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Resumen

Los ensayos preclinicos en animales de laboratorio,
especialmente aquellos dirigidos a evaluar los posibles
efectos asociados a la reproduccién y desarrollo de la
descendencia, han cobrado importancia en los ultimos
anos a partir del desarrollo de nuevos farmacos y vacu-
nas requeridos tanto para ninios como personas en edad
fértil. La problematica actual reside en la necesidad de
contar con datos confiables y de rapida obtencién para
permitir que el nuevo compuesto pase a la fase clinica
y posterior aprobacién. Dado que las mujeres embaraza-
das y lactantes suelen quedar excluidas de los ensayos
clinicos de vacunas, incluidos los referidos a toxicidad,
existe escaso conocimiento relacionado a esta poblacién
vulnerable y su descendencia. En este sentido, para los
estudios preclinicos destinados a evaluar los efectos de
los candidatos vacunales y terapéuticos sobre la repro-
duccién y el desarrollo, resulta fundamental contar con
modelos in vivo que reproduzcan los aspectos claves de
la patogenia observada en la enfermedad humana. En la
evaluacién de la toxicidad reproductiva de las vacunas,
no solo es fundamental analizar los posibles efectos
sobre la fertilidad, la embriogénesis, el desarrollo y la
reproduccién, sino que también resulta esencial consi-
derar las interacciones de la vacuna con el sistema in-
munoldgico tanto de la madre como de su descendencia.
En esta revision se actualizan y describen los estudios
preclinicos en animales de laboratorio para nuevas va-
cunas, en particular las disefiadas contra el COVID-19,
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destacando aquellos sobre toxicidad reproductiva y del
desarrollo publicados, como asi también la normativa
vigente para los mismos.

Palabras clave: ensayos preclinicos, seguridad, toxi-
cidad reproductiva, candidatos vacunales, animales de
laboratorio

Abstract
Evaluation of reproductive and developmental toxicity:

its importance in the preclinical phase of new vaccines

Preclinical trials in laboratory animals, particularly
those aimed at evaluating potential effects on repro-
duction and offspring development, have gained im-
portance in recent years due to the development of
new drugs and vaccines intended for both children and
individuals of reproductive age. The current challenge
lies in the need for reliable and rapidly obtainable data
to enable the transition of new compounds to clini-
cal phases and eventual approval. Since pregnant and
breastfeeding women are often excluded from clinical
vaccine trials, including those assessing toxicity, there
is limited knowledge about this vulnerable population
and their offspring. In this context, preclinical studies
designed to assess the effects of vaccine and therapeutic
candidates on reproduction and development must rely
on in vivo models that accurately replicate key aspects
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of the pathogenesis observed in human disease. When
evaluating the reproductive toxicity of vaccines, it is
essential not only to assess potential effects on fertil-
ity, embryogenesis, development, and reproduction, but
also to consider the interactions of the vaccine with the
immune system of both the mother and her offspring.
This review updates and describes preclinical studies in
laboratory animals for new vaccines, particularly those
developed against COVID-19, highlighting published
studies on reproductive and developmental toxicity,
as well as the current regulatory framework governing
such studies.

Key words: preclinical trials, safety, reproductive
toxicity, vaccine candidates, laboratory animals

PUNTOS CLAVE
Conocimiento actual

e El hallazgo de un nuevo principio activo
implica estudiar su obtencién, actividad
bioldgica y toxicidad. En los ultimos afos,
los estudios preclinicos centrados en efec-
tos sobre la reproduccién y el desarrollo
han cobrado relevancia, especialmente por
la necesidad de medicamentos y vacunas
destinados a niflos y personas en edad
fértil.

Contribucion del articulo al conocimiento
actual

e Esta revision actualiza los estudios pre-
clinicos en animales de laboratorio sobre
nuevas vacunas, especialmente contra en-
fermedades infecciosas emergentes, enfo-
candose en la toxicidad reproductiva y del
desarrollo. Dichos estudios contribuyen
a garantizar la seguridad de las vacunas
antes de su fase clinica, apoyan decisiones
regulatorias fundamentadas y fortalecen
la confianza publica.

El desarrollo de un nuevo farmaco es un pro-
ceso complejo y abarca una serie de pasos que
van desde el descubrimiento del nuevo com-
puesto hasta la aprobacién del producto ante
entidades regulatorias para su posterior comer-
cializacién. Dentro de este proceso, los ensayos
preclinicos desempefian un papel fundamen-
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tal en evaluar la eficacia y seguridad del nuevo
principio activo antes de ser sometido a ensayos
clinicos en humanos. Para ello se requieren mo-
delos in vitro e in vivo ejecutados mediante pro-
cedimientos previamente validados y siguiendo
guias internacionales de referencial. En estos
ensayos se tiene en cuenta las caracteristicas fi-
sicas y quimicas del compuesto, la indicacién te-
rapéutica, la poblacién objetivo a ser tratada, la
via y duracién de su administracién, entre otros
factores!. La evaluacién de la eficacia implica la
observacion del efecto terapéutico esperado en
diferentes especies de animales de laboratorio.
Por otro lado, las pruebas de seguridad en esta
fase, incluyen la determinacién global de la to-
xicidad (aguda, subaguda y crénica) y segin el
tipo de farmaco e indicacién, los efectos sobre
el aparato reproductor, embriogénesis y los posi-
bles danos genéticos (mutagénesis y/o carcino-
génesis)?®. Estos estudios permiten caracterizar
y prevenir los potenciales efectos adversos que
podrian ocurrir en el ensayo clinico que se reali-
zard posteriormente*.

