tardara algunos afios para
gue esto se materialice [1].

Las recomendaciones de estas organizaciones
mundiales son que existen dos combinaciones de
vacunas muy importantes en las que se debe trabgjar:
una tetravalente que incluye las vacunas contra la
difteria, €l tétanos, la pertussisy lahepatitisB (DTP-
HB) y otra pentaval ente que, ademas de |as anteriores,
incluye unaquintavacuna, ladeHaemophilusinfluenzae
tipo b (DTP-HB-Hib). Es importante sefidlar que el
mundo esta desabastecido de estas vacunas; por €llo, la
secretaria gjecutiva de la GAVI manifestd: “Esto ha
creado un gran reto para nosotros’ [2].

Lasvacunas combinadas sefabrican apartir dedoso
més vacunas, fisicamente mezcladas, que seadministran
al mismo tiempo'y en € mismo sitio anatémico [3]. La
primera combinacion de vacuna data del afio 1949 [4],
en que se mezclaron la vacuna antitosferinosa con la
antitetanica. Desde entonces y hasta €l afio 1983 se
registraron 13 compuestos. No obstante, en estas dos
Ultimas décadas ha crecido € interés por las vacunas
combinadas. Los motivos fundamentales son:

1. Se dispone de alrededor de 30 vacunas, de las
cuales tres son parenterales: la antipolimielitis, la
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vacuna contra la fiebre tifoidea y la vacuna contra el
colera

2. Seencuentran en fase deinvestigacion y desarro-
Ilo aproximadamente 200 vacunas, y se preveé que para
el afio 2010 estardn en e mercado mundial 25 vacunas
infantiles.

3. Los gestores de los programas de vacunacion se
preguntan si no estamos convirtiendo a los nifios en
“dfileteros’ [5].

4. Hasta que no se disponga de vacunas orales para
todas 0 parala mayoria de las enfermedades inmuno-
prevenibles, seriaideal poder combinar € mayor nimero
de antigenos en una solainyeccion.

Los beneficios derivados de la utilizacion de las
vacunas combinadas son evidentes:

1. Disminuyen las inoculaciones, asi como el
sufrimientoy laansiedad del receptor y de sustutores.

2. Disminuyen lasvisitas a puesto de vacunacion,
lo cual conllevaunadisminucion delos costos sociales
asociados con la vacunacion.

3. Aumenta la aceptacion de los programas de
vacunacion por parte de los padres y del personal
sanitario [6].

4. Disminuyen |os costos asociados con €l transporte
del material inmunizantey su almacenamiento [7].

5. Disminuyen los costos de la administracion de
las vacunas, al disminuir los actos sanitarios y el
empleo de jeringuillas y de agujas para inyeccion.

En sentido estricto y a menos desde una perspectiva
tedrica, la existencia de vacunas combinadas también
puedetener al gunas desventajas parael vacunador [8].
Entre los antigenos pueden existir interferencias que
provoquen ladisminucién delapotenciade uno o todos
sus componentes, asi como su estabilidad. Las
interferencias pueden ser fisicas (temperatura maxima
de potencia éptima) o quimicas entre los distintos
adyuvantes, preservantes, inactivadores o estabilizantes
[9]. Podria haber incompatibilidad entre las vacunas
de DTPy lasde VPI, por la presencia o ausencia de
tiomerosal [10], por interferencia inmunologicay por
interferenciabiol 6gicaentre agentes atenuados[11]. En
estas situaciones, tras la administracion combinada de
uno o mas de los productos, la respuesta inmune ha
sido inferior ala que se obtuvo tras la administracion
individual.

A pesar de las dificultades en el desarrollo y la
comercializacion, actualmente en e mercado mundial
se encuentra gran cantidad de vacunas combinadas,
algunasdeellasmuy utilizedas. Casi todastienen como
componente basico: difteria, tétanos y B. pertussis
celular o acdlular.

Desded afio 1992, Cubadispone delavacunacontra
la hepatitis B, Heberbiovac HB®, y desde hace dos
afioslogro registrar lavacunaDPT. A partir del interés
de que este grupo vanguardia de investigadores se
incorporara en el desarrollo de vacunas combinadas,
por todas las ventajas que estas proporcionan y por
considerarse que en un futuro Cuba sea un pais
suministrador de estas vacunasa UNICEFy aGAVI,
se decidi6 desarrollar un proyecto tecnol 6gico de una
vacuna combinada cubana tetravalente, es decir, que
incluyeraambas vacunas en unasola. Por ello, apartir
del afio 1997 comenzo la gjecucion de este proyecto
conjunto entre el Centro de Ingenieria Genética y
Biotecnologia (CIGB) y € Instituto “Finlay”.
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La fabricacion de una vacuna combinada no es tan
simple como agregar y mezclar antigenos. Los
componentestienen que ser compatiblesfisica, quimica
y biolégicamente, no solo entre ellos, sino también
con los excipientes, preservantes y adyuvantes. El
desarrollo de esta vacuna requirié de varios estudios
delaboratorio, estudiosde preformul acién, estabilidad,
estudios toxicolégicosy clinicos.

