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RESUM

Objectiu

Avaluar la seguretat de quatre dosis diferents (5, 25, 100 i 200 yg de FCMtb)
d’'una formulacié de la nova vacuna anti-tuberculosa RUTI en voluntaris sans

comparant-la amb placebo.

Meétodes

Assaig clinic de fase |, de primera administracié en humans, unicéentric, doble
cec, emmascarat, aleatoritzat (2:1), controlat amb placebo, sequencial, de 4
grups de tractament i escalada de dosi, administrant dues dosis de vacuna
RUTI separades per 28 dies.

Un Comite de Seguretat va decidir el pas a cada nivell superior de dosi.

Resultats

Es van incloure 24 voluntaris sans d’entre 19 i 34 anys, que van presentar un
total de 175 esdeveniments adversos (99% lleus), amb una mitjana de 7,
essent la cefalea el més frequent. Els grup de dosi amb més incidéncia
d’esdeveniments adversos va ser el de 100 ug de FCMtb, i el de menys el de
25 pg. Eldolor al lloc d’inoculacié (75% dels voluntaris) i les fasciculacions
(50%) van ser els esdeveniments locals més frequents. Dos voluntaris, tractats
amb les dosis superiors, van presentar panniculitis granulomatosa amb cultiu

negatiu després de la segona inoculacio.

Conclusio

Les dosis de 5 pg i 25 ug de FCMtb van presentar una millor relacio

benefici/risc, essent d’eleccio per a futures avaluacions d’eficacia i efectivitat.



INTRODUCCIO

La infeccid per Mycobacterium tuberculosis afecta actualment a un terg de la
humanitat, és a dir, a 2.000milions de persones. Aixd suposa un reservori tan
important de bacil que fa dificil controlar la malaltia. La morbi-mortalitat s’estima
en 8.000.000 de casos nous de malaltia cada any i 2.000.000 de persones
mortes a conseqiiéncia de la malaltia." En paisos amb un elevada incidéncia de
tuberculosi (TB) I'estratégia de control de la malaltia és la detecci6 dels malalts,
especialment els qué poden infectar a altres persones, és a dir, els pacients
bacil-lifers, i garantir el seu tractament mitjangant estratégies com el tractament
directament supervisat a curt termini o DOTS (Directly Observed Treatment

Short-curse).”

Des dels anys 60 s’ha impulsat el tractament de les persones infectades, que
pateixen una tuberculosi latent, en paisos amb recursos suficients per intentar
reduir el reservori de bacils i disminuir el risc de reactivacions i casos de la
malaltia.? Aquesta estratégia té I'inconvenient de que requereix un periode
llarg, de 9 mesos, d’administracid d’isoniazida, cosa que dificulta molt
'adheréncia al tractament, en unes persones que tot i tenir una infeccio, no
tenen simptomatologia. EI Comité per a I'Eradicacié de la Tuberculosi als Estats
Units ja recomanava l'any 1998 la necessitat de poder obtenir una vacuna

terapéutica contra la infeccié per Mycobacterium tuberculosis.®

S’ha postulat I'aparicio d’'una forma bacil-lar després de la infeccié per M.
tuberculosis, amb una activitat metabolica molt disminuida i que es manté
quiescent a les lesions antigues, amb capacitat de reactivacié enddogena a TB
activa.>* S’ha anomenat “bacil latent” i es considera que és capac de
sobreviure als macrofags activats. Només es pot detectar la seva presencia a
través de métodes immunologics indirectes, com el test cutani de la tuberculina
(TST) i el TIGRA (T-cell interferon-gamma release assays). En individus amb
conversio del TST que es tracten amb isoniazida durant 9 mesos, s’observa un
descens de la incidéncia de TB del 90%.

Malgrat aquesta evidéncia, sorgeixen dubtes, ja que la isoniazida és activa
nomeés contra els bacils en creixement, i per tant només seria capac de destruir

els bacils quiescents després de la seva reactivacio.



No queda clar com poden romandre els bacils latents als pulmons durant tant
de temps, quan existeix un continu recanvi cel-lular i la curacidé de teixits
danyats. Tampoc queda clar el mecanisme a través del qual arriben els factors

de ressuscitacio a I'interior de lesions antigues per activar els bacils latents.

Per resoldre aquestes questions, recentment s’ha suggerit un escenari dinamic,
en qué es produiria una reinfeccié enddgena constant amb els bacils latents,
que donaria lloc a una infeccié tuberculosa latent (“hipotesi dinamica”) que
explicaria I'eficacia del tractament estandard, i si aixo és veritat, poden sorgir
noves estratégies de maneig de la TB.> Aquesta hipotesi confirmaria la teoria
de que la resposta immune contra M. tuberculosis es centra en la identificacio
de peéptids sintetitzats per bacils que s’estan multiplicant.® Aixi, per lluitar contra
el bacil latent caldria immunitzar al pacient infectat amb antigens estructurals
del bacil, presents tant en bacils en fase de multiplicacié activa com en fase

estacionaria o de laténcia.

