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La meningitis meningocdccica continua siendo un problema de salud en diferentes paises y para la prevencion de esta
enfermedad se han obtenido diferentes vacunas. La vacuna VA-MENGOC-BC® ha constituido ser eficaz y segura en
la prevencion de la meningitis meningococcica contra los serogrupos B y C. Esta ha demostrado buena estabilidad en
el tiempo sin cambiar su calidad como producto; fue conservada a estante durante 24 y 36 meses a temperaturas de 4
a 8 °C. Se evaluo su posible potencial toxicoldgico a través de un estudio de tolerancia local en ratas Sprague Dawley
para extender su vida util. Los animales inmunizados se observaron diariamente para evaluar sintomas locales y
sistémicos de toxicidad. Se realizaron evaluaciones del peso corporal, consumo de agua y alimento, termometria,
musculometria e irritabilidad dérmica por el método de Draize. Se realizaron estudios anatomopatologicos peridodicos
para observar posibles efectos adversos. No se observaron sintomas de toxicidad ni muertes. No se encontraron
diferencias entre los grupos experimentales en cuanto al peso corporal, el consumo de agua y de alimentos, no se
evidenci6 fiebre, ni irritabilidad local. Anatomopatologicamente a nivel del punto de inoculacion se observaron
procesos granulomatosos de tipo macrofagicos caracteristicos en las vacunas que contienen hidroxido de aluminio.
Estos resultados permitieron concluir que la vacuna VA-MENGOC-BC® que permanecio en estante durante 24 y 36
meses no evidencid efectos adversos locales, ni sistémicos en las ratas.

Palabras clave: VA-MENGOC-BC®, tolerancia local, termometria, musculometria, irritabilidad dérmica, Sprague
Dawley.

El agente causal de estas meningitis es una bacteria
Gram-negativa: N. meningitidis, capaz de colonizar
asintomaticamente el tracto respiratorio superior.
Existen distintos tipos de meningococo, pero cinco
serogrupos son los responsables de la mayoria de
las infecciones: meningococo A, C, Y, W .., y B. La
incidencia de la distribucion geografica tanto de la
enfermedad como de los serogrupos de la bacteria
que la producen, cambian continuamente. Durante los
ultimos afios se ha observado en diferentes regiones un
aumento en la circulacion del serotipo W ., aunque en
menor cuantia en estos mismos reportes no han dejado
de incidir la aparicion de los serogrupos B y C, sobre
todo ese tltimo.!?

Introduccion

La enfermedad meningococica producida por Neisseria
meningitidis es una de las principales causas de
meningitis bacteriana y septicemia en los paises
industrializados y constituye un problema de salud para
muchos paises en desarrollo, tiene una alta prevalencia
a nivel mundial y existen numerosos lugares donde la
enfermedad es endémica. Pudiéndose mencionar el
cinturén de la meningitis en Africa, en Asia y algunos
paises de América también provoca afectaciones, sobre
todo en las estaciones del afio, secas y frias.!V

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) prevé el
riesgo de ocurrencia de una epidemia a gran escala en

varios paises por lo que trabaja en el control de esta Por lo que teniendo en cuenta estos aspectos antes

enfermedad para el afio 2030.?

VA-MENGOC-BC® continua siendo un producto util
en la prevencion de las enfermedades meningocdccicas
producidas por los serogrupos B y C.

mencionados y que VA-MENGOC-BC® continua siendo
un producto eficaz en la prevencion de las meningitis
producidas por los serogrupos B y C tanto en Cuba
como en otras regiones y paises del mundo, se decidio
evaluar los posibles efectos toxicologicos adversos tras
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la utilizacion del producto después de 24 y 36 meses de
permanencia en estante de 4 a 8 °C a través del estudio de
tolerancia local con la finalidad de extender su vida util
de 24 a 36 meses de producida, luego de demostrada la
no existencia de cambios fisico-quimicos de la vacuna.