Lograr la aprobacién de nuevos farmacos en
el mercado es un proceso prolongado, costoso
y puede llevar una inversién por parte de las
companias farmacéuticas de un promedio de
2.6 mil millones de ddlares y 10 afos en inves-
tigacién y desarrollo®. Segiin datos de la Asocia-
cién de la Industria Farmacéutica Britanica el
costo promedio de desarrollo de un farmaco fue
de 1150 millones de ddlares, donde los ensayos
clinicos representan mas del 50% del costo total
de desarrollo del producto, el tiempo promedio
de 12 anos y con al menos 5 anos dedicados a
la fase preclinica®. Asimismo, la Food and Drug
Administration (FDA) en EE. UU. entre los anos
2009 y 2018 aprob6 355 nuevos medicamentos y
productos biolégicos. En este periodo, tras con-
siderar los costos de los ensayos clinicos falli-
dos, el promedio de la inversién capitalizada en
investigacién y desarrollo para comercializar un
nuevo medicamento se estimé en 985.3 millo-
nes de délares’. En este contexto, el diseno 16gi-
co y en etapas de medicamentos y el desarrollo
de técnicas sélidas y validadas para su analisis
y evaluacién, se ha convertido en una herra-
mienta esencial para la aprobacién de nuevos
farmacos, como las vacunas, incrementando las
probabilidades de éxito y reduciendo los costos
involucrados.
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Desde hace décadas, en las ciencias biomé-
dicas son fundamentales los ensayos bioldgi-
cos complejos con animales de laboratorio, no
solo para comprender los mecanismos celulares
como base de la vida, sino también, para favore-
cer el desarrollo de mejores métodos de preven-
cién, diagnéstico y tratamiento de enfermeda-
des que afectan al ser humano y a los animales®.
Aunque se estd avanzando en su reemplazo,
el uso de animales sigue siendo indispensable
para realizar pruebas de potencia, alcance y se-
guridad de sustancias bioldgicas y quimicas uti-
lizadas en medicina, y para la determinacién de
la toxicidad de un gran ntimero de compuestos.
Los roedores son mayormente utilizados como
animales de experimentacién debido a la ho-
mogeneidad somatica, genética y sanitaria, de-
finiéndolos asi, como animales biol6gicamente
estandarizados. En este sentido, el uso de estos
animales facilité el avance en diversas areas de
la medicina y ha contribuido significativamente
al incremento en la esperanza de vida®.

Nuevas vacunas

Los avances constantes en las areas de bio-
tecnologia e inmunologia han impulsado al
desarrollo de nuevas plataformas vacunales y
mejoras de vacunas ya aprobadas para la pre-
vencioén de distintas enfermedades infecciosas®.
Las vacunas son consideradas una clase hete-
rogénea de medicamentos que contienen sus-
tancias inmunogénicas capaces de inducir una
inmunidad especifica, activa y protectora del
huésped, mayormente contra enfermedades in-
fecciosas, sumadas a adyuvantes y conservan-
tes®. La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS)
ha desarrollado “Recomendaciones y Directri-
ces” sobre la produccién y el control de vacunas
y otros productos biolégicos de importancia, for-
mando la base para asegurar la aceptabilidad de
los productos a nivel mundial®'. En Argentina,
la Administracién Nacional de Medicamentos,
Alimentos y Tecnologia Médica (ANMAT) indica
en la disposicién 705/2005* los requisitos para
la inscripcién de nuevas vacunas, asi como tam-
bién las normativas correspondientes al regis-
tro de productos de origen bioldgico. En esta se
detallan las condiciones sobre la presentacién
de documentacién técnica, establecimientos
elaboradores, la informacién preclinica y clini-
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ca requerida'?. Segiin su evolucién tecnologica,
las vacunas se agrupan en tres categorias. Las
vacunas de primera generacién, como aquellas
que emplean microorganismos completos (vi-
rus, bacterias) vivos atenuados o inactivados,
capaces de generar una importante respuesta
inmunitaria. Las vacunas de segunda genera-
cién, también llamadas recombinantes, incor-
poran segmentos o subunidades proteicas de
origen viral mediante técnicas de biologia mo-
lecular, sin posibilidad de replicacién del virus.
Por ultimo, las vacunas de tercera generacioén,
estan basadas en material genético (ADN o ARN)
vehiculizado mediante plasmidos, los cuales
llevan la informacién necesaria para producir
dentro del receptor la molécula diana inmuno-
génica que origina la respuesta inmunitaria®.
En la actualidad, los estudios preclinicos sobre
seguridad de candidatos vacunales, incluidas
las vacunas de segunda generacién, siguen los
principios generales de la evaluacién toxicolégi-
ca de medicamentos, centrandose en identificar
su posible toxicidad a través de la evaluacién de
efectos locales y sistémicos. Para las vacunas
que incluyen adyuvantes, existen sinergias e in-
teracciones potenciales entre los mecanismos
de accién de los antigenos de las vacunas y los
adyuvantes. Si bien los coadyuvantes normal-
mente actian potenciando la respuesta inmu-
ne, en ciertos casos pueden causar cantidades
excesivas de mediadores proinflamatorios y pi-
rogénicos que conducen a una exacerbacién de
los efectos locales y sistémicos'. Es por ello que
todos los componentes de la formulacién, son
sometidos a ensayos preclinicos.

