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1. RESUMEN

Para que un nuevo medicamento llegue al mercado es necesario que pase por distintas
fases, entre éstas esta la del desarrollo toxicolégico que forma parte de los estudios de seguridad
de la fase preclinica.

Las vacunas al igual que cualquier otro farmaco debe pasar por todas esas fases, con la
complejidad afadida de ser un medicamento biolégico, de composicién muy variada y que
ademas faltan guias estandarizadas para su desarrollo.

La OMS sefiala a la inmunizacion como la intervencion mas costo-efectivas para la
sociedad y también afirma que se esta pasando por momentos dificiles para la inmunizacion
por la consolidacion de movimientos antivacuna planteandose el reto de combatirlos a traves
de informacion veridica.(V

Key Words: Nonclinical evaluation, Safety testing, Toxicological development and Vaccines.

2. INTRODUCCION

El desarrollo de nuevos medicamentos es un proceso tedioso y prolongado en el tiempo
que suele durar entre 10-15 afios, cuyos objetivos fundamentales son demostrar y garantizar, a
través de distintas fases de investigacién, que un posible nuevo farmaco retne los requisitos
necesarios en cuanto a eficacia, seguridad y calidad para su posterior comercializacion y
administracion.® En pocas palabras que la relacion beneficio-riesgo siempre sea positiva.

De hecho, aproximadamente el 98% de las nuevas moléculas y sustancias que son
investigadas no llegan al mercado en forma de nuevos medicamentos® porque el riesgo es
mayor que el beneficio o bien porque no resultan méas ventajosas respecto a medicamentos ya

comercializados.

3. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

De forma general las sociedades cientificas se quejan de falta de guias estandarizadas
para el desarrollo de nuevos medicamentos y mas concretamente falta de conocimientos basicos
sobre los requisitos minimos necesarios para los ensayos de fase preclinica, lo que ocasiona
sobre todo a nivel académico, retrasos en el desarrollo de terapias candidatas que llegan a la
etapa preclinica, pero que luego cuesta mucho esfuerzo que pasen a la clinica y ya no solo crea
retrasos temporales sino que también incrementa los costes.?®

Actualmente la toxicologia es una especialidad que estd en el punto de mira a nivel
social debido a la gran cantidad de sustancias comercializadas con influencia en la salud publica

y ambiental. Lo que ha obligado a la creacion de la denominada “toxicologia regulatoria™. ¢
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Por otro lado, en los Gltimos afios estan siendo bastante publicitados movimientos en
contra de las vacunas, que entre algunos de sus argumentos ponen en duda la seguridad de las
mismas. ©)

Ademas, en este caso, haciéndonos eco del auge de los movimientos antivacuna y su escusa
relacionada con la toxicidad se evaluara su desarrollo que justifica la puesta en el mercado de
las vacunas. Por todo lo anterior se han fijado los objetivos siguientes en este trabajo.

v" Hacer una recopilacion de los requisitos basicos para llevar a cabo los ensayos
preclinicos de toxicidad y més concretamente los ensayos toxicoldgicos necesarios para
el desarrollo de nuevas vacunas, a partir de las guias de mayor jerarquia a nivel
internacional.

v’ Se pretende recordar la importancia de la vacunacién, los objetivos conseguidos gracias
a esta y apoyar, mediante la profundizacion de sus estudios toxicoldgicos, la idea de que
cuando una vacuna se pone en el mercado es porque se ha garantizado su seguridad.
Ademas de aportar informacién sobre las mismas con el fin de combatir ideas de
movimientos antivacuna.

v Por altimo, se pretende afiadir valor a los resultados que se obtienen de la investigacion

cientifica para promover el desarrollo preclinico.

4. MATERIAL Y METODOS

Revision bibliografica, a partir de bases de datos como pubMed, Google Académico y
Science Direct. También se ha recurrido a libros y articulos de revistas cientificas relacionados
con el desarrollo de medicamentos y mas concretamente de vacunas. Ademas de realizar
busquedas en las paginas oficiales de distintos Organismos oficiales como son la OMS, FDA,
EMA y AEMPS. Para completar el estudio se han tenido en cuenta guias oficiales y
estandarizadas para el desarrollo de medicamentos sobre todo las acordadas en la Internacional

Conference on Harmonisation (ICH).
5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1  Descubrimiento y desarrollo de nuevos medicamentos.

El proceso de desarrollo de nuevos medicamentos estad formado por etapas en las que
intervienen multiples disciplinas. Cada fase exige gran estructuracién, con un disefio previo
pensado y ordenado. Hay que tener en cuenta que las diferentes fases no quedan totalmente

aisladas unas de las otras, sino que hay ciertos momentos de solapamiento.
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Al final todo el proceso se traduce en un gran esfuerzo no solo econémico sino también
intelectual que tiene el objetivo de asegurar la méxima calidad, eficacia y seguridad para poder
ser administrados en el ser humano. A su vez todo el proceso de desarrollo esta apoyado y
supervisado por diversos organismos reguladores. Con la globalizacién de la industria
farmacéutica en la Conference of Harmonisation® se implanté una estandarizacion en las
directrices técnicas y los requisitos para el registro de productos farmacéuticos que deben
cumplir los paises que lo firmaron que fueron Japon, Estados Unidos y la Union Europea. La
armonizacion se logra con el consenso entre cientificos, expertos reguladores y la industria de
las tres regiones de la ICH. A partir de esto se elaboran guias aceptadas por las autoridades
reguladoras de estas tres regiones que son: En Europa la EMA (European Medicines Agency)®,
en EEUU la FDA (Food and drug Adminitration) ® y en Japdn la MHLW (ministry of health,
Labour Welfare) ©,

En Esparia también existe la AEMPS o Agencia Espafiola del Medicamento y Productos
Sanitarios que es un una Agencia estatal que trabaja en cooperacion con la EMA. (10)

También emite guias especificas para llevar a cabo los estudios preclinicos de seguridad la
Organizacién para la Cooperacion y el Desarrollo Econémico (OCDE). Son guias enfocadas a
las sustancias quimicas pero que normalmente también son aplicables al desarrollo de

medicamentos.