Materiales y Métodos

Disefio experimental: Se basé fundamentalmente, en
las recomendaciones y guias emitidas por la OMS para
la evaluacion de vacunas.* ® El disefio experimental
contemplo la inoculacién intramuscular en ratas Sprague
Dawley con 0,2 mL de la vacuna. El estudio tuvo una
duracion de 28 dias durante el cual fueron observados y
se realizaron eutanasias periddicas (3, 7, 14, 28 dias post-
inoculacion) para monitorear las posibles alteraciones en
el punto de inoculacion y cualquier otra lesion mediante
los estudios anatomopatoldgicos. Se evaluaron ademas,
el comportamiento del peso vivo de los animales,
consumo de agua y alimentos, asi como la temperatura
corporal y el aumento del volumen muscular durante
las primeras 72 h e irritabilidad dérmica en el punto de
inoculacion por el método de Draize.©

Animales: Fueron utilizadas ratas Sprague Dawley (SD)
machos con una edad de 6 — 7 semanas. Las mismas
fueron suministradas por el Centro Nacional Para la
Produccion de Animales de Laboratorio (CENPALAB),
acompaiiados de sus certificados de calidad sanitaria y
Zootecnia.

Condiciones de alojamiento: Los animales fueron
alojados en cajas tipo T4 (area de piso: 1800 cm?) de
policarbonato (Tecniplast, Italia). Fueron colocados
cinco animales por cajas. Se empled encamado de bagazo
de cafia desmenuzado suministrado por el CENPALAB
y esterilizado en autoclave durante 25 min. a 121 °C
cambiandose dos veces por semana. La alimentacion
consistié en pienso esterilizado para ratas (ALYco®),
suministrado y certificado por el CENPALAB y agua
potable acidulada (pH 2,7-3,0) como bebida, ambos ad
libitum. Los locales de los animales mantuvieron una
temperatura de 22 + 2 °C y humedad relativa de 60 +
5%. Estos parametros fueron diariamente registrados
manteniendo un ciclo de 12 h luz y 12 h oscuridad.

Grupos de tratamiento y via de administracion: Se
formaron 3 grupos de tratamiento de 20 animales cada
uno; un grupo control que recibid Solucion Buffer
Fosfato (PBS), lo cual permitié no solo el control de
las condiciones de inmunizacion, sino también de los
posibles efectos adversos potenciales que pudieran
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desarrollarse en el curso del experimento; y dos
grupos que recibieron la vacuna VA-MENGOC-BC®
de 24 meses (Lote: 0021) y 36 meses (Lote: 9001-Y)
producida y conservada de 4 a 8 °C en estante. El estudio
tuvo la finalidad de evaluar los efectos adversos locales
potenciales asociados a la administracion del producto
con una dosis.

No se consider6 necesario la aplicacion del nimero de
dosis recomendadas en el esquema de inmunizacién para
humanos (dos dosis). Se empled la via intramuscular por
ser la utilizada en humanos, en la regiéon media posterior
de la cara interna del muslo izquierdo y derecho (100 puL.
en cada extremidad).

La dosis de la vacuna para uso en humanos se encuentra
en un volumen de 0,5 mL. El volumen maximo
permisible para ratas de estas tallas y pesos es de 0,1 -
0,2 mL (7). Al tener en cuenta el peso y las relaciones
alométricas entre el hombre y el modelo experimental
utilizado, la dosis a aplicar permite evaluar un margen
de seguridad satisfactorio.

Composicion por unidad de dosis de VA-MENGOC-
BC® (0,5 mL)

Sustancias Activas

Vesicula de Membrana Externa de meningococo B: 50 ug
Polisacarido C: 50 ug

Sustancias auxiliares

Hidréxido de aluminio: 2 mg
Tiomersal: 0.01 %

Cloruro de sodio: 0.85 %
Fosfato: 0.7 mM

Observaciones y sintomas clinicos: Todas las
observaciones se comenzaron a realizar a partir de
la fecha de inicio experimental tiempo cero (TO0)
diariamente dos veces al dia, considerado este como el
momento en que se comenzaron a tomar los primeros
datos especificos del estudio. Se presto especial atencion
al punto de inoculacién y a la aparicion y/o manifestacion
de sintomas como: cojera, piloereccion, postracion,
movimientos involuntarios, ataxia, salivacion, lagrimeo,
excitacion, incoordinacion y cualquier otro sintoma.

Peso corporal: Los animales fueron pesados
individualmente antes de la inoculacidon, tres dias
después de la inoculacion y semanalmente hasta concluir
el estudio a los 28 dias post-inoculacion. Se utilizo
una balanza modelo Sartorius®, previa calibracion y
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certificacion para su uso en cumplimiento de las buenas
practicas de laboratorio.