Los estudios preclinicos se disefan y ejecutan
en base al candidato vacunal, la poblacién a ser
tratada y el régimen de dosificacién que se apli-
card en el uso clinico®. Cuando se administra
una vacuna se producen diversas interacciones,
por lo que, identificarlas y clasificarlas permite
disenar ensayos mas especificos para una eva-
luacién mas precisa. En este contexto, la toxici-
dad intrinseca es aquella causada directamente
por alglin componente de la vacuna, excipiente
o adyuvante; la toxicidad asociada con la farma-
codinamia es originada por la activacién de lin-
focitos T o linfocitos B; y la toxicidad biolégica
estd vinculada a procesos patoldgicos o condi-
ciones preexistentes. También puede ocurrir la
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toxicidad causada por contaminantes o impu-
rezas, como restos celulares de la linea celular
huésped y la toxicidad derivada de las interac-
ciones entre diferentes compuestos dentro de la
misma vacuna, especialmente en el caso de las
vacunas combinadas®. Por otro lado, como un
componente importante de los estudios farma-
cocinéticos preclinicos y que contribuyen a in-
terpretar los hallazgos farmacoloégicos y toxico-
légicos no clinicos se encuentran los estudios de
biodistribucién. Estos estudios permiten carac-
terizar la presencia, persistencia y eliminacién
del farmaco o vacuna a nivel molecular, tanto en
los tejidos diana como en una variedad de otros
tejidos no dianav.

Con respecto a la especie de animal de labo-
ratorio recomendada, el perfil de seguridad de
un producto debe caracterizarse en una especie
sensible a los efectos bioldgicos de la vacuna.
En este sentido, la especie debe ser sensible al
organismo patégeno o a la toxina y debe desa-
rrollar una respuesta inmunitaria al antigeno de
la vacuna®. En general, una sola especie animal
relevante es suficiente para su uso en estudios
de toxicidad que respalden el inicio de ensayos
clinicos. Sin embargo, hay situaciones en las que
se necesitan dos o mas especies para caracteri-
zar el producto, cuando no se comprende el me-
canismo de proteccién inducido por la vacuna o
se trata de tecnologias innovadoras con un perfil
de seguridad poco desarrollado®.

La seleccién de un modelo animal adecuado
para los estudios preclinicos es de suma impor-
tancia para generar resultados reproducibles y
confiables. En este sentido, la disponibilidad de
multiples modelos permitié, en las Gltimas dé-
cadas, el desarrollo y la evaluacién de distintos
farmacos y vacunas tanto en un contexto tera-
péutico como profilactico. En el caso de virus,
debido a la variabilidad en la patogénesis viral,
el modelo animal més representativo para la in-
feccién viral humana difiere entre las familias
de virus. Los modelos animales mads utilizados
en la investigacién preclinica incluyen roedores
(ratones y ratas) y primates no humanos (maca-
cos y chimpancés)®®. Por ejemplo, recientemente,
Gonzalez-Dominguez y col.”® desarrollaron una
nueva estrategia de vacunacién contra influen-
za B basada en virus de influenza B inactiva-
dos que presentan hemaglutininas (mHA). Esta
vacuna se evalud en ratones para simular con
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precisiéon la inmunidad humana preexistente
contra los virus de la influenza B. Estos estudios
preclinicos, con la estrategia mHA, representan
un paso relevante hacia la posibilidad de una va-
cuna universal contra el virus de la influenza B
en ensayos clinicos. Otros trabajos han reporta-
do en los ultimos anos la evaluacién de diferen-
tes vacunas para influenza en ratas y macacos,
demostrando inmunogenicidad y seguridad, sin
evidencia de toxicidad sistémica??.