5.1.1 Fase de investigacion o descubrimiento.

Es la fase que tiene una duracion menos predecible ya que puede durar de 2 a 20 afios.
Basicamente consiste en buscar nuevas moléculas con una actividad biolégica determinada a
partir de un objetivo terapéutico influenciado por multiples factores.(?)

La bdsqueda de nuevas moléculas se hace tanto desde un punto de vista biolégico como
quimico, utilizando modelos “in vitro™ e “in vivo". Ademas, el desarrollo de la informética ha
hecho posible hacer cribados “in silico™, que consisten en modelos virtuales de receptores sobre
los que se prueban productos virtuales. De forma paralela al disefio de nuevas moléculas se
indagara sobre su sintesis. Finalmente se obtendran un gran nimero de moléculas que tendran
que ser probadas y examinadas para ello se usa la técnica de cribado de alta calidad o High
Throughput Screening (HTS). Es una tecnologia que permite seleccionar moléculas capaces de
reconocer una determinada diana.®?) (2)

De forma general a todas aquellas moléculas capaces de reconocer una diana se las
denominara Hits o prototipos. Pero su actividad podra ser débil, ser inestable, toxica.... Por lo

que hay que seguir optimizandolos hasta llegar a productos, con los requisitos suficientes para
5
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pasar a posteriores fases de investigacion. A estos productos se les conoce como leads o
productos lideres y son los que pasaran a la fase preclinica. Este modo de trabajo circular se

conoce como hit to lead y se puede visualizar el diagrama de flujo en la figura 1.

Modo “hit to lead™

A

HITS Leads

Figura 1. Elaboracidn propia.

Desarrollo

(éQué causa la da hodelae Cribado
enfermedad?) quimicos y invitroe
biolégicos in vivo
Objetivo
terapéutico OPTIMIZACION
(Recopilacién mmmmp  Disefio Sintesis

informacién) férmacos de
inshico farmacos

Una vez terminada esta fase, se pasara a la fase preclinica. En este caso el paso de una
fase a otra lo decide el propio grupo investigador, una vez conseguidos los objetivos fijados por

ellos mismos previamente. )

5.1.2 Fase preclinica o desarrollo no clinico.

Suele durar unos 2 afios. Consiste en un conjunto de ensayos realizados principalmente
en modelos in vitro e in vivo. Los dos objetivos principales son la caracterizacion del perfil de
seguridad y el perfil de eficacia de un nuevo principio activo.

Tanto los estudios de toxicidad como los de eficacia son imprescindibles, pero es verdad
que, en las etapas mas tempranas del desarrollo, se da prioridad y se es mas exigente, sobre
todo por parte de las agencias regulatorias, a todo lo que concierne a los estudios de seguridad.
La explicacion de esto son varias, por un lado, es necesario que desde etapas tempranas de
investigacion quede demostrada la seguridad del paciente y por otro, posibles efectos adversos
detectados en estas etapas pueden influenciar la continuacién de los ensayos clinicos.
Bésicamente, se basa en conocer cuanto antes los riesgos, para asi evitar y minimizar posibles
dafios en el ser humano y que quede justificada la posterior exposicion al nuevo farmaco en
pacientes. Esto entre otras cosas explica porque existen menos directrices y guias establecidas
por las autoridades, en cuanto lo que refiere a los estudios de eficacia. Aunque no hay que
olvidar que a los promotores de la nueva molécula no les interesa retrasar los estudios de este
tipo puesto que a ellos les conviene conocer la eficacia antes de llegar a fases clinicas del

desarrollo donde los costes se incrementan considerablemente. @
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5.1.2.1 Estudios de eficacia.
Como ya se ha descrito en lineas anteriores la regulacion de este tipo de estudios es

mucho menor en comparacion con los de seguridad por lo que apenas existen guias oficiales
acerca de como han de llevarse a cabo. Se estudia la farmacodinamia del compuesto cuyos
objetivos son estudiar el mecanismo de accion, establecer curvas dosis-respuesta, la dosis
minima eficaz y establecer la pauta y via de administracion méas adecuada.

La farmacodinamia es fundamental para el desarrollo de los estudios toxicolégicos y su

extrapolacion a humanos.®

5.1.2.2 Estudios de seguridad.
Estudios de seguridad, como ya se ha mencionado estan regulados internacionalmente

de forma muy estricta, existiendo numerosas guias de como han de llevarse a cabo. Estos
estudios incluyen:

- Ensayos de farmacocinética, toxicocinética y metabolismo (ADME-tox). Los primeros
ensayos sobre farmacocinética, deberian ser evaluados antes de iniciar los ensayos
clinicos en humanos y los datos referentes a la serie ADME deberian estar disponibles
de manera fiable antes de exponer a un gran namero de pacientes al nuevo farmaco
(generalmente antes de los Ensayos clinicos de fase I11).(04

- Ensayos de farmacologia de seguridad. Son estudios que hacen una valoracion general
de los efectos del nuevo farmaco sobre los sistemas y 6rganos vitales como son el
sistema nervioso central, el sistema circulatorio y el aparato respiratorio. Deben de
Ilevarse a cabo antes de exponerse el farmaco a humanos. En algunos casos y estando
justificado se podran hacer ensayos concretos de este tipo ya en la fase clinica. @

- Ensayos toxicologicos. Son una bateria de ensayos llevados a cabo en modelos “in
que permiten hacer una caracterizacién toxicoldgica del nuevo compuesto.