Consumo de agua y alimentos: Ambos fueron
suministrados ad libitum y medidos al comienzo del
estudio y luego en dias alternos. El agua se midié con
una probeta de 1000 mL; se depositaron y repusieron
cada vez 750 mL de agua en el frasco colocado en cada
caja de ratas, el volumen remanente se registro y calcul6
por diferencia del volumen consumido por el grupo.
Para el célculo del consumo medio diario por animal,
esta diferencia se dividid entre el nimero de animales de
la caja y el nimero de dias transcurridos desde la tltima
medicion.

De forma similar se realizo la evaluacion del consumo
de alimentos, cada vez que se hizo una medicion se
completaron en las tolvas de las cajas con 500 g de
pienso. Con una balanza técnica modelo Sartorius® se
peso el alimento remanente y se calculd el consumo
medio diario por animal, como se describié para el
consumo de agua.

Temperatura corporal y musculometria: La
evaluacion de la temperatura corporal de los animales se
realiz6 por via rectal utilizando un termémetro clinico de
mercurio fino (MEHECO, China), segun procedimiento
normalizado de operaciones para este proceder. Esta
operacion se realizé de 1 a 2 minutos y los resultados
se recogieron en un registro habilitado al efecto, en los
tiempos 0, 8, 24, 48 y 72 horas.

La musculometria se realizd con un Pie de Rey
(MasterCraf®), que permitié medir el diametro de las
extremidades inoculadas antes de realizar la misma (Fig.
1-A), la restriccion del animal se realizé por un técnico
especializado y otro técnico o personal calificado realizod
la medicién del didmetro muscular que toma como
referencia el centro de la musculatura de la region del
muslo, quedando los dientes del Pie de Rey por la cara

interna del musculo y la externa; a continuacion se cerrd
el Pie de Rey hasta el tope méximo de ambas caras sin
realizar presion. Esta operacion se realizo igualmente en
los tiempos 0, 8, 24, 48 y 72 horas post-inoculacion y
los resultados se recogieron en un registro habilitado al
efecto.

Irritabilidad dérmica: La prueba de irritabilidad
dérmica se realizd de forma similar a lo que se
ha descrito para farmacos tépicos como cremas,
ungiientos, lociones, etc., aplicados sobre la piel o
mucosas,® en este estudio, la vacuna fue administrada
intramuscularmente, pero evaluamos por el método
de Draize la posible irritabilidad de la piel en la zona
donde se administré la vacuna, a través de la presencia
de eritema, edemas, escaras; asi como la presencia de
papulas, siguiendo lo descrito por el PNT/ANI/0207
establecidos por el Centro de Estudio de Investigaciones
y Evaluaciones Biologicas del Instituto de Farmacia y
Alimentos (CEIEB-IFAL). Para esta prueba se realizo
una previa depilacion de la cara interna del muslo de
las extremidades donde se aplico la vacuna (Fig. 1-B).
El calculo de indice de irritabilidad dérmica (IID) se
efectué sumando todas las observaciones (8, 24, 48 y
72 h post-inoculacion) y dividiéndola por el nimero de
observaciones realizadas.

El valor obtenido se comparo con lo reportado en el PNT
correspondiente para clasificar el producto y de esta
forma su aprobacion o rechazo seglin las normas de la
OECD® (Siglas del inglés: Organization for Economic
Cooperation and Development. Organizacion para el
Desarrollo y la Cooperacion Econémica).

Estudios anatomopatologicos: Las observaciones
anatomopatologicas macroscopicas se realizaron a
cinco animales de cada grupo, inmediatamente después
de la eutanasia a los 3, 7, 14 y 28 dias post-inoculacion.
Se tomaron muestras del sitio de inoculacion a

Fig. 1. Extremidad derecha de rata SD macho. A- Evaluacion del diametro muscular antes de la inmunizacion. B- Aplicacion de
la vacuna en la region central de la cara interna del muslo. Se muestran las areas depiladas para la evaluacion de la irritabilidad

dérmica.
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todos los animales, tales como piel y tejido celular
subcutaneo, musculo de la region, ganglio linfatico
popliteo e inguinal profundo. Fue previsto el examen
histopatoldgico para todos los 6rganos que mostraran
alteraciones macroscopicas en la necropsia.