En 2019, la pandemia de COVID-19 originé una
crisis sanitaria sin precedentes?. Se confirmaron
776 millones de casos del sindrome respiratorio
agudo severo por coronavirus 2 (SARS-CoV-2),y
7.1 millones de muertes hasta agosto del 2024%.
A raiz de esto surgié una demanda creciente de
soluciones innovadoras que abordan el desarro-
llo, la fabricacién y la infraestructura necesarios
para asegurar la disponibilidad de nuevas vacu-
nas eficaces y seguras para afrontar la pande-
mia?. En este sentido, actualmente se cuentan
al menos cinco tecnologias principales en las
que se puede basar una vacuna y que se han
empleado para el desarrollo de vacunas contra
COVID-19: vacunas inactivadas, vacunas vivas
atenuadas, vacunas basadas en subunidades/
péptidos, vacunas basadas en vectores y vacu-
nas basadas en acidos nucleicos®. En el caso del
SARS-CoV-2, se ha demostrado que los ratones
y las ratas no son susceptibles debido a la in-
capacidad del virus para entrar en las células
de estos roedores a través del receptor ortélogo
del receptor de entrada humano denominado
ACE2?%. No obstante, se han desarrollado mode-
los transgénicos murinos para profundizar el es-
tudio de la enfermedad COVID, como los ratones
K18-hACE2, originalmente desarrollados para el
estudio del SARS-CoV-1 y de gran relevancia en
el contexto actual?-?. Los ratones transgénicos
K18-hACE?2 infectados con el SARS-CoV-2 son
capaces de presentar muchos de los signos cli-
nicos causados por el SARS-CoV-2 en humanos
y gracias a esto pueden ser utilizados como un
modelo preclinico propicio para el estudio, tan-
to de la patogénesis como para la evaluacién de
posibles candidatos terapéuticos y preventivos
contra la enfermedad del COVID- 19%. En este
contexto, Kenneth y col.3! demostraron la efi-
cacia del modelo evaluando IFN-Ala pegilado
como tratamiento para COVID-19. En otro es-
tudio realizado por Hoffman y col.*? los ratones
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K18-hACE2 fueron inmunizados con un candi-
dato vacunal basado en vectores adenovirales y
expuestos al SARS-CoV-2 mediante administra-
cién intranasal, simulando la via de contagio en
humanos. Estos animales mostraron proteccién
significativa, como asi también carga viral redu-
cida en el pulmén y encéfalo. Por otro lado, Be-
rengeno y col.* a partir de ratones hemicigotas
K18-hACE2-Tg/0, lograron generar una colonia
de ratones homocigotas K18-hACE2-Tg/Tg con-
trolados mediante la genotipificacién por PCR,
permitiendo desarrollar una colonia estable de
ratones homocigotas K18-hACE2-Tg/Tg que pue-
den ser utilizados para la evaluacién preclinica
de candidatos vacunales o antivirales.

Hasta el ano 2021, once vacunas contra CO-
VID-19 fueron autorizadas para su administra-
cién a gran escala debido a sus minimos efectos
secundarios, elevada inmunidad, incluida la res-
puesta de anticuerpos neutralizantes, asi como a
su comprobada eficacia®. Segin la Organizacién
Panamericana de la Salud (OPS), la OMS ha apro-
bado hasta el momento diez vacunas contra la
COVID-19, para las cuales ha emitido recomen-
daciones de uso (Pfizer/BioNTech, AstraZeneca/
Oxford, Janssen, Moderna, Sinopharm, Sinovac,
Bharat, Novavax, CanSino y Valneva)**. En Argen-
tina actualmente las vacunas disponibles son
Spikevax® monovariante XBB.1.5 (Moderna) para
esquema inicial y refuerzos desde los 6 meses
de edad y Comirnaty® bivariante Original/Omi-
cron BA.4/BA.S (Pfizer-BioNTech), indicada para
refuerzo a partir de los 12 afios.

Sin embargo, otros candidatos vacunales se
han desarrollado y evaluado mediante ensayos
preclinicos en los dltimos afios*. Entre ellas,
un candidato vacunal Gamma-RBD producido
en Argentina ha demostrado ser seguro en es-
tudios preclinicos de seguridad en ratones. Ac-
tualmente, esta vacuna denominada ARVAC CG
exhibe un perfil de seguridad satisfactorio y una
robusta respuesta de anticuerpos neutralizantes
en estudios clinicos y ha sido aprobada y autori-
zada por ANMAT en Argentina para su uso como
refuerzo, convirtiéndose en la primera vacuna
desarrollada y producida en la region®+.

Por otro lado, dentro de los desarrollos produ-
cidos en Argentina, CoroVaxG.3 es una vacuna
de segunda generacién basada en una platafor-
ma de adenovirus no replicativo cuyo objetivo
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fue mejorar la inmunodominancia del transgén
de la proteina Spike (S) de SARs-CoV-2 y con-
siste en un vector adenoviral hibrido basado en
hAdVS (adenovirus humano 5).

Mediante ensayos in vivo en ratones Balb/c,
una dosis Unica de CoroVaxG.3 indujo una po-
tente inmunidad humoral y de células T, ambas
con una duracién de al menos 5 meses. Por otro
lado, los anticuerpos neutralizantes no dismi-
nuyeron luego de 5 meses, demostrando que en
este tipo de vacunas es un candidato probable
para ser evaluado en otros ensayos preclinicos y
posteriormente en ensayos clinicos?.

Adicionalmente, Vinzén y col.#! utilizaron el
modelo preclinico de ratones K18-hACE2 an-
tes descripto, para evaluar la capacidad de pro-
teccién y neutralizacién cruzada de la vacuna
CorovaxG.3-D.FR que expresa variantes de la
proteina S compatibles con las variantes Delta
Plus, Gamma y Omicron.