En este trabajo se presentan, de manera resumida,
|as etapas del desarrollo del producto, en las cuales se
empled Unicamente tecnologia cubana, por lo que se
evadelapatente de vacunas combinadas delacompafiia
Glaxo Smith Kline, lider mundial enlacomerciaizacion
de este tipo de vacunas. Ello permite comercializar €l
producto sin problemas de interferencia en la
propiedad intelectual .

Materiales y métodos

Etapa de preformulacién

Sedisefiaron tres variantes tecnol égicas de formulacién
aescalade 1 litro cada una, en las cuales se utilizo e
adyuvante hidroxido de aluminio Alhydrogel 3%
(Brenntag, Dinamarca), y los mismos lotes de
anatoxinas diftérica (D), tetanica (T), B. pertussis (P),
asi como el antigeno de superficie del virus de la
hepatitis B recombinante (AgsHB) (tabla 1),
aprobados por lasdireccionesde calidad del Centro de
Ingenieria Genética y Biotecnologia (CIGB) y el
Instituto de Sueros y Vacunas “Finlay”. Como
preservante se utilizo6 el tiomersal.

Ladescripcién delas estrategias de formul acion fue
lasiguiente:

1. Paralasvariantes 1y 2, seadicion6 el AgsHB a
laformulacion, sin que fuera previamente adsorbido al
gel de hidréxido de auminio.

2. Paralavariante 3, el AgsHB se adsorhi6 a gel
antes de ser incorporado alaformulacion. Por ello, a
afiadir el componente de células enteras de Bordetella
pertussis nointeractuaron directamente con el AgsHB.

3. Laadicion de los antigenos en las tres variantes
se realizo teniendo en cuenta el peso molecular de
cadauno ellos, 0 sea, de menor amayor peso molecular.
Por esto, primero se incorporé la anatoxina diftérica,
cuyo peso molecular es de 63 000 Da, luego se afiadio
la anatoxina tetanica, que tiene un peso molecular de
150 000 Da, después el AgsHB, que es una particula
de 42 nm y finalmente las células de B. pertussis
muertas que miden entre 1y 2 mm. Este procedimiento
se utilizé con el objetivo de reducir posibles
impedimentos estéricos entre |os antigenos.

4. Paracontrolar el pH delaformulacién durante el
tiempo de almacenamiento, se adiciond una solucion
tampon de fosfato (PBS) a una concentracion de
4mM, lacual favorece, junto con lasolucién salina, la
isotonicidad de la preparacion.
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Tabla 1. Lotes de anatoxina diftérica, tetanica, B. pertussis y AgsHB utilizadas en la
formulacién de las tres variantes tecnolégicas en el estudio de preformulacién

Antigeno Lote Concentracion Pureza
T. diftérico 002/97 660 Lf/mL 3 300 Lf/mg NP
T. tetanico P-019/96 1000 Lf/mL 1400 Lf/mg NP
B. pertussis A-2/97 788 U.O. No se realiza
AgsHB 02MPAC625 1.27 mg/mL >95%
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Las variantes tecnol égi cas que se estudiaron fueron:

Variante 1: Los antigenos se adicionaron en serie y
lafraccion de B. pertussis se afladid en dos fracciones.

Variante 2: Los antigenos se adicionaron en seriey
lafraccion B. pertussis fue afadida en 1 fraccion.

Variante 3: Se afadi6 a la formulacion € AgsHB
adsorbido previamente a gel de hidroxido dealuminio
y lafraccién B. pertussis, en 1 fraccion.

Estas tres variantes presentaron |a misma compo-
sicion para cada uno de los ingredientes.

Posteriormente, se evaluaron las variantes for-
muladas con |os ensayos biol gicos de potencia de
los cuatro antigenos y la inmunogenicidad del
AgsHB, con el objetivo de definir la variante méas
adecuada de acuerdo con |os resultados. Los ensa-
yos serealizaron al concluir laformulacion (T = 0)
y alos 6 meses de estar almacenados a una tempe-
ratura de 5 + 3 °C. A partir de esta seleccion, se
formularon tres lotes a escala de 5 litros con dife-
rentes ingredientes farma-céuticos activos (IFA), los
cuales se sometieron a un riguroso estudio de esta-
bilidad.