Las muestras de tejidos fueron fijadas durante las
primeras 24 h con formaldehido al 10 % neutralizado con
carbonato de calcio. Luego se redujo la concentracion
del fijador al 4 % hasta su inclusion, para cortar en
parafina. Los cortes se realizaron a un espesor de 4-6
um (micras) usando un micrétomo Histolide 2000
(Alemania). La direccion y el numero de secciones
se realizaron segun las recomendaciones de la OMS
para la evaluacion de productos toxicos.*> Se realizo
tincién de hematoxilina — eosina. Las observaciones se
realizaron con microscopios convencionales Leyca y
Olympus (modelos DMLB, Alemania, y CH-2, Japon,
respectivamente). Se realizé una descripcion detallada
de las observaciones recolectadas.

Método de Eutanasia y Punto Final: El método
de eutanasia de los animales se realizO por sobre
dosis de Tiopental Sodio como anestésico, por via
intravenosa, en dosis de 100 mg/kg de peso, segun las
recomendaciones y guias del consejo canadiense para
el cuidado de los animales de laboratorio,” cumpliendo
con las directrices sobre la eutanasia de la Asociacion
Americana de Medicina Veterinaria.'” Este método
se aplico en momento del punto final de los grupos
de animales seglin el disefio experimental del estudio
y se tuvo en cuenta las recomendaciones de Morton
sobre el punto final humanitario.!V Todas las técnicas y
procedimientos utilizados en el estudio fueron aprobadas
por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de los
Animales de Laboratorio (CICUAL) del Instituto Finlay
de Vacunas.

Analisis estadistico: Para el analisis estadistico se creo
una base de datos en Microsoft Excel y se procesaron
los mismos utilizando el programa estadistico sistema
R, version 3.1.0 (2014-04-10).1? Para todos los casos
se aplico como criterio de significacion estadistica
p < 0,05. Para las variables continuas (peso corporal,
consumo de agua y consumo de alimento) se realizo
un analisis de comparacion multiple, incluyendo la
comprobacion de la normalidad de los datos, asi como
el chequeo de la igualdad de varianza. Los grupos de
datos que cumplieron lo antes sefialado se procesaron
por ANOVA 'y los que no lo cumplieron por la prueba de
Kruskall-Wallis.
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Resultados y Discusion

La rata es considerada la especie roedora de preferencia
para este tipo de estudio y la linea SD estd bien
caracterizada y ha sido ampliamente usada por su gran
sensibilidad en los estudios de toxicidad.”- '*19 Es
ademas, una linea no isogénica, por lo que puede dar
una respuesta heterogénea de mayor valides para la
especie humana. Se considera que la rata SD constituye
un modelo de relevancia potencial para la evaluacion de
la toxicidad intrinseca y asociada a la respuesta inmune
de productos vacunales contra meningococos,'¥ ademas
se ha usado en otros estudios toxicologicos de vacunas
contra meningococos.!”

Observaciones y sintomas clinicos

Durante el ensayo no se observaron sintomas clinicos,
ni se registraron muertes en ninguno de los animales
en estudio. Resultado que refuerza la seguridad de este
producto descrita por otros autores,!*!” lo que hace
que VA-MENGOC-BC® contintie siendo una vacuna de
eleccion para combatir o precaver epidemias contra las
meningitis producidas por los serogrupos B y C.

Peso corporal

Todos los animales incrementaron su peso corporal
durante el estudio (Fig. 2). No se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos tratados
y el control (p > 0,05). Las curvas de incremento de peso
de los animales se correspondieron con las observadas
en ensayos anteriores en nuestras instalaciones y los
reportados por la literatura.(!3-1

Consumo de agua y alimentos

El consumo de agua se comport6 de forma similar entre
todos los grupos evaluados en el estudio sin diferencias
estadisticas (p > 0,05, Tabla 1), los machos consumieron
como promedio 34,0 mL de agua, resultados que se
corresponden con los valores historicos observados para
las ratas de esta categoria en nuestras instalaciones .3
El consumo de alimentos tampoco mostrd diferencias
significativas (p > 0,05, Tabla 1) entre los grupos de
tratamientos siendo el promedio de 25,1 g.