Cada farmaco particular necesita su propio desarrollo preclinico en funcion del tipo de
compuesto, mecanismo de accion e indicacion clinica. Hay que recordar que el desarrollo de
un medicamento no son fases aisladas entre si, de ahi que algunos ensayos de fase preclinica
no son exigidos hasta la fase clinica. Por eso se engloba bajo el concepto de “regulatoria
preclinica” a todas aquellas pruebas toxicoldgicas realizadas en laboratorio “in vitro™ o “in vivo™
pero no en humanos, ya deban realizarse durante la etapa o antes. ® En este caso el paso de la
preclinica a la etapa clinica esté sujeta a la obtencidn de autorizaciones por parte de las agencias

regulatorias pertinentes a partir de un dosier que resumen todo lo investigado hasta el momento.

7
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5.1.3 Fase clinica o desarrollo clinico.

Se pasa a investigar por primera vez el nuevo farmaco en humanos. Todas las etapas
tienen protocolos concretos y los voluntarios a estudio deben informados de todo lo que

concierne al estudio del que van a formar parte. (6)

5.1.3.1 Estudios de fase I.
Se administra por primera vez el farmaco en humanos. El objetivo principal, es evaluar

la seguridad mediante la deteccion de signos de toxicidad y tolerabilidad, estableciendo rangos
de dosis aceptables. Suele durar de 6 meses a 1 afio. Se ensaya en un grupo reducido de personas

sanas (menos de 100). 7

5.1.3.2 Estudios de fase II.
Se administra por primera vez el farmaco en personas enfermas. El objetivo central es

verificar la eficacia del farmaco. Suele durar de 2 a 3 afios. Se escoge un grupo de unas 100-
200 personas que seran divididos a su vez en dos grupos. Un grupo que recibira el farmaco a
estudiar y otro grupo recibird otro farmaco ya comercializado para esa patologia o bien un

placebo. Los datos de ambos grupos serdn comparados para sacar conclusiones.

5.1.3.3 Estudios de fase IlI.
En este caso el farmaco se administra de cientos a miles de pacientes con caracteristicas

muy diversas pero muy concretas. Los objetivos son concretar los perfiles de eficacia y
seguridad del farmaco ademas de detectar manifestaciones de toxicidad que no se hubieran
detectado antes. Suelen durar de 3 a 5 afios.

Una vez que se tienen analizados y recopilados todos los datos respecto a todo el
progreso, tendran que ser presentados en laadministracion pertinente, que emitira los resultados
y opiniones y en funcion de ello serd aprobada o no la comercializacion del nuevo
medicamento.

Basicamente lo que se pretende con esto es evaluar y confirmar que cientificamente
queda demostrada la seguridad, eficacia y calidad del medicamento antes de su autorizacion y
puesta en el mercado que se traduce en que los beneficios que se pueden conseguir son mayores
a los posibles riesgos, ya que ningn medicamento se puede definir como 100% seguro. En el
caso de ser aprobada la comercializacion del medicamento, pasaria a ser considerado como
medicamento innovador, se comercializaria y pasaria de forma indefinida a farmacovigilancia.

La fase de revision y aprobacion del nuevo medicamento suele durar entre 2 0 3 afios.
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5.1.3.4 Farmacovigilancia o estudios de fase 1V
Es una etapa que se puede definir como infinita, ya que una vez que un farmaco ha

conseguido ser autorizado, estard continuamente en seguimiento y estudio. El objetivo de esta
fase es que mientras un farmaco esté en el mercado el balance beneficio-riesgo siga siendo
positivo al igual que cuando se autoriz6. Concretamente lo que se hace es hace es obtener de
manera continuada informacion de los medicamentos comercializados cuantificando vy
evaluando sus riesgos y cuando proceda gestionarlos y emitir decisiones.

La justificacion de esta etapa estd basada en que trata de contrarrestar las propias
limitaciones que tiene un ensayo clinico. El ensayo clinico es con el estudio que mas inferencia
causal. El problema es que para conseguir esto, es necesario que se disefien con criterios de
inclusion y exclusion muy restrictivos que permiten sacar conclusiones muy fiables, pero
también supone limitar la diversidad de poblacion a la que posteriormente en el mercado el
farmaco si que va a estar expuesto. Ademas, el tiempo de duracidn de los estudios clinicos son
limitados en el tiempo y hay ciertas reacciones adversas que son acumulativas o bien no dan la
cara hasta un tiempo muy prolongado de administracion.

Por tanto, gracias a la farmacovigilancia se van a notificar y detectar efectos adversos
de baja frecuencia o a largo plazo, ademéas en algunas ocasiones esta fase ha servido para

descubrir efectos terapéuticos no detectados anteriormente.18)

5.1.4 Aprobacion y registro

La aprobacion y registro de un medicamento garantiza a los ciudadanos la existencia de un
sistema de control independiente que evalla todo el conocimiento existente sobre el farmaco
en estudio.