La metodologia para los ensayos bioldgicos de
potencia paradifteria, B. pertussis, tétanosy hepatitis B,
asi como la inmunogenicidad contra el AgsHB se
describe a continuacion.

Potencia de las anatoxinas diftérica
y teténica

La potencia de las anatoxinas diftéricay tetanica se rea-
liz6 para determinar € grado de proteccion que confiere
lavacuna, expresado en unidadesinternacionales (Ul) de
antitoxina diftérica y tetanica presentes en e suero de
losanimal es que habian recibido losestimul os antigénicos
correspondientes. Se utilizaron los Procedimientos
Patrones de Operacion establecidos para cada uno de
estos ensayos [12-13].

El procedimiento se bas6 en la capacidad de
neutralizacion que tienen la antitoxina diftérica y la
tetanica presentes en el suero de los animales
inmunizados con la vacuna en estudio, frente a una
toxina de referencia. El lote pasa los ensayos de
potencia de la anatoxina diftérica y la tetanica si el
valor obtenido es mayor o igual que 2 Ul/mL.

Potencia de la Bordetella pertussis

Parala potencia de laB. pertussis este ensayo se uti-
liz6 el método paraladeterminacién del grado de pro-
teccion que confiere la vacuna en estudio, expresada
en Ul de protecciodn, contra la Bordetella pertussis
presente en el suero de los animales que han recibido
los estimul os antigénicos correspondientes con lava
cuna que se ensaya.

Este ensayo de potencia se basa en la capacidad de
la vacuna de proteger ratones previamente inmu-
nizados, los cuales se desafian en el cerebro con la
cepa de reto de Bordetella pertussis 18323, utilizada
internacional mente paraestosfinesy que se caracteriza
por su altavirulencia.

Para determinar la potenciadeB. pertussis seutilizd
el procedimiento patron de operaci 6n para este ensayo
[14]. El lote pasa el ensayo de potencia de Bordetella
pertussissi el valor obtenido es mayor o igual que 4
Ul/dosisde0.5mL y el limiteinferior esmayor oigual
que 2 Ul/dosisde 0.5 mL.
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Potencia relativa del AgsHB

Estudio de la inmunogenicidad
del componente AgsHB

El objetivo del estudio delainmunogenicidad del com-
ponente AgsHB fue comparar losresultadosdelares-
puestainmune de este componente en las tres varian-
tes, mediante lamedicion delostitul os de anticuerpos
contra este antigeno.

Pararealizar €l estudio se utilizaron cinco grupos
de 10 ratones balb/c cada uno, las tres variantes en
estudio, un lote de referenciade lavacunade HB (HB
07-0902) y un placebo.

La metodologia utilizada para la medicién de los
titulosanti-HB fuelasiguiente: seinmunizaron losratones
con diferentes administraciones de las vacunas (1.25,
0.312, 0.075, 0.039, 0.019 pug), por viaintraperitoneal
conadministracion Unica. A los 28 dias se desangraron
estos animales.

Para la determinacién de los titulos de anti-HB se
utilizé la concentracion de trabajo de 1.25 g, que
corresponde a la dilucién 1/16, por ser la primera
dilucion en lacual debe obtenerse el mayor nimero de
seroconversion de animales. Los suerosdelosratones
correspondientes a esta dilucion se mezclaron para
obtener mayor volumen delamuestray un valor Gnico
derespuesta, independientemente delade cadaanimal.
Para este ensayo se utilizé el procedimiento patron
establecido [16].

Etapa de estabilidad

El objetivo de esta etapa fue estudiar qué tiempo de
estabilidad alcanzarialavacunatetraval ente Trivac HB®,
formulada con tecnologia cubanay amacenadaa3+ 5
°C. Aunque setomen todas|as precauciones paraevitar
la degradacion de los productos biolégicos, es casi in-
evitable que ocurran pérdidas de su actividad. Por €llo,
se hace necesario realizar un estudio de estabilidad real,
para garantizar un producto estable por un tiempo de-
terminado y poder garantizar el estudio clinico de este.

Para el estudio de estabilidad se utilizaron tres lo-
tes producidos de forma consecutiva (DPT-HB/VII,
DPT-HB/VIIl y DPT-HB/IX), paralo cua seempled
el mismo procedimiento de formulacion delavariante
3y se evalud latecnologia utilizada.

