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La vacuna antimeningocdcica tipo B, objetivo de este estudio, contiene vesiculas purificadas de la membrana externa del meningococo

del serogrupo B de la cepa (Cu- 385 - 83 ) B:4:P1.19,15. El esquema de vacunacién propuesto en humanos consiste en tres dosis de

0,5 mL, separadas por un intervalo 6ptimo de ocho semanas. El objetivo de este estudio de toxicidad en ratas Sprague Dawley (SD) fue

determinar la toxicidad potencial, letalidad, 6rganos, sistemas susceptibles y otros eventos adversos, asi como la toxicidad en el sitio de

inoculacién después de la administracion de una dosis de la vacuna en estudio. Los resultados indicaron que, bajo las condiciones del

estudio y segun los criterios establecidos para evaluar los resultados, la vacuna antimeningocdcica tipo B, no produce efectos téxicos en

el modelo animal usado. Todo lo que se observé fueron formaciones granulomatosas a nivel del punto de inoculacién. Estas

formaciones han sido reportadas como pertenecientes a los adyuvantes de dep6sito, como el hidréxido de aluminio, usado en otras

vacunas parenterales. Se concluye que la vacuna antimeningocdcica tipo B resultd satisfactoria en las pruebas de toxicidad por dosis

Unica y tolerancia local realizadas en la especie rata.
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Introduccion

Alrededor del 90% de los casos reportados por meningitis
meningocdcica a nivel mundial han sido causados por meningococos
del serogrupo B (1). En el caso de Cuba existe una mayor incidencia
de meningitis provocada por este serogrupo particularmente de la
cepa (Cu- 385 - 83 ) B:4:P1.19,15 (2).

La vacuna antimeningocdcica tipo B en estudio contiene vesiculas
purificadas de la membrana externa del meningococo del serogrupo
B. A este complejo se afiade el gel de hidr6xido de aluminio estéril
que presenta particulas de tamafio controlado, cloruro de sodio y
fosfatos.

Esta vacuna es adecuada para la inmunizacién activa contra la
enfermedad meningocécica causada por el serogrupo B. Se
recomienda para la inmunizacién activa a personas de cualquier edad
pasados de nacidos,
endemoepidémicas (3, 4).

los tres meses que vivan en dreas

El esquema de vacunacién propuesto consiste en tres dosis de
0,5 mL cada una, separadas por un intervalo 6ptimo de ocho
semanas. La segunda y tercera dosis son esenciales para lograr la
protecciéon (5, 6, 7). El objetivo de este estudio evaluativo de
toxicidad aguda en rata Sprague Dawley (SD) fue determinar la
posible letalidad causada por la administracién de una dosis de la
sustancia de ensayo, los posibles signos téxicos después de su
aplicacién, asi como los drganos y sistemas susceptibles a esta

toxicidad potencial o cualquier otro efecto no deseado.

Materiales y Métodos

Para este estudio se seleccionaron ratas SD de ambos sexos, de 5 a 6
semanas de edad, con un peso corporal de 150 g a 200 g; las mismas
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fueron suministradas por el Centro Nacional para la Produccién de
de (CENPALAB), avaladas con su
correspondiente certificado de salud y calidad genética.

Animales Laboratorio

Los animales fueron colocados de acuerdo con el sexo en cajas de
suficiente tamafio para permitirles libertad de movimiento; se
seleccionaron 5 al azar del mismo sexo y se colocaron en cajas T-IV
(de polipropileno) con una superficie de 930 cm? y se distribuyeron
en 3 estantes. El material con que se cubri6 el suelo de las cajas fue
bagacillo de cafia, suministrado por el CENPALAB, previamente
esterilizado y cambiado en dias alternos.

El estudio estuvo compuesto por IV grupos de tratamiento que
fueron analizados por dos vias de administracién. A cada grupo se le
asignd 5 animales por sexo para un total de 80 animales (40 machos
y 40 hembras). Los mismos recibieron pienso para roedores,
suministrado y certificado por el CENPALAB, y agua fresca ad
libitum.

Los animales utilizados en este estudio se mantuvieron en
observacion durante 7 dias antes del comienzo del experimento,
como periodo de adaptacién, siendo registrados los datos del peso
corporal, consumo de agua y de alimentos en dias alternos. Sélo se
utilizaron animales sanos y debidamente certificados.

En las observaciones se registraron temperatura y humedad del
alojamiento de los animales. La temperatura se mantuvo entre 21 a
25 °C y una humedad del 60% al 65%. Se utiliz6 un ciclo de luz /
oscuridad de 12 h.