En este contexto, el propésito de la evaluacién
preclinica de una vacuna o candidato vacunal es
examinar la toxicidad de todos los componentes
presentes en la formulacién, sumado al andlisis
de la respuesta inmune inducida y proporcio-
nando ademads informacién clave para identi-
ficar posibles 6rganos diana y determinar una
dosis inicial segura en estudios clinicos®.

Evaluacion de toxicidad reproductiva y
del desarrollo

Las vacunas preventivas se utilizan cada vez
mas durante el embarazo, con la intencién de
proteger al neonato de enfermedades infeccio-
sas mediante la inmunidad materna. La aplica-
cién adecuada y en el momento oportuno de las
vacunas durante el embarazo brinda proteccién
tanto a la madre como al feto y, en ciertos casos,
también al recién nacido. No obstante, algunas
vacunas no se recomiendan durante el embara-
zo si los riesgos potenciales superan los benefi-
cios esperados. En determinadas circunstancias
clinicas, la vacunacién con algunas de ellas pue-
de considerarse apropiada“.

Las vacunas elaboradas con virus vivos ate-
nuados pueden atravesar la placenta y provo-
car una infeccién en el feto. Por ello, su uso esta
contraindicado durante el embarazo debido a
los posibles riesgos, tanto para la madre como
para el feto. Dentro de las vacunas contraindi-
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cadas en el embarazo se encuentran, la vacuna
contra el sarampidén, paperas, rubéola, bacilo
de Calmette-Guérin, herpes zdster, y virus del
papiloma humano®. Por otro lado, las vacunas
elaboradas con virus inactivados o virus vivos,
cuando se administran a mujeres en periodo de
lactancia, no representan un riesgo para la segu-
ridad de la lactancia ni para la madre ni para el
hijo, ya que, en general, no se eliminan a través
de la leche materna. Las Gnicas excepciones son
las vacunas contra la viruela y la fiebre amari-
lla. E1 Centro para el Control y la Prevencion de
Enfermedades (CDC, USA) aconseja que, en caso
de que una mujer haya sido vacunada contra
la viruela durante el embarazo o el periodo de
lactancia, se abstenga de amamantar debido al
posible riesgo de transmisién del virus vaccinia
por contacto directo entre la madre y el hijo. Sin
embargo, un estudio que analizé si el virus de la
vacuna contra la varicela se encuentra en la le-
che materna después de ser aplicada a mujeres
lactantes no encontr6 evidencia de su presencia
en la leche. En cambio, la vacuna contra la fiebre
amarilla debe evitarse durante la lactancia, ya
que se han documentado dos casos de enferme-
dad neurotrépica aguda en lactantes cuyas ma-
dres recibieron esta vacuna®*-*.

En este contexto, mediante ensayos precli-
nicos en animales de laboratorio y previo al
uso en humanos, se ha evaluado la toxicidad
reproductiva y del desarrollo de diferentes va-
cunas?*4451-56_ Estos estudios generalmente no
son requeridos para las vacunas indicadas du-
rante la ninez, sin embargo, si la poblacién ob-
jetivo para la vacuna incluye mujeres embara-
zadas y personas en edad potencialmente fértil
se deben considerar estudios de toxicidad re-
productiva y del desarrollo™*. Para una vacuna
preventiva, las evaluaciones de toxicidad repro-
ductiva generalmente se dirigen a estudios de
desarrollo prenatal y posnatal, debido a que la
principal importancia es determinar cualquier
efecto potencial desfavorable sobre el embrién,
el feto o el recién nacido en desarrollo>*®. En es-
tos estudios se incluye un seguimiento posnatal
de las crias desde el nacimiento hasta el destete
para evaluar el crecimiento, la actividad de lac-
tancia, el peso corporal y la viabilidad, indicado-
res que se consideran relativos a un desarrollo
normal®.
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Respecto al estudio de los efectos sobre el de-
sarrollo pre y posnatal, el objetivo es detectar
efectos adversos en la hembra gestante y lac-
tante, en el desarrollo del feto y en la descen-
dencia tras la exposicién de la hembra, desde la
implantacién hasta el destete. Dado que las ma-
nifestaciones del efecto inducido durante este
periodo pueden retrasarse, las observaciones
deben continuar hasta la madurez sexual. Por
lo tanto, un estudio pre y postnatal se divide en
dos etapas, uno que cubre el periodo embriona-
rio y el otro el periodo fetal, el parto y la lactan-
cia, requiriéndose una evaluacién postnatal de
la descendencia en ambos estudios (Fig. 1)