Metodologia general del estudio

Los tres lotes se formularon utilizando lotes diferen-
tesdelFA deD, P, Ty HB. Lasmuestras de cadalote
se almacenaron en una camara fria que mantuvo la
temperatura controlada entre 5 + 3 °C. El estudio de
estabilidad se realizé cada 6 meses, bajo una
planificacion de muestreo, excepto el Ultimo afio en
queserealizd alos 12 meses, y se evaluaron diferentes
parametros fisicos, quimicosy bioldgicos. El estudio
se extendid hasta 30 meses.

Etapa del estudio preclinico

El propdsito del estudio preclinico fue determinar la
toxicidad intrinsecade lavacuna combinada DPT-HB,
tras la administracién de dosis suficientemente eleva-
das por viaintramuscular, €l diainicial del ensayoy
con un periodo de observacion de 14 dias. Se necesita
saber si provocaba signos clinicos de toxicidad, la
muerte de los animales o ambos.
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12.PNO 12-237 yPNO 12-131. Procedi-
miento para determinar la potencia de
la anatoxina tetdnica.

13.PNO 12-137 y PNO 12-047. Procedi-
miento para determinar la potencia de
la anatoxina diftérica.

14. PNO 12-043. Procedimiento para
determinar la potencia de la Bordetella
pertussis.

15.PPO 4.09.060.92. Edicién 05. Procedi-
miento para la determinacién de la
potencia in vivo de la Vacuna Recombi-
nante contra la Hepatitis B y la vacuna
combinada DPT-HB.

16.PPO 4.09.038.92. Edicién 05. Procedi-
miento para determinar la concentracién
de los anticuerpos monoclonales anti-
hepatitis B por ELISA.
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L os estudios preclinicos fueron:

1. Evaluacion delatoxicidad agudaen ratas Sprague-
Dawley.

2. Evaluacion de la toxicidad aguda de la vacuna
combinada DPT-HB en ratones balb/c.

3. Evaluacion de la tolerancia local de la vacuna
combinada DPT-HB en ratones OF-1.

Los protocolos describen los ensayos de toxicidad
smilaresalosdesignadoscomo el 401 delaOrganizacion
paralaCooperaciony e Desarrollo Econdmico (OCDE),
pero mediante la via intramuscular, por 1o que se
correspondié con los lineamientos de la OCDE [17].
Para estos ensayos se propuso la evaluacion de la
formulacion fina que se utilizo en e estudio clinico.
Lasdosis eval uadas se sel eccionaron teniendo en cuenta
la relacion antigeno-adyuvante. La dosis menor fue 15
veces superior a la dosis del estudio clinico, una
intermedia: 30 vecesmayor y ladta: 60 veces superior.
Paralaevaluacion de latolerancialocal en ratones OF-
1, se tuvo en cuenta que el volumen maximo de
administracion paralasrataspor laviaintramuscular es
de0.5mL, por lo queladosis mayor se aplicd en ambas
patas, paraasi garantizar laaplicacién del volumentotal
de esta.

Etapa de estudios clinicos

La etapa de estudios clinicos se disefio teniendo en
cuenta dos fases: lafase |, cuyoobjetivo fue evaluar
lareactogenicidad de lavacuna en estudio; y lafase
Il de inmunogenicidad, cuyo objetivo fundamental
fue evaluar los sujetos que seroconvirtieron, asi
como los titulos de anticuerpos producidos por la
vacuna en estudio para cada uno de |os cuatro
antigenos.

El estudio clinico para la caracterizacion de la
inmunogenicidad y la reactogenicidad (eventos
adversos) de la vacuna combinada Trivac-HB®, fue
abierto, prospectivo, controlado y aeatorio. Para €
ensayo se reclutaron 274 lactantes sanos, de los cuales
28 no continuaron en € estudio por decision de los
padres y/o tutores, cambio de domicilio, sadlida de la
provincia, salida definitiva del pais o por enfermedad.

El esquemade aplicacion delavacunade TrivacHB®
esalos 2, 4y 6 meses, segin la dosis recomendada:
0.5mL, enlaregion anterior del muslo derecho, luego
de la vacuna Heberbiovac HB®, que se administra al
nacer en igual sitio y volumen.