A cada jaula se le colocé una tarjeta rotulada con tinta permanente
que
terminacién del estudio, nimero de animales por caja, fecha de

contenfa la siguiente informacién: fecha de comienzo y
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recibo, sexo, codigo del estudio, grupo de
tratamiento y via de administracién.

origen, especie,

Para la identificacién de los animales se utiliz6 un tatuador con
nimeros consecutivos.

La sustancia de ensayo fue la vacuna antimeningocdcica tipo B cepa
(Cu- 385 - 83) B:4:P1.19,15., lote 017, en bulbos de 1 dosis. Este
lote satisfizo todas las normas nacionales y los requisitos
establecidos por el Centro Estatal de la Calidad de los Medicamentos
(CECMED). Las sustancias de ensayo fueron almacenadas a la
temperatura indicada: de 2 °C a 8 °C y se utilizaron después de ser

aceptadas por la Unidad de Aseguramiento de la Calidad.

Tabla 1. Grupos de tratamiento

El placebo estaba constituido por las sustancias siguientes:

Gel de hidréxido de aluminio 2 mg

Hidrégeno fosfato de disodio 0,03 mg
Hidrégeno fosfato de sodio dihidratado 0,02 mg
Cloruro de sodio 4,25 mg
Agua para inyeccion c.s.p. 0,5 mL

El disefio experimental se hizo conforme a las normas, guias y
procedimientos para
medicamentos (8, 9).

establecidos en estudios toxicoldgicos

Grupo Tratamiento No de animales / sexo ~ Vias de administracion Volumen de dosis
a aplicar
SH/5M LM 0,3 mL
Grupo [ Vacuna antimeningocdcica tipo B
SH/5M LP 0,5 mL
Grupo II Complejos de proteinas presentes en las vesiculas 5H/5M M 0,3 mL
purificadas de la membrana externa del meningococo
del serogrupo B 5H/5M LP 0,5 mL
+
Sales (Hidrégeno fosfato de disodio, Hidrégeno fosfato
de sodio dihidratado, Cloruro de sodio, Agua para
inyeccion c.s.p.)
Grupo III Placebo (Gel de hidréxido de aluminio, Hidrégeno SH/5M IL.M 0,3 mL
fosfato de disodio, Hidr6geno fosfato de sodio
dihidratado, Cloruro de sodio, Agua para inyeccién SH/5M LP 0,5 mL
c.s.p.)
SH/5M - -
Grupo IV Control (Animales no inoculados)
SH/5M

Se realizé la observacion clinica de los animales dos veces al dia con
el objetivo de ver si se presentaba alguna manifestacion de signos de
toxicidad del producto.

El estudio anatomopatolégico comenzé el dia 21 del experimento
segtin el Protocolo para los grupos del I al IV, con la eutanasia de
todos los animales luego de narcosis con éter, posteriormente se
realiz6 la necropsia. Todos los animales fueron pesados usando
balanzas Sartorius, modelos LC 6200S y LC 1200S.

Se tomaron muestras de aquellos 6rganos y sistemas que presentaron
alguna alteracién macroscépica. Los frascos para la recolecciéon de
las muestras fueron de color dmbar y se rotularon con el nimero
correspondiente a cada animal, grupo de tratamiento, via de
administracion especie y sexo; los mismos contenian una solucién de

formol neutro al 10%, en el que se colocaron las muestras envueltas

en una bolsa de gasa, con una tarjeta escrita con un marcador de
grafito que tendrd como informacién el nimero del animal.

Todas las observaciones en los tejidos y érganos, misculo del punto
de inoculacién y ganglio regional fueron descritas y procesadas para
el estudio anatomopatoldgico. Los érganos y tejidos seleccionados
fueron fijados en una solucién de formalina tamponada durante las
primeras 24 h y posteriormente fueron transferidos a una solucién de
menor concentracién (4%) hasta su uso. Los fragmentos de 6rganos y
tejidos seleccionados a cada uno de los animales correspondientes a
todos los grupos de estudio, fueron embebidos en parafina y cortados
en secciones con un grosor de 4 a 6 micrones, usando un micrétomo
modelo Leyca 1400. La direccién y el niimero de secciones fueron
hechas segtin las recomendaciones de la Organizacién Mundial de la

Salud (OMS) para la evaluacién de productos t6xicos.
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Las observaciones se realizaron con microscopios convencionales
Leyca y Olympus (modelos DMLB y CH-2), respectivamente. Se
hizo una descripcion detallada de las observaciones recolectadas en
los modelos de datos primarios destinados a la necropsia e
histopatologia. Se aplicé el modelo de clasificacién triple (grupo,
sexo y via) con interacciones para el andlisis de los resultados.