Temperatura corporal y musculometria

La temperatura corporal registrada durante las diferentes
evaluaciones realizadas post-inoculacion no mostro
diferencias significativas (p > 0,05) entre los grupos de
tratamientos (Tabla 1), la misma se comporté dentro
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Fig. 2. Comportamiento del peso corporal de ratas SD machos durante el estudio de tolerancia local de VA-MENGOC-BC®.
Cada valor representa el promedio de los animales y el error tipico de la media de cada grupo. Prueba estadistica Kruskal-Wallis

p>0,05.

Tabla 1. Valor promedio del consumo de agua, alimentos y de la temperatura corporal en las ratas SD machos (media
+ DS) y valores de p entre los grupos. Estudio de tolerancia local de la vacuna VA-MENGOC-BC®.

Variables
Grupos -
Agua (mL) Comida (g) Temperatura corporal (°C)
Control 322+24 248+ 1,5 374+0,4
Lote 0021 34,9 +£4,0 26,024 37,3+0,4
Lote 9001-Y 348+32 244+1,8 373+0,4
Media general 34+34 25,1£2,0 37,3+£0,4

Los datos del consumo de agua y alimentos se evaluaron en dias alternos y se agruparon por semanas para facilitar el analisis estadistico,
mientras que la temperatura corporal se evalu6 a las 0, 8, 24, 48 y 72 horas post-inoculacion. Prueba estadistica de Kruskal-Wallis p >0,05.

de los rangos fisioldgicos reportados para la especie.®?
Esta evaluacion es un criterio importante en los estudios
de reactogenicidad que se conducen en los ensayos
clinicos. Los mismos, se sustentan en la observacion de
eventos adversos esperados y no esperados, entre los que
se recogen, la fiebre, dolor de cabeza, dolor en el sitio
de administracion, enrojecimiento, dolor abdominal,
vomitos, diarreas, entre otros.?>??

La termometria de los animales en los estudios
toxicologicos preclinicos para evaluar la temperatura
corporal de los mismos, puede contribuir de forma
predictiva a los ensayos clinicos sobre la reactogenicidad
de determinado farmaco o vacuna; por esa razon, debe ser
un ensayo a incorporar en los estudios toxicoloégicos de
las vacunas, sobre todo teniendo en cuenta la naturaleza
de los antigenos que las pueden componer y si presentan
adyuvantes conocidos o novedosos. En este trabajo
como se pudo apreciar, los resultados son satisfactorios,
al no observarse fiebre en los animales vacunados con
dos lotes de VA-MENGOC-BC® almacenados por 24
y 36 meses en condiciones controladas de temperatura
(4 - 8 °C). Este resultado soporta todas las anteriores
evaluaciones realizadas permitiendo evidenciar en
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conjunto la baja reactogenicidad del producto en ensayo,
brindando un mayor margen de seguridad y estabilidad
para VA-MENGOC-BC®.

Otro aspecto a considerar durante los ensayos clinicos,
es la respuesta local en el sitio de inmunizacion,
pudiéndose recoger efectos adversos indeseados como
dolor, inflamacion, rubor, ardor, calor, enrojecimiento,
entre otros.?" ?» En este sentido, consideramos de
valor predictivo a los ensayos clinicos, la evaluacion
del volumen muscular del sitio de administracion de
la vacuna en un ensayo toxicoldgico preclinico. Esta
evaluacion, puede permitir discernir la ocurrencia de
procesos inflamatorios locales medibles y de forma
consistente, al utilizar herramientas de reconocida
precision como el Pie de Rey.®®

Los estudios de musculometria evidenciaron diferencias
significativas (p < 0,05) entre controles y vacunados a
las 24 y 48 horas y no entre grupos vacunados (Fig. 3).
Estos resultados eran de esperar sobre todo frente a los
animales controles que recibieron PBS y donde dicho
aumento de volumen se debe principalmente, al proceso
inflamatorio provocado por el hidroxido de aluminio
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Fig. 3. Comportamiento del volumen muscular en ratas SD machos durante el estudio de tolerancia local de VA-MENGOC-BC®.
Cada valor representa el promedio de 10 animales y el error tipico de la media de cada grupo. Prueba estadistica Kruskal-Wallis

p <0,05.

utilizado como adyuvante.!* ' Todo lo cual evidencia,
un bajo nivel de reactogenicidad de la vacuna, ya que
a pesar de este proceso inflamatorio, como se recogio
anteriormente, los animales no evidenciaron sintomas
de cojera, dolor o algun tipo de dificultad locomotora.