El tractament antibiotic amb isoniazida permet una disminucié de la inflamacio
dels teixits infectats, una estabilitzacié de la poblacié bacil-lar fins a un minim
inactiu i disminueix les possibilitats de generar una reaccié de tipus Koch?
toxica. Donat que el tractament antibiotic genera una concentracié bacil-lar tan
baixa que no arriba al llindar estimulador per a generar noves ceél-lules
efectores, és a dir, una situacié dimmunosupressio especifica, é€s interessant
realitzar un tractament immunoterapéutic posterior, evitant la reactivacié

bacil-lar deguda als bacils latents als teixits.”

Per detectar I'eficacia de la resposta immune en la investigacioé en TB, s’utilitza
la deteccio de la secrecio d’interfer6 gamma (INF-y), ja que es considera una

eina potent.

S’ha utilitzat la secreciéo d’'INF-y per mesurar la resposta immune en assaigs
clinics que han avaluat altres vacunes antituberculoses en poblacié sana.
Aixi la seguretat i la immunogenicitat d'una soca recombinant de vacuna

Ankara modificada que expressava l'antigen 85A del M. tuberculossis

@ Reacci6 de tipus Koch: mecanisme que genera la necrosi intragranulomatosa caracteristica
de la infeccié en humans



(MVAB85A) es va valorar en 3 assaigs clinics de fase | a petita escala realitzats
en individus sans al Regne Unit, oberts, no aleatoritzats i amb un sol grup de
tractament. Dos dels assaigs van incloure voluntaris no vacunats préviament
amb Bacil de Calmette-Guérin (BCG) i se’ls va vacunar bé amb dues dosis de
MVAS8S5A intradérmica separades per 3 setmanes en un dels assaigs (n=14) o
bé amb BCG seguida de MVAB8S5A a les 4 setmanes en l'altre (n=10). Un tercer
assaig va incloure un grup de 17 voluntaris que havien estat vacunats
préeviament amb BCG a qui se’ls va administrar MVA85A com a vacunacio de

reforc (amb una mediana de temps entre les dues vacunes de 18 anys).®"°

Aquest disseny de fase |, obert i d’'una sola branca de tractament, es va repetir
en un ambit endémic de tuberculosi a Gambia en poblacié naive per BCG
assignada a MVA85A (n=11) i en poblacié vacunada amb BCG que rebé reforg
amb MVAS85A (n=10), i a Sud-africa en adults sans no infectats per M.

tuberculosis, que es van vacunar amb MVA85A (n=24)."""2

Una nova vacuna antituberculosa recombinant de BCG que sobreexpressa
I'antigen de M. tuberculosis Ag 85b (rBCG30), s’ha avaluat en un assaig clinic
de fase | aleatoritzat, doble cec, amb 35 adults voluntaris sans amb I'objectiu de

valorar la seguretat i comparada amb la vacuna no recombinant Tice BCG."

Estudis preclinics (en models murins i de conill porqui) de la vacuna RUTI
demostren que és capa¢ de generar una forta resposta immune cel-lular

mesurable com a secrecié d’INF-y."*""7

L’estratégia de tractament amb la vacuna RUTI es basa en models animals.

- En ratolins infectats després de 8 setmanes de quimioterapia amb
isoniazida i rifampicina, es van inocular 3 dosis de la vacuna de 185 ug
de FCMtb, separades per intérvals de 2 setmanes. La vacuna RUTI,
induia una resposta poliantigénica molt potent.” La inoculacié de 2 dosis
de 245 ug separades per intervals de 3 setmanes, va fer incrementar 10
vegades la poblacié de limfocits T CD4 productors d'INF-y i de T CD8.

- En el conill porqui, després de 4 setmanes de quimoterapia, inoculant 3
dosis de RUTI de 245 pg de FCMtb, s’induia un efecte bactericida.'®



- En cabres infectades de forma natural pel complex M. tuberculosis
tractades amb 300 mg d’isoniazida intramuscular i posteriorment amb 271
pg de FCMtb, es va observar una menor afectacié de ganglis pulmonars i

un increment de la produccié d’'INF-y a sang periférica.

L’estratégia de tractament que es pretén utilitzar en humans amb la vacuna
RUTI requereix un temps curt de quimioterapia de 28 dies, per “homogeneitzar’
els pacients amb infeccié tuberculosa latent, i eliminar qualsevol bacil en
creixement, reduint la resposta inflamatoria local i la reaccié de Koch potencial,

aixi com els macrofags activats i la seva activitat immunosupressora inherent.

L’administracié posterior de la vacuna terapéutica RUTI funcionaria com un
estimul immune que compensaria la immunosupressié induida per la
quimioterapia, no només contra els antigens produits pels bacils en creixement
sind6 també contra els antigens estructurals presents als bacils que no es
multipliquen.®'" Aquesta nova resposta immune permetria I'activacié especifica
de macrofags joves contra els bacils que no es multipliquen, amb un efecte

bactericida contra els mateixos (figura 1).