Resultados y Discusion

Los cambios en el peso durante el experimento (Gréficos 1, 2, 3y 4)
muestran que este no estuvo adversamente afectado en los machos o
hembras de ninguno de los grupos de tratamientos, el peso se
comporté del mismo modo que el reportado para la linea animal
usada (10).
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Grafico 1. Comportamiento del peso en la especie SD (machos) para el
ensayo de dosis inica por la via intraperitoneal
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Grifico 2. Comportamiento del peso en la especie SD (hembras) para
el ensayo de dosis tnica por la via intraperitoneal
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Grafico 3. Comportamiento del peso en la especie SD (machos) para el
ensayo de dosis iinica por la via intramuscular
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Grifico 4. Comportamiento del peso en la especie SD (hembras) para
el ensayo de dosis uinica por la via intramuscular

El tnico efecto estadisticamente significativo (p < 0,0001) resulté ser
el sexo. Ninguna interaccion fue significativa.

El incremento en peso de los machos fue mayor que en las hembras,
pero este comportamiento no estd en contradiccién con lo reportado
en cuanto a la ganancia en peso para la especie animal utilizada en el
estudio.

No hubo mortalidad y tampoco se observaron signos clinicos que
pudieran ser atribuibles a la administraciéon de la sustancia en
estudio. Infante en estudios toxicolégicos realizados a la vacuna VA-
MENGOC-BC®, obtuvo los mismos resultados (11, 12).

En las realizadas no se encontraron cambios

macroscopicos en 6rganos y tejidos. Los estudios histolégicos no

necropsias
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mostraron alteraciones en la citoarquitectura de los tejidos estudiados
que pudieran ser atribuibles a procesos de tipo téxicos. A pesar de
esto en las ratas correspondientes al grupo de la via intraperitoneal
se observé formaciones granulomatosas de tipo macrofagicos,
situadas encima de la serosa del peritoneo en animales de ambos
sexos en los grupos II y III (Tabla 2). En los demds animales
correspondientes a los distintos grupos no se observaron lesiones de
valor diagnéstico.

Estas formaciones han sido reportadas como causadas por la
aplicacién de productos inmunizantes que presentan adyuvantes de
depésito como el hidréxido de aluminio, las cuales han sido descritas
y reportadas en estudios toxicolégicos realizados a otras vacunas que
contenian también estas sustancias (13).
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Tabla 2. Dosis Unica. Via Intraperitoneal e Intramuscular, machos y
hembras. Lesiones anatomopatoldgicas (%) por grupos

Grupos de Hembras Machos

Tratamiento

Grupol  80% - 100% = -

Grupo II

Grupo III

Grupo IV

Conclusiones

Los animales inoculados no mostraron signos téxicos dependientes
de la administracion de la sustancia de ensayo. El incremento en peso
se comportd seglin lo reportado para esta especie animal. El estudio
histopatolégico no mostré ningin dafio tisular y/o celular debido a la
aplicacion de la sustancia de ensayo. Se observaron s6lo formaciones
Estas
formaciones han sido reportadas como tipicas de los adyuvantes de
dep6sito como el hidréxido de aluminio.

granulomatosas macrofdgicas en el sitio de inyeccion.

Bajo las condiciones de este estudio y segtin los criterios establecidos
para la evaluacidén de los resultados, la vacuna antimeningocécica B,
no produce dafios téxicos ni sistémicos en el modelo animal
estudiado.
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Study of toxicity by single dose and local tolerance of a meningococcal vaccine type B in Sprague Dawley

rats
Abstract

The meningococcal B vaccine contains purified outer membrane vesicles of serogroup B meningococcus of strain (Cu- 385 - 83) B: 4:P1.19, 15.

The vaccination scheme proposed for humans consists in three doses of 0.5 mL, separated by an optimal interval of eight weeks. The objective of

this toxicity study in Sprague Dawley (SD) rats was to determine potential toxicity, lethality, sensitive organs and systems and other adverse

events as well as toxicity at the inoculation site after administration of one dose of the vaccine under study. Results indicated that, under the

study conditions and according to the criteria established to evaluate results, the meningococcal B vaccine does not produce toxic effects in the

animal model used. Only granulomatous formations at the level of the inoculation site were observed. These formations have been reported to

characteristic of deposit adjuvants like aluminium hydroxide used in other parenteral vaccines. It is concluded that the meningococcal B vaccine

resulted to be satisfactory in the tests of toxicity by single dose and local tolerance carried out in rats.

Keywords: Toxicity, single dose, local Tolerance, meningococcal B vaccine, rats
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