En d andlisis fina de reactogenicidad se incluyeron
246 lactantes de ambos sexos, que habian recibido las
tres dosis de vacunacion. Para los andlisis de
inmunogenicidad estaban los mismos lactantes que ha
bian culminado el ensayo clinico, y a los cuales
seles extrgjo unamuestra de sangre, un mes después de
aplicadala dltima dosis. Todos |os padresy los tutores
dieron su consentimiento de manera voluntaria, por me-
dio deun documento rubricado por losinteresados(Mo-
del o de consentimiento informado), paralaparticipacion
deloslactantesen € ensayo clinico. Lospediatras delos
equipos de investigacion de cada provincia, obtuvieron
informacion acercadel embarazo, € parto'y los dos pri-
meros meses de vida, mediante laentrevistaalas madres
de los lactantes. Ademés, se realiz6 un examan fisico
exhaustivo con € empleo de aparatos y sistemas, asi
como la valoracién de cada lactante. Solo se aceptaron
los lactantes eutréficos sanos.
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Con el empleo del programa de computacion
Microsoft Excel, se disefid una base de datos, que
permitio reunir los resultados del estudio de forma
duplicada (por dos investigadores). Luego se compa-
ré la informacion amacenada en las dos bases de da
tos, paraladepuracién de erroresy el procesamiento
delosdatos validados segiin el programa de computa-
¢ion Scomp v.200 de febrero de 2000. Las determina-
ciones de los titulos de anticuerpos para los cuatro
antigenos se describen a continuacion.

Determinacién de los titulos de anticuerpos
IgG contra el toxoide tetanico

La cuantificacion de los titulos de antitoxina tetanica
se realizé mediante un ensayo inmunoenzimético
comercial de ELISA directo (NovaTec-Clostridium
tetani IgG-ELISA Prod. No. TETG0430), Nova Tec
ImmunodiagnosticaGmbH, Germany. Este ensayo esta
disefiado para la determinacién cuantitativa de
anticuerpos clase |gG (antitoxinatetanica) en el suero
humano, y permiti6 la evaluacion del estado
inmunoldgico del paciente y la toma de decisiones
sobre la necesidad de una inmunizacion bésica o de
refuerzo.

Determinacién de los titulos de anticuerpos
de IgG contra la toxina diftérica

Lacuantificacion delostitulosde antitoxinadiftéricase
realiz6 mediante un ensayo inmunoenzimatico
comercia de ELISA directo (NovaT ec-Corynebacterium
diphtehriae IgG-EL1SA Prod. No. CORG0090), Nova
Tec Immunodiagnostica GmbH, Germany, €l cua esta
disefiado para la determinacién cuantitativa de
anticuerpos clase IgG (antitoxina tetanica) en € suero
humano. Este ensayopermitié laevaluacion del estado
inmunol égico del paciente y tomar decisiones sobre la
necesidad de una inmunizacion bésica o de refuerzo.

Determinacién de los titulos de anticuerpos
IgG a hemaglutinina filamentosa y toxina
pertussis de B. pertussis

Ladeterminacion de lostitul os de anti cuerpos contra
B. pertussis se realiz6 mediante un ensayo
inmunoenzimético comercial ELISA (NovaTec-
Bordetella pertussis 1gG- ELISA Prod. No.
BOPGO0030), Nova Tec Immunodiagnostica GmbH,
Germany, cuyo uso es la determinacion cualitativa
de los anticuerpos 1gG en el suero humano.

Determinacién de los titulos de anticuerpos
IgG contra HB

El sistema de deteccion anti-HB (Hepanostika,
EE.UU.) es un andlisis enzimético (microELISA),
basado en el principio del sandwich. Las tiras de
poliestireno se recubrieron con AgsHB (fase solida) y
las muestras se incubaron en estos pocillos (si estaba
presentelgG anti-HB, seunié d antigeno enfase sdlida,
a continuacion se afadié el AgsHB marcado con la
enzima peroxidasa del rabano picante [HRP]). En los
casos en que hubo una reaccion positiva, el antigeno
marcado se uni6 a complejo anti-HB en fase solida/
antigeno que se formo anteriormente. La incubacion
con sustrato enzimético produjo un color azul en €l
pocillo de la prueba, que se volvié amarillo cuando se
detuvo lareaccion con &cido sulfdrico. En la muestra
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que no contenia anti-HB, solo se observé una leve
coloracion.

Los niveles de proteccion para cada antigeno se
determinaron de acuerdo con las recomendaciones es-
tablecidas por los productores delos sistemas de diag-
nostico utilizados para la evaluacion de las muestras.

Los nifios vacunados contra la anatoxina tetanica,
se consideran protegidos si alcanzan valores de
antitoxinatetanicaen el suero superioresa0.11U1/mL;
los vacunados con la antitoxina diftérica, los niveles
deben ser superiores a 0.1 Ul/mL de suero, para los
que vacunaron con Bordetella pertussis, no esta
establecidaunacorrel acion entrelostitul os producidos
por un proceso de vacunacion y la seroproteccion
para esta enfermedad. Sin embargo, Nova Tec incluye
una interpretacion en su sistema segun la cua la
muestra se considera positiva si los valores de
diferentes clases de 1gG contra Bordetella pertussis y
toxinade Bordetella pertussis essuperior all Unidades
Novatec (UN).