Actualmente existen guias de organismos re-
gulatorios internacionales que contribuyen al
diseno de estos estudios, entre ellas, las Direc-
trices de la Organizacién para la Cooperacién y
el Desarrollo Econémico (OCDE): Prueba n.° 414:
Estudio de toxicidad para el desarrollo prenatal,
Prueba n.° 415: Estudio de toxicidad para la re-
produccién en una generacién, Prueba n.° 416:
Estudio de toxicidad para la reproduccién en dos
generaciones, Prueba n.° 421: Prueba de detec-
cién de toxicidad para la reproduccién y el de-
sarrollo, Prueba n.° 422: Estudio combinado de
toxicidad por dosis repetidas con la prueba de
deteccién de toxicidad para la reproduccién y
el desarrollo, “Consideraciones para estudios de
toxicidad reproductiva de Vacunas Preventivas
para Indicaciones de Enfermedades Infecciosas”
de la FDA¥, las “Directrices de la Organizacién
Mundial de la Salud sobre evaluacién no clinica
de vacunas™, y la “ICH S5 (R3): Directriz sobre la
detecciéon de toxicidad reproductiva y del desa-
rrollo para productos farmacéuticos humanos”
de la Agencia Europea de Medicamentos (EMA),
la cual incluye vacunas para enfermedades in-
fecciosas™.

De acuerdo con estas directrices, un estudio
de toxicidad reproductiva y del desarrollo para
vacunas estd disefiado como un estudio de de-
sarrollo embriofetal (EFD: del inglés embrio-fetal
development) con una dosis inicial pre-aparea-
miento temprana para incluir criterios de va-
loracién del estudio de fertilidad y desarrollo
embrionario temprano (FEED: fertility and early
embryonic development), asi como con una super-
vivencia posnatal prolongada, a veces de hasta
45-60 dias, para incluir criterios de valoracién de
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un estudio de desarrollo pre-postnatal (PPND:
del inglés pre and postnatal development) (Fig. 1).
Generalmente para estos estudios, nuevamente
se considera que una sola especie es suficiente
para proporcionar informacién importante so-
bre la posible toxicidad de la vacuna y la segu-
ridad del producto durante el embarazo huma-
n09, 39'

El disefio de un estudio preclinico de toxici-
dad reproductiva y del desarrollo consiste ba-
sicamente en inmunizar a las hembras unas
semanas antes del apareamiento para asegurar
una respuesta inmunitaria 6ptima durante las
fases criticas de la gestaciéon (organogénesis).
Posteriormente, se administran dosis de refuer-
zo de la vacuna durante la gestacién (periodo
embriofetal) y la lactancia (periodo posnatal)
para evaluar los posibles efectos embriotéxicos
directos de los componentes de la formulacién
de la vacuna y mantener la respuesta inmunita-
ria durante el resto de la gestacién. Ademas se
incluye el seguimiento posnatal de las crias des-
de el nacimiento hasta el destete, para evaluar
su desarrollo y crecimiento®.

La eleccién del modelo animal para estos en-
sayos preclinicos estd influenciada por las dife-
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rencias entre especies en cuanto al momento y la
magnitud de la transferencia de los anticuerpos
maternos inducidos al feto. El transporte trans-
placentario de inmunoglobulinas maternas ge-
neralmente solo ocurre al final de la gestaciéon y
tiende a ser mayor en humanos y monos que en
especies no primates. Para muchas vacunas, el
conejo muestra una mayor tasa de transferencia
prenatal de los anticuerpos inducidos que los
roedores. Para ciertas vacunas que no son inmu-
nogénicas en especies no primates, los prima-
tes no humanos pueden ser los Unicos modelos
apropiados®. En este contexto, el primer requi-
sito para los ensayos preclinicos de toxicologia
es que la vacuna para humanos sea inmunogé-
nica en la especie seleccionada, en este sentido,
la mayoria de las vacunas para humanos son
inmunogénicas en roedores y conejos®*. Por
otro lado, cuando se utiliza un adyuvante en la
composicién de la vacuna es necesario realizar
un estudio embriofetal del compuesto en ratas
y conejos. Sin embargo, una sola especie podria
estar justificada si se utilizara una segunda es-
pecie para el estudio de toxicidad del desarrollo
con la formulacién de la vacuna en machos y
hembras®.

Figura 1 | Esquema sobre las etapas de los estudios sobre toxicidad reproductiva y del desarrollo en la fase preclinica

Apareamiento

Pre-

apareamiento Gestacion

Parto

1 J

Destete

FEED: fertilidad y desarrollo embrionario temprano (FEED: del inglés fertility and early embryonic development); EFD: desarrollo
embriofetal (EFD: del inglés embrio-fetal development); PPND: desarrollo pre-postnatal (PPND: del inglés pre and postnatal

development)
*Momento aproximado de la implantacion fetal

**Momento aproximado para cesarea un dia anterior a la fecha de parto
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En estos estudios la seleccién de la dosis debe
basarse en un enfoque biolégico, es decir, los
niveles de dosis deben seleccionarse de forma
que cada grupo de dosis produzca datos inter-
pretables, maximizando asi la utilidad del es-
tudio tanto para la evaluacién de peligros como
de riesgos. Deben evitarse las dosis excesivas
que causan toxicidad manifiesta y alteran la ho-
meostasis, ya que pueden dar lugar a efectos no
relevantes para la salud humana®. Finalmente,
en la evaluacién de toxicidad reproductiva, no
solamente es indispensable evaluar efectos so-
bre la fertilidad, embriogénesis y desarrollo, sino
también es necesario evaluar las interacciones
de la vacuna con el sistema inmunolégico ma-
terno y de la descendencia. Por lo tanto, los es-
tudios posnatales son necesarios para detectar
las posibles manifestaciones de toxicidad para
el desarrollo, incluidos los efectos sobre el siste-
ma inmunolégico®*t.