12 dosi vacuna RUTI 22 dosi vacuna RUTI

Quimioterapia amb isoniazida / \/

4 setmanes
1 mes

Figura 1: Estratégia de tractament amb la vacuna RUTI

Es per aixd que la vacuna antituberculosa RUTI, que suposa la reduccié del
tractament amb isoniazida de 9 mesos a 1 mes, seria de gran transcendéncia

per al control de la tuberculosi latent i de la malaltia en general.

La descripcio de I'assaig clinic que s’ha dut a terme, s’ha realitzat seguint les
recomanacions de la guia CONSORT (Consolidated Standards of Reporting
Trials Statement) ja que és un estandard de qualitat en la comunicacio de la

informacié relacionada amb els assaigs clinics.'®?’



HIPOTESI | OBJECTIUS

Hipotesi de treball: la formulacié de la nova vacuna anti-tuberculosa RUTI és
segura en l'administraci6 en humans i produira una resposta immune
mesurable, podent-se identificar un grup de dosi elegible per una futura

investigacio clinica en fase |l.

Objectiu principal:

Avaluar la seguretat de quatre dosis diferents (5, 25, 100 i 200 ug de
FCMtb) d’'una formulacié de la nova vacuna anti-tuberculosa RUTI en

voluntaris sans comparant-la amb placebo.

No és objectiu d’aquest treball de recerca descriure l'avaluacié de Ila
immunogenicitat de la vacuna contra antigens de M. tuberculosis en poblacio
sana, tot i que si que era un objectiu principal de I'assaig clinic que es va dur a
terme. Les dades referents a la resposta immunoldgica com a criteri d’eficacia,

estan disponibles en articles publicats a revistes médiques.??



METODOLOGIA

1. Disseny general de I’estudi

Assaig clinic de fase |, de primera administraci6 en humans, sequencial,
unicéntric, doble cec, emmascarat, aleatoritzat (2:1) i controlat amb placebo.

Es van establir quatre grups de tractament, de 6 voluntaris cadascu, amb un
total de 24 voluntaris. Dins de cada grup de tractament 4 voluntaris es van

assignar a rebre vacuna i 2 a rebre placebo.

Un Comite de Seguretat va fer el seguiment i I avaluacié de cada grup de dosi i

va decidir el pas a cada nivell superior de dosi.

El protocol de l'estudi, el full d'informacié i el del consentiment informat per al
voluntari , van ser aprovats pel Comité Etic d’Investigacié Clinica de I'Hospital
Universitari Germans Trias i Pujol i per la Agencia Espafiola de Medicamentos
y Productos Sanitarios del Ministerio de Sanidad amb el codi d’EudraCT 2006-
000690-29 (PEI 06-075).

L’assaig es va dur a terme seguint els postulats étics de la declaracié de
Helsinki, aixi com la normativa espanyola d’assaigs clinics recollida al Reial
Decret 223/2004 i la llei 29/2006.>%* Es va seguir la guia de normes de bona

practica clinica de la Conferéncia Internacional d’Harmonitzacio.?

El promotor de I'estudi va ser ARCHIVEL S.L, que va proporcionar el producte

en investigacio.

En la realitzacié de l'assaig clinic van participar diferents serveis de I'Hospital
Germans Trias i Pujol (Farmacologia Clinica, Analisi Cliniques i Farmacia), la
Unitat de Tuberculosi Experimental de I'Institut d’Investigacio Germans Trias i
Pujol, aixi com empreses externes pel monitoratge (Clinical Research
Organization Qddice 82) i per al tractament estadistic de les dades (Laboratorio

de Bioestadistica y Epidemiologia (LBE), Universitat Autbnoma de Barcelona).



2. Participants

Per al reclutament dels voluntaris es van utilitzar els fitxers de voluntaris sans
de la Unitat de Fase |, i cartells informatius préviament aprovats pel CEIC,
situats a I'hospital, a la Unitat Docent de medicina i a altres facultats de
Barcelona.

Als voluntaris candidats a participar en I'estudi se’ls va realitzar una entrevista
de pre-seleccidé per confirmar per anamnesi que eren persones sanes i que
complien uns requisits minims per participar a I'estudi. La poblacié d’estudi es

va seleccionar en base als criteris d’inclusio i exclusio.