En EEUU es la FDA (Food and Drug Administration) quién se encarga de todo lo
referente a las decisiones sobre la aprobacion de medicamentos, pero en Europa existen
diversos organismos como es la EMA (European Medicines Agency) y Agencias Nacionales
Europeas.

En Europa existen diferentes procedimientos para solicitar la comercializacion de un
medicamento. Son registro por procedimiento centralizado, registro por reconocimiento mutuo
y registro por proceso descentralizado. Cada método tiene unas caracteristicas y dependiendo
del tipo de medicamento puede resultar una méas ventajosa que la otra. Hay ciertos
medicamentos que por sus caracteristicas su registro se tiene que realizar por procedimiento
centralizado. Estos farmacos estan recogidos en el reglamento n°® 726/2004 del Parlamento

Europeo y del Consejo.9



S
S
“
=
~
N
=
\Y)
]
~
S
=
N
-~
=
x
S
Q

Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia no se hace responsable de la in

Maria del Carmen Jiménez Ledn

5.2 Vacunas.

Segun la OMS la definicion de vacuna era cualquier preparacion destinada a generar
inmunidad contra una enfermedad estimulando la produccion de anticuerpos. Pero con su
desarrollo han pasado a definirse como proteinas, polisacaridos o acidos nucleicos de los
microorganismos patégenos que son suministrados al sistema inmunitario como entidades
simples, como partes de particulas complejas o por agentes vivos atenuados o vectores con el
objeto de inducir respuestas inmunitarias especificas que inactiven, destruyan o supriman al
agente infeccioso patégeno. Esta definicion se queda corta porque existen nuevas lineas de
investigacion de vacunas para enfermedades no infecciosas.

La vacunacion junto con el saneamiento de las aguas han sido las medidas sanitarias
mas eficaces en relacion al beneficio obtenido. Ademas, la vacuna es el unico medicamento
cuya efectividad es mayor a su eficiencia, gracias al efecto de grupo, lo que ha contribuido a
que la vacunacion haya sido uno de los triunfos mas grandes de la salud publica. Pero parece
que en el siglo XXI esta medida preventiva se estd ahogando en su propio éxito, ya que esta
habiendo un incremento de enfermedades prevenibles. Y parece que esto se puede ver
fundamentado por el incremento del nimero de personas que las rechazan. V)

Histéricamente las vacunas han tenido detractores y en los Ultimos afios han tomado
auge movimientos antivacuna que ponen en duda la necesidad de la inmunizacion. Son
movimientos pequefios pero que cada vez son mas publicitados gracias a internet. ® Entre los
argumentos que utilizan estos grupos estan los referentes a la falta de seguridad, que todo es un
negocio de las farmacéuticas y que las enfermedades pueden ser prevenibles mediante estilos
de vida.

El porcentaje de poblacién que rechaza la vacunacion es pequefio. En Europa se estima
que es de un 5% y en EEUU de un 6%-8% Yy entre las razones para su rechazo destacan los
efectos adversos y falta de informacion. ??

Para combatir lo anterior se llegd a la conclusion de que la medida méas efectiva era
incrementar la informacién que se daba a la poblacion no solo mediante programas de
informacion a la poblacién, por parte de los profesionales sanitarios, sino también dar méas
cobertura aquellas paginas web que aporten informacion cientificamente avalada sobre la
calidad y seguridad de las vacunas frente aquellas que justifican lo contrario con argumentos

que cientificamente quedaron invalidados. (%3

10
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5.3  Estudios preclinicos toxicoldgicos en vacunas: Ensayos toxicolégicos para el

desarrollo de nuevas vacunas.

A la hora de llevar a cabo el desarrollo de un nuevo medicamento hay que tener muy en
cuenta que cada farmaco en funcién de sus caracteristicas necesita un desarrollo preclinico
concreto, ademas el valor predictivo de los ensayos toxicolégicos para ser extrapolables al ser
humano depende directamente de como se disefien y se analicen los datos. Lo primero que hay
que tener en cuenta es que las sustancias activas se pueden clasificar de forma simplificada en:

e Moléculas pequefias o small molecules: son sustancias de origen sintético o natural. Con
un peso molecular inferior a 1000 Da no poliméricas. El mecanismo de accion suele ser
conocido mediante en los principios de la toxicologia clasica. Este tipo de moléculas
son las que forman parte de medicamentos clasicos como los analgésicos. @

e Moléculas grandes o sustancias de origen bioldgico: son todas aquellas que se producen

o0 extraen de una fuente bioldgica. Por tanto, van a ser moléculas de gran variabilidad

en cuanto a su origen y produccién por lo que son considerados como medicamentos

especiales que necesitan condiciones especificas para demostrar su calidad, seguridad y

eficacia. La ventaja que presentan es que a priori la toxicidad de los mismos suele ser

pequefia debido al modo de obtencion. Lo que no excluye que se puedan dar reacciones
adversas ya que conllevan un riesgo inherente de tipo inmunolégico. @

En este grupo se incluyen medicamentos inmunoldgicos y medicamentos
hemoderivados. Con el desarrollo de nuevas terapias hay autores que hablan de dos nuevas
categorias que son los biotecnoldgicos y terapias avanzadas pero de forma global se podrian
incluir como casos especiales dentro de los biolégicos .4

Las vacunas se incluyen dentro de los medicamentos biolégicos pero debido a la
diversidad de productos por las que pueden estar formadas también podrian ser consideradas
como medicamentos biotecnoldgicos. Por lo que para su desarrollo se necesita tener en cuenta
los protocolos referentes a ambos tipos de productos sin olvidar que son productos complejos
lo que obliga a evaluar uno por uno sus propias especificaciones.