Internacional mente se conoce quelosvaloresiguales
0 superiores a 10 UlI/mL de anti-HB presentes en €l
suero de los nifios vacunados son los que confieren
proteccion contra la enfermedad.

Etapa de escalado

Laproduccion se escal 6 con latecnologiadescritapara
lavariante 3, con laformulacion de tres lotes a escala
de 20 litros y otros tres lotes a escala de 100 litros.
Todos estos | otes se sometieron alos ensayos fisicos,
quimicosy bioldgicos correspondientes, para eval uar
su liberacion.

Resultados y discusién

Etapa de preformulacion

L os resultados de potencia para los cuatro antigenos
en lastres variantes estudiadas, unavez formuladosy
alos 6 meses se muestran en latabla 2.

Losresultados paralasvariantes 2 y 3 coinciden con
| as especificaciones establecidas paralapotenciadelos
cuatro antigenos involucrados en laformulacion, no asi
la variante 1 en que la potencia de HB en ambas
ocasiones y tiempos de muestreo no se gjusté a la
especificacion para este ensayo. Esto puede deberse a
gue en la variante 1 el AgsHB se adiciona a la
formulacion sin que sea adsorbido. Posteriormente, se
le afladen las cdlulas enteras de Bordetella pertussis,
queesel elemento antigénico masagresivo, por tratarse
de un antigeno no purificado, compuesto por células
enteras, que presentan algunas sustancias como
proteasas y aglutindgenos. Al ser afiadidas las células
de Bordetella pertussis en una primera fraccion, estas
pudieron provocar contactoscon €l AgsHB, y ocasionar
interferenciaquimica. Este contacto serepitea adicionar
lasegundafraccion deB. pertussis, transcurrida 16 horas,
lo cua provocaun segundo efecto deinterferenciasobre
el AgsHB. Ello seobservaenlosresultadosdelaprueba
de potencia para este antigeno.

Enlavariante 2, si bien el AgsHB tampoco se aflade
de forma protegida a la formulacion y sus resultados
cumplen con la especificaciéon para este ensayo, la
adicion de B. pertussis se hace en unasolafraccion, lo
cual reduce el contacto que pudiera existir entre el
AgsHB y las células de B. pertussis. Sin embargo, en

Tabla 2. Resultados de Potencia de los 4 antigenos en la formulacién de la vacuna
Trivac HB® para las 3 variantes tecnolégicas de formulacién. Tiempo 0y 6 meses

. Variante 1 Variante 2 Variante 3
Ensayos Especificaciones
T=0 T=6 m T=0 T=6m T=0 T=6m
Difteria 32.0U/mL 9.60 5.40 10.00 8.20 10.00 11.20
Tétanos 32.0U/mL 30.0 42.00 41.00 28.00 30.00 38.00
B. Pertussis 3 4.0 U/dosis 13.70 8.60 14.50 12.30 13.60 15.00
AgsHB 30.5 0.14 0.23 0.80 1.20 2.74 2.53

0.18* 0.19*

* Ensayos realizados en dos ocasiones.

losresultados delapotenciade HB delavariante 3, se
evidenciaunamayor efectividad enlarespuesta, debido
alaproteccidn queadquiereel AgsHB al ser adicionado
a la formulacion, ya que también ha habido una
absorcion previaeindependiente. Cuando se afiadieron
las células de B. pertussis, en una sola fraccion,
se redujo este efecto. A partir de estos resultados se
determiné que la combinacion de proteger €l AgsHB
antes de ser afiadido a la formulacidn y la adicion de
las células de B. pertussis en una sola fraccion,
disminuyeron considerablemente los posibles dafios
gue esta pudiera ocasionar al AgsHB en lamezcla de
ambos. Con la variante 3 no solo se cumple la
especificacion, sino que se obtuvieron los mejores
resultados, pues los valores alcanzan 2 6 3 veces los
resultados de la variante 2.

En las tres variantes, |os ensayos de las potencias
de D, Py T cumplieron con las especificaciones
establecidas.

Inmunogenicidad del componente HB

Los resultados del estudio de inmunogenicidad del
componente HB se muestran en lafigura 1.