Toxicidad reproductiva y del desarrollo:
antecedentes en vacunas recientes

La evaluacion de la toxicidad reproductiva y
del desarrollo es un aspecto fundamental en el
diseno y aprobacién de nuevas vacunas. Debi-
do a ello, es importante revisar los antecedentes
disponibles en relacién con vacunas recientes
para comprender sus posibles efectos sobre la
salud reproductiva y el desarrollo embriofetal.
En este sentido, como ejemplo Destexhe y col.*,
evaluaron los efectos sobre la reproduccién y el
desarrollo de un inmunoterdpico contra el can-
cer (MAGE- A3), mediante estudios EFD y PPND
en ratas y un tercer estudio en monos donde se
evalué la fertilidad masculina, concluyendo que
el tratamiento con MAGE-A3 no tuvo efectos ad-
versos en la fertilidad, gestacién y desarrollo em-
brionario en ratas hembras, excepto una ligera
inflamacién en el sitio de inyeccién. Un estudio
similar se realiz6 para la vacuna polivalente con-
tra el virus del papiloma humano en ratas don-
de se observé un aumento ligero en el recuento
de leucocitos, aumento en el peso esplénico de
algunas hembras tratadas y sin observarse alte-
raciones histolégicas. En este trabajo se detecta-
ron anticuerpos tanto en madres como en crias,
demostrando la transferencia transplacentaria
durante la gestacion y la lactancia, y finalmente
se comprobd la inmunogenicidad y la ausencia
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de efectos téxicos que impacten en la reproduc-
cién y el desarrollo®. Por su parte, Stokes y col.®,
llevaron a cabo la evaluacién preclinica en cone-
jos y ratas de una vacuna contra el virus sinci-
cial respiratorio no observando efectos sobre la
gestacidn, el parto, la lactancia y en el desarrollo
pre y postnatal de las crias. Recientemente Lee
y col.®%, demostraron que la vacuna denominada
BVNO0O08 contra difteria y tétano no tuvo efectos
adversos detectables en ratas hembras madres
ni en los fetos o crias de la primera generacién.

Como fue descripto previamente, en los ul-
timos anos se han desarrollado numerosas
vacunas eficaces y seguras contra COVID-19.
El SARS-CoV-2 utiliza su proteina (S) trimérica
para unirse a la enzima convertidora de angio-
tensina 2 (ACE2) en las células huésped, lo que
facilita la entrada y la infeccién viral. El recep-
tor ACE2 se expresa de manera abundante en la
placenta durante la gestacién y puede aumen-
tar la susceptibilidad a la infeccién por SARS-
CoV-2 en mujeres embarazadas, lactantes y en
sus fetos?*®. Sin embargo, se excluyen mujeres
embarazadas y lactantes en los ensayos clinicos
de evaluacién de vacunas, debido a insuficiente
evidencia toxicolégica, y este hecho deriva en la
falta de evidencia sobre una poblacién de alto
riesgo y su descendencia?®.

En la presente revisién son analizados y des-
criptos a continuacién los principales trabajos
basados en ensayos preclinicos de evaluacién de
toxicidad reproductiva y del desarrollo de vacu-
nas para COVID-19, de los dltimos anos y estan
referenciados ademas en la Tabla 1. En relacién
a la aprobacién de vacunas para COVID-19 en
la Unién Europea, la EMA publica los Informes
Publicos de Evaluacién Europeos (EPAR) que se
encuentran disponibles en: https://www.ema.
europa.eu/en/about-us/how-we-work/transpa-
rency.

Particularmente Dubé y col., no encontraron
efectos adversos del candidato vacunal CoVLP
con adyuvante ASO3 altamente inmunogénico
en adultos sanos, en el desarrollo embriofetal
de ratas (incluida la teratogenicidad) ni en el de-
sarrollo temprano de la primera descendencia,
respaldando el perfil de seguridad aceptable de
la vacuna para su administracién en mujeres en
edad fértil. Por su parte, Song y col.*®, evaluaron
los efectos sobre la fertilidad en hembras, el de-
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Tabla 1 | Resumen de evaluacion de toxicidad reproductiva y del desarrollo mediante ensayos preclinicos en vacunas recientes
para COVID-19

Vacuna Estudio realizado Especie

SCTVO1E PPND Ratas (23) 2025
Advax-CpG55.2™ EFD- PPND Ratones (68) 2023
ZF2001 EFD- PPND Ratas (59) 2023
AS03-adjuvanted CoVLP EFD Ratas (67) 2022

PPND

Ad26.COV2.S EFD- PPND Ratones (70) 2021
BNT162b2 (Pfizer) EFD- PPND Ratas (56) 2021
ChAdOx1 nCoV-19 (Astrazeneca) EFD- PPND Ratones (55) 2021

PPND: desarrollo pre-postnatal (PPND: del inglés Pre and Pos
Embrio-Fetal Development)

sarrollo embriofetal y la toxicidad del desarrollo
pre y posnatal asociados con el candidato vacu-
nal ZF2001 para COVID-19 en ratas, respaldando
también el inicio de ensayos clinicos y el uso de
ZF2001 en mujeres embarazadas y lactantes.