Irritabilidad dérmica

Los estudios de irritabilidad dérmica durante la ultima
década del siglo pasado y del presente siglo, fueron
unos de los requisitos exigidos para el licenciamiento
de farmacos o productos por entidades regulatorias
europeas como la OECD,® ademas, tanto el ensayo de
irritabilidad dérmica como el oftdlmico, han sido de los
de mayor controversia desde el punto de vista ético en
el uso de los animales de laboratorio con estos fines.??
Hoy estos ensayos ya no se realizan en animales. han
sido sustituidos por métodos alternativos, como los
ensayos in vitro.®® Aunque no existe ninguna vacuna
hasta la fecha que su administracion sea topica sobre la
piel; las que si existen y se aplican por via intradérmica,
subcutanea o intramuscular, pudieran ser evaluadas por
este método.

Nosotros consideramos, que este método al igual que
los descritos anteriormente (temperatura corporal y
volumetria muscular) es también una herramienta
predictiva para los ensayos clinicos, toda vez que
permite brindar mas informacion y soporte a la suma de
todos los resultados. En los humanos la reaccion local
a determinado producto sobre la piel o sitio especifico
es facilmente observable, sobre todo por la existencia
de menos vellosidades en la piel, con respecto a los
animales de laboratorio mas comunes utilizados con
estos fines.
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Elensayo deirritabilidad dérmicarealizado por el método
de Draize permiti6 descartar a través de las lecturas de la
piel en el sitio de administracion de VA-MENGOC-BC®
la ausencia de eritemas, edemas, escaras, o papulas, por
lo que el indice de irritacion dérmica para ambos lotes
de la vacuna fue 0,0. Este resultado permite catalogar a
la vacuna como potencialmente no irritante para la piel,
segun la escala establecida en la literatura y cumple con
las directrices de la OECD.©®

Estudios anatomopatologicos

A partir de los resultados anatomopatologicos
macroscopicos realizados en la primera eutanasia (tres
dias post inoculacion), se observdo en los animales
inmunizados con ambos lotes de VA-MENGOC-BC®
posibles procesos granulomatosos a nivel del punto de
inoculacion de tipos difusos, que posteriormente fueron
evolucionando a la abscedacion (Fig. 4 A-D), estos
difirieron significativamente (p < 0,05) de los animales
del grupo control. Por otra parte la presencia de adenitis
en los ganglios popliteos e inguinales profundos fue
similar en frecuencia de aparicion entre ambos lotes
vacunados sin diferencias significativas entre ellos (p >
0,05); observadas con mayor frecuencia en las eutanasias
realizadas a los 3, 7 y 14 dias post-inoculacioén, mientras
que a los 28 dias post-inoculacion, solo se observo una
ligera adenitis en dos animales vacunados con el lote
0021 y en tres animales vacunados con el lote 9001-Y,
todo los cual apunta a un regreso hacia el estado normal
de este ganglio. Por su parte, en los animales del grupo
control solamente se presentd adenitis del ganglio
inguinal profundo en un solo animal a los tres dias post-
inoculacion (Tabla 2).



Oliva-Hernandez R, et al. VacciMonitor 2019;28(1):9-18

Fig. 4. Ratas macho del grupo vacunado con VA-MENGOC-BC®. Extremidad posterior izquierda. Sitio de inoculacion, A-
Eutanasia realizada a los 3 dias, el circulo enmarca tejido muscular donde se observa posible formacion abscedada difusa,
B- Eutanasia realizada a los 7 dias, el circulo enmarca posible formacion granulomatosa abscedada ligeramente delimitada,
C- Eutanasia realizada a los 14 dias, el circulo enmarca posible formacion granulomatosa abscedada con mayor delimitacion, D-
Eutanasia realizada a los 28 dias, el circulo enmarca una franca formacion abscedada, bien delimitada y encapsulada.

Tabla 2. Estudio de tolerancia local de la vacuna VA-MENGOC-BC®. Resumen de las alteraciones macroscopicas
relacionadas con el sitio de inoculacion en ratas SD machos observadas en las diferentes eutanasias.