Los titulos anti-HB obtenidos en cada grupo
evaluado en sus tres variantes (figura 1), se
corresponden con los resultados de las pruebas de
potencia de HB. Incluso en las variantes 2 y 3, los
valores son superiores a los del lote de referencia de
la vacuna de HB. Este fendmeno de la potenciacion
de larespuesta contra HB puede estar fundamentado
por lapresencia de otros antigenos en laformul acion;
en €l lote de referencia de la vacuna de HB solo esta
presente el AgsHB.

En lavariante 1 no se obtuvo unarespuesta anti-HB
adecuada, |o que confirma que estatecnologiano esla
indicada para el escalado y su insersion en el estudio
de estabilidad.

Los resultados fisico-quimicos restantes no
mostraron diferencias entre las tres variantes, y
cumplian las especificaciones establecidas para
cada caso.

A partir de los resultados en esta etapa de
preformulacion, sedecidié insertar la variante 3 en el
estudio de estabilidad, si bien todos los ensayos
biolégicos paralos antigenosde D, Py T pasaron los
ensayos y los mejores resultados obtenidos para el
AgsHB fueron en esta variante.

Etapa de estabilidad

Los resultados de los ensayos fisico-quimicos en €l
estudio de estabilidad para los tres |otes almacena-
dos atemperatura 5 + 3 °C, durante 30 meses, coin-
cidieron con las especificaciones establecidas para
cada caso.
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El pH, el contenido de aluminio, el tiomersal, el
formaldehido y las identidades de los cuatro antigenos
son elementos que influyen en las caracteristicas
organolépticas de la vacuna, ya que pudieran formarse
grumos, turbiedad o cambio de coloraciony afectar este
parémetro imprescindible paralaintegridad y la calidad
delavacuna Latecnologiade adicion utilizada,asi como
laagitacion controladadurante el proceso deformulacion,
también influyen en las caracteristicas organolépticas.
Por tanto, el procedimiento seleccionado garantizé no
solo esto, sino que la mezcla de los antigenos, €l
adyuvante, €l preservante y los excipientes evidencio
que el producto nomostrd indiciosdetoxicidad durante
30 meses, y seidentificod cadauno delosantigenosdela
vacunaen € periodo evaluado.

Potencia de los antigenos

Durante €l periodo de estudio de los lotes se pudo
observar que todos los resultados de las potencias de
los cuatro antigenos constituyentes delavacunaTrivac
HB®, se mantuvieron dentro deloslimites establecidos.
Sinembargo, si hubo unavariacion en € tiempo, debido
a la utilizacién de sistemas bioldgicos, los cuales
implican variabilidad en losresultados. Estavariabilidad
se evidencio en la potencia de la anatoxina tetanica,
cuyos resultados alcanzaron valores por encima de
esta especificacion. No ocurre asi en la potencia de
anatoxina diftérica, cuyos resultados, excepto casos
especificos, expresaron valores muy similares, en los
diferentes tiempos y lotes. La variabilidad en los
resultados de los componentes de AgsHB y de B.
pertussis fue menos evidente.

Es necesario destacar que la humedad relativa en
las camaras frias de almacenaje es superior a 90%.
Ello fue un reto para la conservacion de la vacuna
Trivac HB®, ya que este valor es mayor que la media
anual delasregiones himedastropicales (70%), segin
reportd Cartwright [18].

Laesterilidad de la vacuna, almacenada durante 30
meses, evidencio que el envasey cierreinmediato eran
adecuados para la conservacion del producto.

Hubo correspondencia entre los resultados de
laidentificacion de los cuatro antigenos después de
ladesadsorciény lapotencia de cadauno de ellosen
la vacuna. Siempre se identificaron y la potencia
cumplié las especificaciones para el ensayo. Los
resultados durante 30 meses, demostraron una
seguridad en tiempo de uso del producto para el
estudio clinico.

Etapa de estudios preclinicos

El peso corporal delosanimal esinmunizados aumentd
en el tiempo, sin diferencias significativas entre los
sexosy los grupos evaluados.

En el control clinico diario, los animales no
mostraron signos de toxicidad ni alteraciones en su
comportamiento. No se evidencié mortalidad en
los animal es evaluados, ni en € grupo control ni enlos
animales tratados.

En el examen macroscépico de los 6rganos
examinados se observé la presencia de calcificaciones
del pericardio, indistintamente, en los grupos tratados
y en el grupo control. Este aspecto es poco
significativo, debido a que es frecuente encontrarlo en
ratones de lalinea balb/c, pues su causa es genéticay
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Figura. 1 Titulo de anticuerpos anti-HB. Las variantes 1, 2 y 3 se presentan como V-1, V-2 y V-3,
respectivamente; ademds aparecen los titulos alcanzados en animales del lote de referencia de HB y el
placebo. Los titulos anti-HB obtenidos en los animales se expresan en Ul/mL de suero.

se modifica severamente segin la edad, €l sexoy la
dieta (alto contenido de grasa). La balanopostitis con
semen inspisado fue despreciable, pues se reporté en
pocos animales. Se ha descrito que esta aparece
frecuentemente de forma espontanea por causas
multiples que no forman parte del objeto de estudio
de estainvestigacion [19].