2.1. Criteris d’inclusid

Homes de raga blanca, d’entre 18 i 40 anys d’edat, ; amb index de Massa
Corporal (IMC) entre 17 i 29,9 kg/m?; tensio arterial sistolica entre 100 i 140
mmHg, tensié arterial diastolica entre 50 i 90 mmHg i frequéncia cardiaca entre
50 i 90 batecs per minut (en posicid de decubit supi després de descansar
durant 3 minuts) i amb temperatura axil-lar de fins a 37°C, ECG sense troballes
clinicament rellevants per l'estudi, amb capacitat per comunicar-se amb
l'investigador i complir amb tots els requisits de I'assaig i que haguessin signat

el consentiment informat

2.2 Criteris d’exclusio

Antecedents o evidéncia d'alguna malaltia sistémica significativa per I'estudi.
Desviacido de la normalitat a I'exploracié fisica o amb valors de laboratori
alterats clinicament rellevant, o per impossibilitat d'obtenir mostres bioldgiques,
antecedents d’al-lérgia greu, cronica o estacional, asma, urticaria, o rinitis
al'lergica. Antecedents d'hipersensibilitat a qualsevol farmac, vacuna o
excipients relacionats amb els continguts en la vacuna a estudi. Malaltia aguda
amb increment de la temperatura (> 37° C) 72 hores abans de la inoculaci6 de
la vacuna a estudi. T-SPOT TB positiu, vacunacio prévia amb BCG o imatge
pulmonar suggestiva d'infeccio tuberculosa. Antecedents personals o familiars
d'afeccidé d’autoimmunitat. Serologies positives pel virus de I'hepatitis B, C , o
pel VIH.
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Abus de substancies o addiccié (alcohol, drogues). Presa de farmacs en
investigacié en el mes anterior o de qualsevol medicacié que no pogués ser
eliminada de l'organisme (5 semivides d'eliminacid) abans de la primera
administracié de la medicacio de l'estudi. Pérdua de més de 400 ml de sang en

les 12 setmanes anteriors, o major de 250 ml en les 4 setmanes anteriors.

2.3. Restriccions

Els voluntaris havien d’acudir en dejuni a les visites que requerien
I'administracié de vacuna o extraccié analitica. Es va prohibir la donaci6é de
sang des de la seleccid fins a un mes després de la visita final. Es va
recomanar evitar I'exercici intens durant les 72 hores prévies a I'administracié
de la vacuna i fins a tres dies després, aixi com un periode de descans de 8

hores les dues nits anteriors a les visites d’administracid de tractament.

2.4. Retirada dels pacients

Els voluntaris inclosos a I'estudi podien retirar el consentiment de participacié
en l'estudi si aixi ho decidien. Els voluntaris retirats de I'estudi es podien
reemplagar per altres subjectes, que hagueren rebut la medicacio assignada al
voluntari retirat, excepte si I'estudi s’hagués aturat per motius de seguretat.

Els investigadors podien retirar als voluntaris de l'estudi per pérdua de
seguiment, incompliment dels requeriments, de les prohibicions i restriccions, si

I'estudi s’aturava prematurament o per raons de seguretat per al voluntari.

3. Intervencions - Tractament

3.1. Farmac a estudi, compliment i conservacié de la medicacio

Es van avaluar quatre dosis diferents de vacuna d’una manera sequencial i
creixents: 5, 25, 100 i 200 ug de FCMtb. Cada voluntari va rebre el tractament
assignat per aleatoritzacié (vacuna o placebo), en dues dosis separades per

28 dies, per via subcutania al muscul deltoides (al bra¢ contralateral la 22 dosi) .

Es va comprovar la seguretat de la primera administracié (a les 4 setmanes),

préviament a la 22 inoculacié.
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e La forma farmaceéutica de la vacuna RUTI que es va utilitzar va ser un
vial injectable amb producte liofilitzat per ser administrat en suspensio
per via subcutania. La formula qualitativa de I'ingredient actiu va incloure
fragments lipidics cel-lulars detoxificats de M. tuberculosis, pasteuritzats,
liofilitzats i formant liposomes, i excipients com lecitina de soja, glicina,

colat sodic i aigua bidestil-lada injectable, en un unic lot de fabricacid.

e La forma farmacéutica del placebo de la vacuna RUTI va ser un vial
injectable contenint els mateixos excipients de la vacuna RUTI, sense
immunogen actiu FCMtb. L’aspecte del vial de placebo va ser igual que

el de la vacuna, per garantir 'emmascarament.

Ambdéds productes, la vacuna i el placebo van ser fabricats pel promotor,

'empresa Archivel Farma S.L, sota normes de bona practica de manufactura.

L’administracié del tractament es va realitzar pel personal dinfermeria del
Servei de Farmacologia Clinica sota la supervisié d’'un investigador de I'estudi.

La imatge 1 mostra el vial de la vacuna RUTI.

Imatge 1. Vial de vacuna RUTI.

T

La medicacio estava empaquetada en caixes
de metacrilat de dos vials injectables, un per a
cadascuna de les inoculacions, que es van

conservar en nevera entre 4 i 8° C.

3.2. Métode de dilucio

Tots els vials, inclds els de placebo, contenien una quantitat prefixada de 260

Mg, que calia diluir amb aigua bidestil-lada per aconseguir les dosis previstes.