Eutanasias Grupos de tratamientos/n animales
Frecuencia de las alteraciones observadas
Dias* C V-1 V-2 Total
Procesos inflamatorios de posible origen 0/5a 5/5b 4/5b 9/15
granulomatoso difusos 0% 100% 80% 60%
. . . 0/5a 5/5b 5/5b 10/15
3 Adenitis en ganglios popliteos
0% 100% 100% 66,6%
.. L 1/5a 5/5b 5/5b 11/15
Adenitis en ganglios inguinales profundos
20% 100% 100% 73,3%
Posibles formaciones granulomatosas que comienzan 0/5a 4/5b 5/5b 9/15
a abscedar 0% 100% 100% 60%
. ) ) 0/5a 5/5b 5/5b 11/15
7 Adenitis en ganglios popliteos
0% 100% 100% 73,3%
. L. 0/5a 5/5b 5/5b 10/15
Adenitis en ganglios inguinales profundos
0% 100% 100% 66,6%
. . 0/5a 4/5b 2/5a 6/15
Posibles formaciones granulomatosas abscedadas
0% 80% 40% 40%
. ) ) 0/5a 3/5b 3/5b 6/15
14 Adenitis en ganglios popliteos
0% 60% 60% 40%
. L 0/5a 3/5b 4/5b 7/15
Adenitis en ganglios inguinales profundos
0% 60% 80% 46,6%
Posibles formaciones granulomatosas francamente 0/5a 5/5b 5/5b 10/15
’8 abscedadas y encapsuladas 0% 100% 100% 66,6%
.. . 0/5a 2/5a 3/5b 5/15
Adenitis en ganglios inguinales profundos
0% 40% 60% 33,3%

Leyenda: *- dias post-inoculacion; V1- animales vacunados con el lote 0021 de 24 meses; V2- animales vacunados con el lote 9001-Y
de 36 meses; C- animales controles inoculados con PBS; n- cantidad de animales, % - por ciento del total de animales observados con la
alteracion descrita, Prueba exacta de Fisher p < 0,05 letras diferentes difieren.
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Tabla 3. Frecuencia de cambios histologicos relacionados con el sistema inmune en el estudio de tolerancia local de
VA-MENGOC-BC® en ratas SD machos observadas en las diferentes eutanasias.

Eutanasias Grupos de tratamientos/n animales
Frecuencia de las alteraciones observadas
Dias* C V-1 V-2 Total
. i 2/5 2/5 1/5 5/15
Abundantes células cebadas en ganglios
3 40% 40% 20% 33,3%
Formaciones granulomatosas de tipo macrofagico en 0/5a 4/5b 5/5b 9/15
musculos 0% 80% 100% 60%
) ) 1/5 0/5 2/5 3/15
Abundantes células cebadas en ganglios
20% 0% 40% 20%
, o . 3/5 4/5 4/5 11/15
Foliculos linfoides secundarios
60% 80% 80% 73,3%
. Formaciones granulomatosas de tipo macrofagico en 0/5a 5/5b 4/5b 9/15
musculos 0% 100% 80% 60%
. i . 2/5 4/5 3/5 9/15
Abundantes células plasmaticas en ganglios
40% 80% 60% 60%
. . . T 1/5 3/5 2/5 6/15
Linfocitos en apoptosis en ganglios linfaticos
20% 60% 40% 40%
] ) 1/5 1/5 2/5 4/15
Abundantes células cebadas en ganglios
20% 20% 40% 26,6%
, o . 3/5 4/5 4/5 11/15
Foliculos linfoides secundarios
60% 80% 80% 73,3%
14 Formaciones granulomatosas de tipo macrofagico en 0/5a 5/5b 4/5b 9/15
musculos 0% 100% 80% 60%
. . . 2/5 4/5 3/5 9/15
Abundantes células plasmaticas en ganglios
40% 80% 60% 60%
. . . TP 1/5 3/5 2/5 6/15
Linfocitos en apoptosis en ganglios linfaticos
20% 60% 40% 40%
) ) 1/5 5/5b 5/5b 10/15
Abundantes células cebadas en ganglios
20% 100% 100% 66,6%
) . . 4/5 4/5 5/5 13/15
Foliculos linfoides secundarios
’8 80% 80% 100% 86,6%
Formaciones granulomatosas de tipo macrofagico en 0/5a 4/5b 4/5b 8/15
musculos 0% 80% 80% 66,6%
. - . 2/5 2/5a 2/5 6/15
Abundantes células plasmaticas en ganglios
40% 40% 40% 40%

Leyenda: *- dias post-inoculacion; V1- animales vacunados con el lote 0021 de 24 meses; V2- animales vacunados con el lote 9001-Y
de 36 meses; C- animales controles con PBS; n- cantidad de animales, % - por ciento del total de animales observados con la alteracion

descrita, Prueba exacta de Fisher p < 0,05 letras diferentes difieren.