Etapa de estudios clinicos

Fase |

En la fase | de la etapa de estudios clinicos
(reactogenicidad), se evaluaron las principales
reacciones adversas evidenciadas en los nifios luego
de ser vacunados. Entre ellas, las fundamentales
fueron:

1. Predominaron los eventos sistémicos (74.5%),
como fiebre y febricula en el 45 y el 23%,
respectivamente, de |os nifios vacunados.

2. El 85.5% delasreacciones adversas sereportaron
en las primeras 24 horas.

3. Solo 112 nifios (41.9% ) manifestaron reacciones
adversas, fundamentalmente leves. No se report6
ninguna reaccion adversa grave.

Losresultadosde estaetapademostraron quelavacuna
Trivac HB es atoxicay bien tolerada por los nifios.

Fase Il

En la fase Il de la etapa de estudios clinicos
(inmunogenicidad), se evaluaron dos aspectos
fundamentales: porcentaj e de seroproteccion, esdecir,
cuéntos nifios vacunados alcanzaron los niveles
necesarios paraquedar protegidos contracadaantigeno,
y se evaluaron, ademas, los titulos de la media
geométrica (TMG), o sea, |os titulos de anticuerpos
alcanzados después de lavacunacion. El porcentaje de
seroproteccion global fue 98.8% de los anticuerpos
anti-HB, 97.9% de | os anticuerpos antitoxinateténica,
100% de los anticuerpos antitoxina diftéricay 93.1%
de los anticuerpos antipertussis.

La media geométrica global de los titulos de
anticuerpos anti-HB fue de 387.07 U/mL, de la
antitoxina teténica fue de 0.56 U/mL, de la antitoxina
diftérica fue de 1.13 U/mL y 21.67 UN (Unidades
Novatec) paralostitul os de anticuerpos anti-pertussis.

Los resultados de la vacunacién con Trivac HB®
fueron satisfactorios: el porcentaje de seropro-teccion
de los anticuerpos estuvo por encima del 97%, y una
respuestaentre el 80y el 90% paralaB. pertussis se
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consideramuy buena. En el caso delosTMG estuvie-
ron muy por encimade o necesario paraconferir pro-
teccion. Los valores mas bajos de los titulos fueron €l
de la anatoxina tetanica, que estuvieron 5 veces por
encimade |o necesario para conferir proteccion.

Los resultados de esta etapa demostraron que la
vacuna combinada Trivac HB® brinda una adecuada
proteccion a los nifios vacunados.

Etapa de escalado

Los resultados del estudio con los seis lotes, a escala
de 20 y 100 litros, cumplieron las especificaciones
establecidas para su control.

Los resultados del estudio de la potencia de B.
pertussis enloslotesformuladosaescalade 100 litros,
fueron mejores que los obtenidos aescalade 20 litros.
Ello demostré que el proceso de escalado no afecté la
calidad de lavacuna

Conclusiones

Luego del estudio de preformulacion con tres
variantes tecnoldgicas para la elaboracion de la
vacuna combinada DPT-HB, se selecciond la va-
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riante 3 como el candidato tecnol 6gico para ser es-
calado e insertado en el estudio de estabilidad real.
Este demostré que la vacuna es estable durante 24
meses, almacenada a una temperaturade5 + 3 °C.
El envase primario utilizado es el adecuado para
mantener laesterilidad y calidad del producto. Entre
él y la vacuna no ocurren interacciones, tal como
evidenciaron los resultados.

Los estudios preclinicos mostraron que la vacuna
es atoxica. Con el estudio clinico se demostro que los
cuatro antigenos que forman la vacuna brindan una
proteccion elevada a los nifios inmunizados. Esta es
unavacuna seguray eficaz.

Uno delosobjetivos masimportantes de laetapa
productiva de lavacunatetravalente Trivac HB® es
el escalado de la formulacion, el cua resultd muy
eficaz, segun los resultados. Basados en ellos, el
Centro parael Control delos Medicamentos otorgd
la Licencia Sanitaria de Operacion Farmacéutica y
el Registro para la produccién y comercializacion
delavacuna.

Estelogro permitié introducir lavacuna Trivac HB®
en e Programa Naciona de Vacunacion de Cuba.
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