En este estudio nos centraremos en los ensayos de toxicidad de las vacunas. Hay que
tener en cuenta es que habra ensayos de estricto cumplimiento para pasar a las siguientes fases
de estudio, otros seran optativos y otros requeridos en las etapas ya clinicas. Por eso, a los
investigadores y promotoras de los nuevos medicamentos les interesa saber perfectamente

cuales tienen que llevar a cabo en cada momento para ahorrar dinero y tiempo.
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Antes de desarrollar el tipo de ensayos a llevar a cabo se tendran en cuenta ciertas
peculiaridades que tienen las vacunas por ser un producto biolégico. Lo primero a considerar
es, que en las preparaciones biolégicas pueden existir productos derivados del material del que
provienen que pueden dar lugar a reacciones de tipo inmunoldgico ademas de distintos tipos de
infecciones. Por otro lado, también este tipo de preparaciones podrian contener impurezas y
contaminantes que es preferible eliminar previo a los ensayos preclinicos por técnicas de
purificacion en vez de analizar de forma concreta el efecto de ese contaminante o impureza. 24
Ademaés de lo anterior es necesario hacer las siguientes consideraciones:

1. Seleccion de especies animales relevantes, entendiendo como especie relevante aquella

en el que el material de prueba es farmacoldgicamente activo, ya que si no se lleva a

cabo de esta forma los resultados no aportaran datos predictivos sobre la actividad en

humanos. Idealmente serian especies sensibles al microorganismo o toxina patégena y

que fueran capaces de desarrollar una respuesta inmune frente al antigeno de la vacuna.

En aquellas situaciones en los que no se encuentren animales relevantes se podra recurrir

al uso de moléculas homélogas o modelos transgénicos. 4

2. Numero y sexo de los animales de experimentacion, el nimero de animales utilizados
por dosis esta directamente relacionado con la capacidad de detectar la toxicidad, por lo
que tamafios de muestra muy pequefios pueden provocar detecciones incorrectas de
toxicidad, aunque esto se puede contrarrestar aumentando la frecuencia y la duracién de
la vigilancia de los animales. Generalmente en los ensayos de toxicidad de small
molecules son necesarios dos especies animales (un roedor y un no roedor), pero en este
tipo de productos en algunos casos sera suficiente utilizar una sola especie; Por ejemplo
cuando solo se encuentra una especie relevante, cuando se conoce bien la actividad
bioldgica del farmaco o bien cuando se empezaron a realizar los estudios con dos
especies viéndose que no habia diferencias significativas entre ambas y el resto de
ensayos siguientes ya se realizaron solo en una. Se debe considerar al menos una especie
roedora a menos que exista fundamento cientifico para usar no roedores. Los estudios
en dos especies no roedoras no se consideran apropiadas.® En casos en los que el
mecanismo de proteccion que adquiere el individuo gracias a la vacuna no es bien
conocido se puede requerir mas de dos animales.?® Generalmente se suelen utilizar
ambos sexos de animales, aunque en algunos casos especiales se puede omitir algln

género siempre que esté justificado. ¢” Se recomienda uso de animales exogamicos. @

12
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3. Via de administracion y dosis. Deben ser lo méas parecidas posibles a la clinica, aunque
en algunos casos y de forma justificada pueden hacerse modificaciones para que se
aproxime mas lo que pasa en el modelo animal y luego en humanos. Por ejemplo,
modelos animales con tasas de aclaramiento més altas necesitan frecuencias de
administracién mas cortas que en humanos.®”La dosis a utilizar deberia ser aquella que
maximizase la respuesta inmune inducida.

Para la caracterizacion completa del perfil toxicologico de una vacuna se deben tener en
cuenta los ensayos que a continuacion serdn descritos en funcion de las guias de mayor
importancia teniendo en cuenta tanto guias concretas para vacunas y adyuvantes como guias
referentes a los medicamentos biotecnoldgicos. ?4)-(25).(28)

Los ensayos descritos hacen referencia a las vacunas que la Guidance on preclinical
pharmacological and toxicological testing of vaccines de la EMEA (The European Agency for
the Evaluation of medicinal Product) considera como nuevas, que son todas aquellas formadas
por antigenos no descritos en monografias de la Farmacopea Europea, antigenos conocidos,
pero con un nuevo conjugado o cualquier combinacion de antigenos conocidos o desconocidos.
En este caso debido a la complejidad de las vacunas de DNA que aln estan en investigacion no
se tendrén en cuenta. Todos los ensayos se deben hacer con la formulacion més parecida a la
que se utilizara en los ensayos clinicos incluyendo todos los componentes que tendra la

vacuna.@®

5.3.1 Ensayos de toxicidad general.

Su objetivo es demostrar cualquier efecto toxico que pudiera afectar al ser vivo. Para
ello se administraran diversas dosis durante tiempos variables y se valoraran datos cuanticos
(por ejemplo datos de mortalidad e incidencia de signos farmaco-téxicos) y datos graduados
(por ejemplo peso corporal y consumo de alimento).?® También se haran analisis
hematoldgicos e histopatoldgicos. Los examenes histopatoldgicos de tejidos se deberan hacer,
en Organos vitales y en el caso concreto de las vacunas sobre 6rganos inmunes (bazo, timo,
médula dsea...), asi como los 6rganos que pueden verse afectados por la via de administracion
elegida. Con el conjunto de resultados obtenidos en este tipo de ensayos se obtendran curvas
de dosis-respuesta a partir de los cuales se podra establecer el MTD (méxima dosis tolerada) o
el NOEL (Ningun efecto observable).