Les 4 dosis diferents de cadascun dels grups de tractament van preparar pel
personal d’infermeria del Servei de Farmacologia Clinica a través de dilucions
tal com mostra la taula 1. Per a tos els grups, el volum de farmac administrat va

ser de 0,5 ml de suspensio de la dilucié efectuada.
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Taula 1. Dilucions dels vials de la medicacié de I'assaig

Volum d’aigua bidestil-lada a introduir al vial RUTI 2,60 mL
Dosi Volum de solucio a recuperar del vial RUTI diluit 0,5ml
osi .
5 Dilucié posterior en vial de dilucié apart Sl =1:10
ng
. . L o . 4,5 mL d’aigua bidestil-lada
Preparacio del vial de dilucié i administracié
+ 0,5 mL del vial RUTI diluit
Volum d’aigua bidestil-lada a introduir al vial RUTI 2,60 mL
Dosi Volum de solucié a recuperar del vial RUTI diluit 0,5 mi
osi i
Dilucié posterior en vial de dilucié apart SI=1:2
25 pg
. 0,5 mL d’aigua bidestil-lada
Preparacio del vial de dilucié i administracié .
+ 0,5 mL del vial RUTI diluit
Dosi Volum d’aigua bidestil-lada a introduir al vial RUTI 1,30 mL
100 png | Volum de solucio a recuperar i administrar 0,5 mL
Dosi Volum d’aigua bidestil-lada a introduir al vial RUTI 0,65 mL
200 pg | Volum de solucio a recuperar i administrar 0,5mL

3.3. Tractament previ i concomitant

No es va permetre altres tractaments concomitants durant I'estudi que els
requerits per al tractament dels esdeveniments adversos i aquells que fossin

comunicats i acceptats pels investigadors.

4. Metode d’aleatoritzacié i d’assignacié cega al tractament

El métode utilitzat per generar la sequencia d’assignacié aleatoria va ser una
taula generada per ordinador, que assignava a cada vial de vacuna RUTI o de
placebo un numero d’ordre de voluntari.

Es van preveure 3 copies de sobres dels codis d’aleatoritzacio, per I'obertura

del cec en cas d’emergeéncia medica.

El numero d’ordre de voluntari es va assignar aleatoriament per ordre d’arribada
al centre el dia de 'administracié del tractament, i es va conservar durant tot
I'estudi.

El personal de I'estudi va ser cec respecte a I'assignacié del farmac, i el cec es
va mantenir durant la realitzacié de I'estudi.

5. Esquema i activitats de ’estudi
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Durant el periode de seleccio de I'estudi, de 14 dies de durada, es va citar als

voluntaris per la visita de seleccid. Després dhaver signat el full de

consentiment informat van ser avaluats per decidir si eren elegibles per poder

participar a I'estudi.

L’esquema de la descripcio de les visites de I'estudi, ( taula 2), es va repetir per

als quatre grups de dosi. Es va realitzar un seguiment dels participants en

cadascun dels grups durant 6 mesos en 12 visites, amb una durada global de

I'estudi de 14 mesos.

Taula 2. Calendari de les visites i avaluacions de I'estudi.

Periode d’estudi

1@ 22
Seleccio d d
P P
(dies —14 1:6 o Post Z:e o Post
a-1) s 12 dosi s 22 dosi
dosi | dosi |
i i
Visita S 1 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Dia S 0 3 7 21 28 29 | 31 35 56 112 | 168
Setmana -2- -1 2 4 6 9 17 | 25
Informacié al voluntari, X
Consentiment informat
Historia clinica
Criteris inclusié/exclusié X X
Constants vitals X X X X X X X X X X X X
Examen fisic X X X X X X X X X X X X
Serologia (HIV, VHB, VHC) X
Radiologia torax X
ECG X X X X
Medicacié concomitant X X X X X X X X X X X X
Proves de laboratori X X X X X X X X X
Exti i6 i
xtraccié mostra X X X X X X X X
inmunogenicitat
Ext i6 t tat
X raccm. mostres segureta X X X X X X X X
laboratori
Administracié RUTI o
X X
placebo
Valoracié punt puncié X X X X X X X X X X
Espontani /
EA | per observador
Després de pregunta X

X
X
X
x|

X

R RIS

EA: Esdeveniments Adversos
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6. Variables de sequretat

Es va supervisar la seguretat mitjancant els esdeveniments adversos locals i
generals (sistémics) a través d’anamnesi (pregunta tancada o notificacié
espontania del voluntari), d’exploracio fisica i presa de constants vitals, amb
proves de laboratori clinic, (hematologia, bioquimica, analisi d’orina), i amb els
tracats electrocardiografics.

Es van definir 4 criteris de valoracid de causalitat: probable, possible,

improbable o no avaluable.