Estas alteraciones fueron observadas de forma similar
en las zonas proximas al sitio de inoculacion en
las eutanasias realizadas a los 7, 14 y 28 dias post-
inoculacion, las cuales se consideran caracteristicas de
productos vacunales que contienen en su formulacion
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hidroxido de aluminio como adyuvante de depdsito. 13
14)

Fuera del punto de inoculacién, no fueron encontradas
otras alteraciones o lesiones en la investigacion
macroscopica realizadas a los diferentes sistemas y
organos de los animales.
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Fig. 5. Corte histologico del sitio de administracion de
VAMENGOC-BC® mostrando tejido muscular con formacion
granulomatosa de tipo macrofagico (a) de eutanasia 28 dias
post-inoculacion. Hematoxilina-Eosina x 120.

Desde el punto vista histopatologico las lesiones
diagnosticadas como posibles procesos granulomatosos
a nivel del punto de inoculaciéon fueron verificadas
microscopicamente (Fig. 5), dichas lesiones arrojaron
diferencias significativas p < 0,05 con respecto al grupo
control (Tabla 3).

De forma similar al hallazgo macroscopico, estas
lesiones son frecuentemente observadas en animales a
los cuales se les inoculan productos que contienen como
adyuvante el hidroxido de aluminio como es el caso de
VA-MENGOC-BC®, las mismas han sido observadas en
experimentos similares y en la misma especie.'¥ De esta
manera los procesos granulomatosos, solo se presentan
en los animales donde se inocul6 la vacuna que contiene
el adyuvante.

Estas lesiones granulomatosas de tipo macrofagicas
evolucionaron hacia procesos reparativos con sustitucion
por tejido conjuntivo que encapsuld las mismas. Los
fenomenos descritos a nivel de los ganglios linfaticos
regionales correspondientes a los puntos donde se
inocularon las vacunas en ensayo han sido descritos
para productos similares.'

Conclusiones

Bajo las condiciones del estudio y segun los criterios
establecidos, la vacuna VA-MENGOC-BC® que
permanecio en estante durante 24 y 36 meses de 4 a
8 °C, no evidenci6 efectos adversos toxicologicos en
el modelo animal, siendo bien tolerada después de su
aplicacion por via intramuscular; por lo que se considera
potencialmente no toxica para humanos.
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Local tolerance study of the VA-MENGOC-BC® antimeningococcal vaccine in Sprague
Dawley rats. Evaluation at 24 and 36 months of shelf

Abstract

Recibido: Noviembre de 2018

Meningococcal meningitis continues to be a health problem in different countries and different vaccines have been
obtained for the prevention of this disease. VA-MENGOC-BC® vaccine has been effective and safe in the prevention
of meningococcal meningitis against serogroups B and C. This has shown good stability over time without changing
its quality as a product; It was stored on a shelf for 24 and 36 months at temperatures of 4 to 8 °C. Their possible
toxicological potential was evaluated through a local tolerance study in Sprague Dawley rats. Immunized animals were
observed daily to evaluate local and systemic toxicity symptoms. Body weight, water and feed intake, thermometry,
musculometry were performed and dermal irritability by the Draize method. Anatomopathological studies to observe
possible adverse effects were made. No symptoms of toxicity or deaths were observed. No differences were found
between the experimental groups in terms of body weight, water and food consumption, no fever or local irritability was
evident. Anatomopathologically no lesions of diagnostic value were observed, at the site of inoculation, granulomatous
processes of macrophagic type characteristic in vaccines containing aluminum hydroxide were observed. These results
allowed us to conclude that the VA-MENGOC-BC® vaccine that remained on the shelf for 24 and 36 months did not
show any local or systemic effects in rats.

Keywords: VA-MENGOC-BC®, local tolerance, thermometry, musculometry, dermal irritability, Sprague Dawley.
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