Sakala y col.®®, evaluaron una vacuna contra
las enfermedades COVID-19 e influenza junto
con el adyuvante Advax-CpG55.2™, adminis-
tradas individualmente o en conjunto, demos-
trando no causar efectos adversos sobre el ren-
dimiento reproductivo en ratones hembras o
en el desarrollo de sus crias, incluso con dosis
entre 250 y 1000 veces superiores a las dosis ha-
bituales de la vacuna humana. Recientemente,
Zhang y col., evaluaron en ratas el candidato
vacunal SCTVO1E encontrando un perfil de se-
guridad favorable y una eficiente transferencia
transplacentaria de anticuerpos maternos. En
este estudio no se observaron efectos adversos
significativos sobre la fertilidad parental ni el
desarrollo embriofetal.

Un estudio de revisiéon de Hernandez y col.®
resume y analiza los informes de evaluacién
de la EMA sobre la seguridad de las tres vacu-
nas para COVID-19 utilizadas hasta el afo 2021
(Pfizer, Moderna y AstraZeneca) sin encontrar
efectos adversos sobre la fertilidad, el desem-
peino reproductivo, la gestacién y el desarrollo
posnatal. Posteriormente, Schilder y col.*, tam-
bién llevaron a cabo una revisién y andlisis so-
bre los ensayos en toxicidad reproductiva y del
desarrollo para vacunas para COVID-197°. En
este trabajo se analizaron los resultados de to-
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Natal Developmetal), EFD: desarrollo embriofetal (EFD: del inglés

xicidad de ocho vacunas que presentaron soli-
citud de autorizacién en Europa hasta el 2022 y
que comprenden cuatro tecnologias de vacunas
diferentes (vacunas inactivadas, basadas en aci-
dos nucleicos, vectores y subunidades). En estos
estudios reportados se utilizaron mayormente
ratas, ratones y conejos como animales de ex-
perimentacién y se realizaron conforme a las
guias internacionales antes mencionadas. Las
observaciones que se informaron se remiten en
su mayoria a reacciones en el sitio de inyeccion,
siendo locales, leves y reversibles, atribuibles al
adyuvante o a la administracién intramuscular.
Todas las vacunas evaluadas indujeron una res-
puesta inmune robusta en madres, con trans-
ferencia de inmunidad hacia las crias, compro-
bando la transferencia pasiva de anticuerpos
y la proteccién de los neonatos®. Finalmente,
ninguno de los trabajos y revisiones analizadas
comunicé efectos adversos de relevancia de va-
cunas sobre todo para COVID-19 sobre la fertili-
dad, el desempetio reproductivo, la gestacién y
el desarrollo pre y posnatal (Tabla 1).

Conclusiones

El propésito de la evaluacién preclinica de se-
guridad de una vacuna es analizar la inocuidad
tanto de los componentes incluidos en la for-
mulacién como de la respuesta inmune que esta
provoca. Esto es de vital importancia, especial-
mente ante enfermedades emergentes, como
fue el caso de COVID-19, y frente a la generacién
de nuevos compuestos derivados de los avances
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en la industria farmacéutica. Los ensayos pre-
clinicos en animales de laboratorio permiten
obtener informacién precisa sobre los posibles
efectos de una vacuna en un periodo de tiempo
relativamente breve. En el caso de las vacunas
preventivas, los estudios de toxicidad reproduc-
tiva suelen centrarse en el desarrollo pre y pos-
natal, con el objetivo principal de identificar po-
sibles efectos adversos sobre el embridn, el feto
o el recién nacido en desarrollo. Ademas, estas
evaluaciones no solo deben considerar los posi-
bles impactos sobre la fertilidad, la embriogéne-
sis, el desarrollo y la reproduccién, sino también
contemplar las posibles interacciones entre la
vacuna y el sistema inmunolégico tanto mater-
no como de la descendencia.

Esta revisién recopila informacién sobre los
ensayos preclinicos de toxicidad reproductiva y
del desarrollo realizados en animales de labora-
torio para nuevas vacunas, especialmente aque-
llas dirigidas contra COVID-19. En su mayoria,
las observaciones reportadas se limitan a reac-
ciones locales, leves y reversibles en el sitio de
inyeccién, asociadas al adyuvante o al método
de administracién. Todas las vacunas evaluadas
generaron una respuesta inmune en las madres,
con evidencia de transferencia pasiva de anti-
cuerpos a las crias, con la consecuente protec-
cién de los neonatos. Ninguno de los estudios
analizados report6 efectos adversos significati-
vos sobre la fertilidad, la funcién reproductiva,
la preniez o el desarrollo pre y posnatal.

Dado que las mujeres embarazadas y lactan-
tes generalmente no son incluidas en los ensa-
yos clinicos de vacunas por motivos éticos, debi-
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