Probable: esdeveniment incloent anomalies de proves de laboratori amb

una sequéncia temporal raonable amb I'administraci6 del medicament

que no pugui ser atribuida a una malaltia o a altres farmacs
concomitants, amb una resposta clinicament acceptable a la retirada.

e Possible: la sequéencia temporal és raonable amb I'administracié del
farmac, perd també pot explicar-se per malaltia o altres farmacs, amb
poca informacio sobre la retirada o poc concloent.

e Improbable: Presenta una relacié temporal amb I'administracié del

medicament que fa que la relacié causal sigui improbable, i que es pot

explicar per altres farmacs o malalties.

¢ No avaluable: Amb informacié insuficient per una adequada valoracio.

Es va quantificar el gradient d’intensitat dels esdeveniments adversos en 3
categories:

e Lleu: signes o simptomes ben tolerats

¢ Moderat: incomoditat suficient per interferir amb les activitats habituals

e Greu: incapacitat per treballar o dur a terme activitats habituals

6.1. Esdeveniments adversos locals. Avaluacié del lloc de la inoculacio:

Es va avaluar l'eritema, el dolor, la inflamacié i la induracié a les 3 i 24 hores
després de 'administracié del tractament, i i en els dies 3, 7 i 21 després de la
primera administracio, seguint-se un esquema igual de visites de control

després de la segona inoculacio.
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e Per mesurar l'eritema, la inflamacio i la induracié es va utilitzar una
escala de 4 punts: Abséncia del parametre = 0; Preséncia lleu = 1;
Preséncia moderada = 2; Preséncia severa = 3.

Es va mesurar la superficie d’extensié del parametre present a través
dels diametres major i menor expressats en mil-limetres.

e La presencia de dolor es va recollir a través d’'una escala analogica
visual (EVA) de 0 a 100 mm.

e També es va recollir la preséncia d’abscés, necrosi o ulceracio.

6.2. Esdeveniments adversos sistémics

A cada visita de l'estudi es van recollir els simptomes o signes referits pels
voluntaris, o obtinguts a través d’exploracié fisica i de la presa de constants
vitals (tensio arterial, frequiéncia cardiaca i temperatura axil-lar).

Es va registrar el tipus d’esdeveniment advers, la data/hora d’inici i final, la
intensitat, la gravetat i I'evolucié/desenllag, i tractament de I'esdeveniment
advers. També es va avaluar la relaci6 de causalitat amb el tractament

administrat.

6. 3. Parametres de laboratori

Es van recollir en dejuni i van incloure:

e Hemograma (‘hematies, hemoglobina, hematocrit, VCM, HCM, CHCM,
recompte i formula leucocitaria i recompte plaquetari) i coagulacio.

e Bioquimica (ionograma, Ca'" fosfat, clor, funcid6 hepatica i renal,
creatinafosfocinasa, glucosa, triglicerids, proteines, albumina i acid uric),
aixi com analisi d’orina per tira reactiva.

¢ Addicionalment serologies viriques d’hepatitis B, C i VIH, i anticossos

antinuclears (ANA).
6.4. ECG

Es van recollir parametres de freqiéncia cardiaca, i mesures d’intervals PR,

QRS, QT i QT corregit segons férmula de Bazett.
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7. Mida de la mostra

Donat que I'assaig clinic va ser un estudi exploratori de primera administracio
en humans, no es va realitzar una determinacio formal de la mida de la mostra
basada en criteris estadistics. Es van planejar 4 cohorts de 6 subjectes per
cohort, (4 assignables a vacuna i 2 a placebo), un model que esta dintre dels
estandards d’aquest tipus d’estudis sequencials de fase |. el nombre total

d’individus a incloure a I'estudi va ser de 24, 16 assignats a vero i 8 a placebo.

8. Métodes estadistics i poblacié de I’analisi

L’analisi estadistica es va dur a terme en tots els pacients inclosos per intencid
de tractament. tot i que la poblacidé per intencié de tractament coincidia amb la
poblacio per protocol.

La poblacié de seguretat es va definir com tots els voluntaris tractats amb la
medicacié a estudi. Totes les analisis corresponents a les variables de

seguretat es van dur a terme en tota la poblacié participant.

Totes les analisis s’acompanyen per estadistics descriptius. Les variables
categoriques i ordinals, amb poques categories, es van descriure per
frequéncies i percentatges per grup de tractament. La resta de les variables
continues s’acompanyen pels estadistics descriptius mitjana, desviacié
estandard, rang i 95% d’interval de confianga de la mitjana. Els tests
inferencials es van utilitzar per a les variables de valoracié del punt d’inoculacio.

El nivell de significacio estadistica es va establir en el 5% bilateral.

L’analisi de les variables continues es va realitzar per una analisi MMRM
(Mixed Model for Repeated Measures), i per I'analisi del punt d’inoculacié es va
realitzar una analisi ordinaria a través d’analisi no parameétric MMRM i amb un

test exacte de Fisher per a les variables dicotomiques.
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RESULTATS

1. Poblacid de ’estudi i flux

Es van entrevistar un total de 65 voluntaris sans, a les visites de pre-seleccio,
37 van presentar una anamnesi que permeté, després de signar el
consentiment informat, realitzar una visita de selecci6 amb les proves
complementaries previstes. Es van excloure 13 voluntaris per motius exposats
a la figura 2.