13
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5.3.1.1 Ensayos de toxicidad en dosis Unica.
Estos ensayos evaluan la toxicidad aguda, es decir aquella toxicidad que se produce con

la administracion de una dosis Unica relativamente alta o bien varias dosis, pero en un intervalo
no mayor a 24 horas. 0

Este tipo de estudios aportan informacién general sobre la toxicidad intrinseca del
producto tanto a nivel local como sistémico. Ademas, pueden ser el punto de partida para
seleccionar dosis para los estudios posteriores. También dan informacién del riesgo que
conlleva una exposicion aguda, dato valioso para medicamentos cuyo destino final son
pacientes con riesgo de sobredosificacidon como son pacientes depresivos, con demencia o con
dolor.D)

Historicamente para hacer este tipo de ensayos, se necesitaba dos especies de mamiferos
(roedor y no roedor) a los cuales se les administraba una dosis Unica de sustancia y el fin tltimo
era la muerte del animal para establecer la DL50 o CL50. La administracion de la sustancia se
debia hacer por dos vias, la parenteral y la que fuera a ser clinica. La observacion del animal se
realizaba hasta un méaximo de 14 dias tras los cuales si el animal no habia muerto se le
sacrificaba. Todos los animales eran autopsiados y sometidos exdmenes para analizar los dafios.
(30). 31) pero desde 2002 este procedimiento fue eliminado en su totalidad sustituido por otras
técnicas que siguiesen el principio de las 3 R (reduccion, refinamiento y reemplazo).
Actualmente la OECD (Organizacién para la cooperacion y el desarrollo economico) acepta
métodos alternativos que siguen el principio anterior en el que el uso de animales es mas
moderado, el fin Gltimo deja de ser la muerte del animal sino la aparicién de la llamada toxicidad
aparente, aunque algunas muertes siguen siendo inevitables. Estos métodos son método de la
dosis fija, método de la clase toxica aguda y el método arriba y abajo. ?")

Hoy en dia y para el caso concreto de las vacunas estos estudios deben hacerse en al
menos una especie animal con dosis que proporcionen un margen de seguridad adecuado en
relacién con la dosis humana posterior y pueden tener una duracion de hasta 1 mes, aunque no
sera necesario hacer un ensayo exclusivo de toxicidad aguda, sino que se puede acoplar con los
ensayos de dosis repetidas. %832 Ademas normalmente en toxicidad basica no va a ser necesario

determinar la dosis letal.®3)

5.3.1.2 Ensayos toxicidad en dosis repetidas.
Este tipo de estudios evaltan la toxicidad a mas largo plazo, haciendo uso de modelos

animales. Los tipos de toxicidad posibles a evaluar son:

14
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e Toxicidad subaguda, se define como aquellos efectos adversos que se manifiestan tras
la administracion repetida de una sustancia durante un periodo relativamente corto
(entre 14-30 dias).
e Toxicidad subcronica, aquellos efectos toxicos que se manifiestan como consecuencia
de la exposicion a la sustancia en un periodo de tiempo mayor al 10% de la vida del
animal.
e Toxicidad cronica, es aquella toxicidad que se produce por la exposicion durante largos
periodos de tiempo >90 dias, generalmente a dosis pequefias de sustancia.
En el caso de las vacunas estos estudios se solicitan tanto para vacunas que requieren dosis
maultiples, como para una unica administracion. La ruta de administracion debera reflejar el uso
clinico previsto y su duracion estd marcada por la duracion de los ensayos clinicos posteriores
que a su vez estd condicionada por la indicacion clinica del producto en investigacion.
Generalmente estos ensayos de dosis repetidas deberan ser igual o superior a la duracion de los
ensayos clinicos en humanos. El disefio de estos estudios deberd tener en cuenta las posibles
diferencias entre animales y humanos respecto al tiempo de respuesta. 28

Este tipo de estudios en productos de tipo small molecules se realizan utilizando dos
mamiferos un roedor y un no roedor, en el caso de las vacunas dependera del modelo animal
relevante y normalmente se necesita solo de una especie. A continuacion, se adjunta la tabla 1,
que resumen la duracion recomendada de los estudios toxicoldgicos en funcion de la duracion
del ensayo clinico y la tabla 2, que esquematiza la duracién que deberian tener los ensayos
toxicologicos para avalar posteriormente la comercializacion del mismo. Las tablas son

orientativas ya que siempre hay que evaluar las consideraciones de cada producto caso por caso.

Tabla 1: Duracion recomendada estudios dosis repetidas dependiendo de la duracion del ensayo clinico.

Duracién prevista de los ensayos Duracién minima recomendada de los estudios para respaldar los ensayos

clinicos en funcién de la iniciacién. clinicos.

Roedor

No roedor

Hasta 2 semanas.

2 semanas.

2 semanas.

Entre 2 semanas y 6 meses.

Equivalente al ensayo clinico.

Equivalente al ensayo clinico.

Mas de 6 meses

6 meses.

9 meses.

Fuente: Elaboracion propia.

Tabla 2: Duracion necesaria estudios dosis repetidas para la autorizacion de la comercializacion.

Duracion indicada del tratamiento. Roedor No roedor
Hasta 2 semanas. 1 mes. 1 mes
Mads de 2 semanas y hasta 1 mes. 3 meses. 3 meses
Mds de 1 mes hasta 3 meses. 6 meses 6 meses
Mis de 3 meses. 6 meses 9 meses.