No es van detectar alteracions clinicament significatives per anamnesi,
exploracio fisica, analitica o registre electrocardiografic en 24 voluntaris. En
aquests, els valors fora de rang de normalitat establerts per laboratori o de
registre electrocardiografic, van ser avaluats pels investigadors, considerant-se

sense rellevancia clinica.

Figura 2. Diagrama de flux dels voluntaris i motius d’exclusio.

Contactats i entrevistats

Exclosos
l Motius d’exclusid Nombre
Anamnesi correcta i realitzades proves de Sinequia pleural a la Rx de torax 1
. Index de massa corporal elevat 1
seleccio .
37 Plaquetopénia 1
Bradicardia a lECG 1
Consum de cannabis 1
Al-lérgia 2
Vacuna prévia amb BCG 1
Inclosos i aleatoritzats T-SPOT TB positiu 2
24 Personals 3

|

Finalitzaren I'estudi i analitzats
24

Es van incloure 24 voluntaris que complien criteris de seleccio, 16 van rebre
vacuna RUTI i 8 van rebre placebo.

No es va haver de retirar cap dels voluntaris que es van incloure a I'estudi, ni
per voluntat propia ni per requeriment dels investigadors. Tampoc no es van

produir desviacions significatives del protocol.
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El reclutament es va dur a terme entre I'abril i el desembre de 2007. El periode
de tractament va ser entre el 23 d’abril de 2007 i el 7 de gener de 2008; la visita

final de I'ultim grup va ser el 26 de maig de 2008.

1.1 Caracteristiques demografigues i clinigues basals

Les caracteristiques d’edat, pes corporal, algcada i IMC dels voluntaris inclosos

a I'estudi queden reflectides a la taula 3.

Taula 3: Caracteristiques basals dels participants.

Parametre Mitjana DE Rang Unitats
Edat 24,08 3,46 19-34 anys
Pes corporal 72,60 10,56 59 - 96,5 kg
Algada 1,78 0,06 1,66 - 1,92 m
IMC 22,57 2,45 19,90 - 29,65 kg/m?

DE: desviacio estandard; IMC: index de massa corporal

Dels 24 voluntaris inclosos, 8 eren fumadors (33,3%). La mitjana de cigarrets
fumats al dia van ser 11,5 (rang 1 a 30). Onze dels 24 (45,8%) referien consum
d’alcohol, amb un promig de 10 g/dia (rang d’1 a 21), mentre que 13 (54,2%) es

van definir com abstemis.

Els valors basals dels parametres cardiovasculars com tensié arterial, i

frequéncia cardiaca, i temperatura axil-lar es mostren a la taula 4.

Taula 4. Constants vitals basals dels participants.

Parametre Mitjana DE Rang Unitats
TA sistolica 115,50 8,73 103 -138 mmHg
TA diastolica 64,83 6,79 54 - 83 mmHg
Freqiiéncia cardiaca 64,25 10,66 50 - 84 bpm
Temperatura axil-lar 36,23 0,45 35,5-36,8 °C

DE: desviacio estandard; TA: tensi6 arterial

2. Avaluacions de seguretat

Es van observar un total de 175 esdeveniments adversos. La majoria van ser
lleus (173, 98,9%), dos (1,1%) van ser moderats (1 lesié tendinosa i 1

panniculitis) i cap d’ells va ser greu.
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Es van recuperar 172 (98,2%), mentre que 3 van tenir una evolucid
desconeguda i dos persistien a la finalitzacio de I'estudi (litiasi salival i anémia

normocitica-normocromica).

2.1 Esdeveniments adversos globals

Els esdeveniments adversos més comuns per organs i sistemes segons la
classificacio MedDRA van estar relacionats amb alteracions al sistema nervios,
amb 81 esdeveniments (46,3%) en 20 participants (83%). També van ser

frequents els episodis d’infeccié (27 episodis en 17 participants (70,8%)) i les

alteracions gastrointestinals (20 en 13 participants [54%]) (taula 5).

Taula 5. Esdeveniments adversos més freqlients per organs i sistemes.