Fuente: Elaboracién propia.
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Ciertos farmacos con indicacién de 2-3 meses pero que experiencia clinica ha
demostrado que se tiende a utilizar durante tiempos méas prolongados de los indicados (por
ejemplo, analgésicos, ansioliticos o antihistaminicos) se deben hacer ensayos de mas de 3
meses. ¢

Es normal afadir un grupo de animales de tratamiento extra en el cual se evaluara la
reversibilidad, persistencia o exacerbacion de los procesos toxicologicos evaluandolos més dias
que al resto de grupos tras el cese de la administracion del farmaco. En el caso de los datos de
hematologia y quimica sérica se deben considerar 1-3 dias después de la administracion de la

primera y Gltima dosis y al final del periodo de recuperacion.

5.3.2 Ensayos de genotoxicidad y mutagenicidad.

Estos ensayos tienen el objetivo de evaluar la capacidad de provocar cambios
(mutaciones) en el genotipo de las células. Se estudia mediante diferentes ensayos in vitro e in
vivo, de complejidad variable en funcién del mecanismo biolégico que se quiera analizar.

En el caso de los productos biotecnoldgicos y méas concretamente en el caso de las vacunas
normalmente este tipo de estudios no son necesarios ya que no se espera que este tipo de
sustancias interactien con el ADN u otro material cromosémico. Tampoco se consideran
necesarios para evaluar el potencial genotoxico de los posibles contaminantes y en el caso de
que se realice hay que justificarlo cientificamente. Para aquellos productos que por sus
caracteristicas se piensen que pueden conllevar algun riesgo estos estudios se realizaran en

sistemas relevantes. 24

5.3.3 Ensayos de toxicologia de la reproduccion.

Son estudios que evalGan los posibles efectos de las sustancias sobre la funcion
reproductiva y fertilidad. La necesidad de estos estudios viene determinada por el tipo de
producto, indicacidn clinica y la poblacion sobre la que tiene previsto incidir la nueva sustancia.
En el caso concreto de las vacunas generalmente no son necesarios estos estudios, la
informacidn obtenida gracias a la histiopatologia de los ensayos de toxicologia general son

suficientes sobre la integridad de este tipo de érganos. 24

5.3.4 Ensayos de toxicidad embrionaria/fetal y perinatal.

Este tipo de toxicidad generalmente en las vacunas no es necesario, pues la mayoria se
durante la infancia, pero si pueden ser requeridos estos ensayos para vacunas en mujeres en

edad fértil o durante el embarazo. El objetivo de estos estudios seria demostrar que con la
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administracion de la vacuna no aumenta el riesgo de abortos involuntarios, la aparicion de
malformaciones o poen el caso de vacunas contra virus que acabaran provocando una infeccion
fetal. También se suele aportar informacion respecto a este tipo de toxicidad con datos
epidemioldgicos y clinicos de los agentes infecciosos y vacunas en el embarazo.

Ademas, es importante evaluar la transferencia de anticuerpos maternos midiendo los
anticuerpos inducidos por la vacuna en la sangre del cordén umbilical o fetal para verificar la
exposicion del embridn o el feto a los anticuerpos maternos. La via de administracion se debe
limitar la ruta clinica de administracién. 26)

También se recomienda incorporar un periodo de seguimiento postnatal de las crias
desde el nacimiento hasta el destete en el disefio del estudio para evaluar la normalidad del

crecimiento, el aumento de peso corporal, la actividad de lactancia y la viabilidad.

5.3.5 Ensayos del potencial carcinégeno.

Estos ensayos tratan de poner de manifiesto la capacidad de una sustancia para inducir
procesos neoplasicos. Estos estudios para los productos biotecnoldgicos no se pueden hacer
mediante las técnicas convencionales y su evaluacion debe hacerse en funcion de la duracién
de la dosificacion, el tipo de pacientes y la actividad biologica el producto, considerando
diversos enfoques para evaluar el riesgo. En el caso de las vacunas no es necesario este tipo de

estudios en términos generales.®

5.3.6 Ensayos de tolerancia local.

Este tipo de toxicidad puede ser evaluada en un ensayo concreto, pero lo normal es que
se compruebe acoplando este ensayo a los de toxicidad general. Se evalua la toxicidad en todos
aquellos sitios con los que entra en contacto el preparado vacunal. En el caso de las vacunas
normalmente por su modo de administracion hay que comprobar la tolerancia a nivel
intramuscular, subcutaneo o intramuscular. Hay algunos casos, que en este tipo de estudios se
encuentran anomalias y se necesita una mayor profundizacion en la que se explique el efecto
toxico.(?0) Lo ideal seria llevar a cabo estos ensayos con la formulacion final que luego se va a
utilizar en la practica clinica, pero no siempre es posible por lo que tendria que ser una

formulacion lo mas parecida posible.

5.3.7 Ensayos de inmunotoxicidad.

Todo lo que hace referencia a la evaluacién de la inmunogenicidad de la vacuna se

estudia mediante los estudios farmacodindmicos, pero en ciertos casos en los que hay resultados

17
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que aportan indicios sobre una posible toxicidad mediada por un mecanismo inmunolégico
deberd ser evaluado de forma mas exhaustiva mediante este tipo de ensayos. EI mayor
problema toxicoldgico referente a la inmunidad que puede surgir es que la vacuna induzca una
respuesta inmune contra los determinantes antigénicos propios del hospedador. Esto se puede
dar en casos en los que los determinantes antigénicos de la vacuna tuviesen similitud con los
del hospedador provocando esas reacciones autoinmunes. Este aspecto sobretodo complica el
desarrollo de vacunas relacionadas con patologias autoinmunes en el que la seleccion del
modelo animal es fundamental y debe hacerse con gran evidencia cientifica.

Deberan también valorarse todos aquellos compuestos que pudieran provocar
reacciones de hipersensibilidad como podria ser el propio antigeno, los adyuvantes o
conservantes.

Otra de las consideraciones en el caso de vacunas seria realizar estudios de pirégenicidad, de
todos sus componentes en conjunto. 8

Algunas vacunas en su composicion llevan adyuvantes, es importante que estos cumplan
con los requisitos exigidos por la farmacopea. Habra que estudiar la toxicidad preclinica del
adyuvante de forma individual en el caso de que sea un adyuvante nuevo y siempre que una
vacuna lleve adyuvante los ensayos toxicologicos deben hacerse con la mezcla antigeno
adyuvante. Lo mismo pasa con los conservantes, en el caso de los conservantes nuevos debe
evaluarse por un lado su toxicidad de forma aislada y siempre comprobar la toxicidad conjunta
obtenida de la mezcla antigeno-conservante. (26): (25)

Hay que tener en cuenta que para llevar a cabo todos los estudios de seguridad que dan
soporte a la aprobacion de ensayos clinicos, incluyendo estudios de toxicidad general,
genotoxicidad, toxicocinética y farmacologia de seguridad deben ser realizados utilizando
condiciones GLP (Good Laboratory Practice) también llamadas BPL (Buenas practicas de
laboratorio). Lo que garantiza la calidad y validez de los resultados de los ensayos en los
distintos territorios. %) Por otro lado, si es bien es conocido que mientras para la realizacion de
los ensayos clinicos es necesario utilizar lotes fabricados mediante GMP (Good Manufacuring
Practice), para el desarrollo preclinico no hace falta este tipo de lotes aunque se recomiendan
que sean lotes bien conocidos y caracterizados lo més parecidos a los que se utilizan en la fase
clinica.®

Actualmente la sociedad estd muy concienciada con el uso de animales en el laboratorio y
si bien es verdad que con el avance de distintas técnicas mucha informacién se puede obtener por
métodos in vitro, el uso del animal de experimentacién sigue siendo una herramienta fundamental,

necesaria e inevitable, puesto que es con el modelo con el que se consigue mayor informacion
18



=
~
N
=
\Y)
S
~
S
=
N
-~
=
x
S
Q
S
S

nsable de la in

Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia no se hace res,

Maria del Carmen Jiménez Ledn

extrapolable al ser humano. Pero lo que si que se ha hecho, es imponer una mayor regulacion sobre
la racionalizacion de su uso. Asi lo establece la Directiva 86/609/EEC que afirma que siempre que
haya alternativa cientificamente razonable y satisfactoria se evitara la utilizacion de animales. Por
ello, también es muy importante que los propios cientificos se mantengan actualizados sobre los
métodos de evaluacidn toxicoldgica que se ajusten a la regla de las 3R (reduccion, refinamiento y
reemplazo), es decir utilizar técnicas que optimicen la utilizacion de animales, evitando sufrimiento,
muertes innecesarias y potenciar la utilizacion de alternativas a los animales. Con todo esto se
conseguird una investigacion mas racional y solida desde el punto de vista cientifico y mas humana

desde un punto de vista ético. (35): (36)

6. CONCLUSIONES

El desarrollo de un medicamento es un proceso complejo que en el caso concreto de las
vacunas se ve aun mas dificultado por la heterogeneidad del material de partida. Los ensayos
toxicoldgicos preclinicos para su desarrollo, difieren de los métodos tradicionales y deben cumplir
los requisitos minimos referentes a desarrollo de farmacos biolégicos.

Las sociedades de expertos demandan la existencia de mas guias homogenizadas y
estandarizadas para el desarrollo toxicoldgico lo que permitiria reducir tiempo, costes y recursos,
ademas de facilitar la gestion del proceso de evaluacion legal de la solicitud de nuevas vacunas.
También en este sentido las agencias regulatorias recomiendan hacer uso de sus programas de
asesoria. Ademas, el plantear de formar organizada el desarrollo toxicoldgico es una buena
herramienta para evitar el uso innecesario de animales, cumpliendo con los principios éticos que la
sociedad demanda.

La vacunacion es la medida sanitaria mas exitosa para salud publica y realmente lo que ha
ocurrido es que gracias a la vacunacion muchas enfermedades estdn muy controladas, tienen una
baja incidencia, la poblacion no percibe los efectos de la enfermedad y lo que se maximiza es la
percepcion de las reacciones adversas de la inmunizacion. Es decir, la poblacién solo es consciente
de la “punta del gran iceberg” (las reacciones adversas) pero no de todas las muertes,
comorbilidades y complicaciones que se evitan gracias a la vacunacion. Esto es uno de los
argumentos que estan utilizando los movimientos antivacuna que, si bien son minoritarios, estan
siendo muy publicitados gracias a plataformas informaticas.

Hay que tener en cuenta que el uso de un medicamento y en concreto de las vacunas no es
100% seguro, pero la forma en cdmo se hace el desarrollo hasta su comercializacion intentan reducir
al minimo las posibles incidencias con los mismos y si esta comercializada es porque se ha
comprobado que el balance beneficio-riesgo es positivo y con esto colaboran los ensayos

toxicoldgicos preclinicos.
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