Classificacio d’organs i sistemes Incidéncia Participants
(%) (n=175) (%) (n=24)
Alteracions hematiques i limfatiques 8 (4,5) 5 (20,8)
Alteracioé de l'oida i laberint 1(0,6) 1(4,2)
Alteracions gastrointestinals 20 (11,4) 13 (54,2)
Alteracions generals i al lloc de I'administracio 7 (4) 6 (25)
Infeccions i infestacions 27 (15,4) 17 (70,8)
Lesions, emmetzinament i complicacions del procediment 2(1,1) 2 (8,3)
Troballes 1(0,6) 1(4,2)
Alteracions musculoesquelétiques i del teixit connectiu 11 (6,2) 7 (29,2)
Alteracions del sistema nerviés 81 (46,3) 20 (83,3)
Alteracions psiquiatriques 1(0,6) 1(4,2)
Alteracions respiratories, toraciques i mediastiniques 10 (5,7) 6 (25)
Alteracions de pell i teixit subcutani 5(2,8) 4(16,7)
Procediments quirargics i médics 1(0,6) 1(4,2)

Per tipus d’esdeveniment advers, el més frequent va ser la cefalea amb 54
episodis (30,8%) que van océrrer en 16 participants (66,7%) i com altres
esdeveniments adversos sistémics el refredat (16 episodis de nasofaringitis
[9,1%] en 12 participants [50%]) (taula 6).

Taula 6. Distribucio dels esdeveniments adversos més freqients.

Incidéncia (%) Participants (%)
Esdeveniment advers (n=175) (n=24)
Cefalea, migranya, cefalea tensional 54 (30,8) 16 (66,7)
Dolor al lloc de la inoculacio 33 (18,8) 18(75)
Contraccié muscular involuntaria 22 (12,6) 12 (50)
Nasofaringitis 16 (9,1) 12 (50)
Odinofagia 6 (3,4) 4 (16,7)
Rinorrea 4 (2,3) 3(12,5)
Sincope, sincope vasovagal 4 (2,3) 3 (12,5)
Limfadenopatia 4(2,3) 3 (12,5)
Dolor d’esquena 4 (2,3) 3(12,5)
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Tots els participants van presentar almenys un esdeveniment advers, amb una
mitjana de 7. La mitjana d’esdeveniments per participant va ser superior en els
grups tractats amb 5, 100 i 200 pg de FCMtb comparats amb el grup placebo
(Taula 7).

Taula 7. Nombre d’esdeveniments adversos i mitjana per participant.

Grup Esdeveniments Participants Mitjana d’esdeveniments
adversos N (%) adversos per participants
Placebo 43 (24,6) 8 5
5 ug FCMtb 29 (16,6) 4 7
25 ug FCMtb 18 (10,3) 4 4.5
100 pg FCMtb 52 (29,7) 4 13
200 pg FCMtb 31.(17,7) 4 8
Total 175 24 7

La taula 8 mostra els esdeveniments adversos sistémics amb atribucid de

causalitat possible o probable.

Taula 8. Distribuicié dels esdeveniments adversos sistémics amb atribucio de

causalitat possible o probable.

Placebo 5 ug 25ug 100 ug | 200 ug
Esdeveniment Causalitat | Intensitat | (n=8) (n=4) (n=4) (n=4) (n=4)
advers E/S (%) | EIS (%) | EIS (%) | EIS (%) | E/IS (%)
Sensacio febril Possible Lleu 0/0 1/1 (25) 0/0 0/0 0/0
Sincope vasovagal Possible Lleu 0/0 0/0 2/1 (25) 0/0 0/0
Rinorrea Possible Lleu 0/0 0/0 0/0 1/1 (25) 0/0
Esternuts Possible Lleu 0/0 0/0 0/0 1/1 (25) 0/0
Limfadenopatia Possible Lleu 1/1 (12,5) 0/0 0/0 0/0 0/0
Nasofaringitis Possible Lleu 11 (12,5) 0/0 0/0 0/0 0/0
Erupcié cutania Possible Lleu 2/2 (25) 0/0 0/0 0/0 0/0

E= nombre d’esdeveniments; S = Subjectes.

2.2 Esdeveniments adversos locals

Vint voluntaris (83,3%) van presentar alguna reacci6 al lloc de la inoculacio. La
reaccio adversa local (RAL) més frequent va ser el dolor, que la van presentar
18 voluntaris (75%), amb intensitats mitjanes més grans després de la 22
inoculacio. La intensitat maxima de dolor mesurat per escala analogica visual

(EVA) va ser de 66 mm i la intensitat mitjana total de 9,4 mm.

Tal i com mostra la figura 2, mitjanes de puntuacié de 'EVA del dolor al punt
d'inoculacio, la intensitat del dolor va ser superior als grups tractats amb
vacuna comparat amb el grup tractat amb placebo. La intensitat del dolor va ser

també superior en els grups de dosi més altes.
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En tots els grups, els voluntaris tractats amb vacuna van tenir una intensitat de
dolor superior després de la segona inoculaci6. Als grups de 100 pg i 200 ug de
FCMtb la intensitat de dolor va ser maxima 24 hores després de la inoculacio i

es va resoldre gairebé dintre de les primeres 72 hores.

Figura 3. Mitjana de puntuacié de I'escala analdgica visual per visita i grup de

tractament.

—e— Placebo
5ug FCMtb

25 pg FCMtb
100 pg FCMtb

EVA (mm)

¢eq
. eld
Lz e,
6¢ eld
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Al grup de 5 ug, la unica RAL que es va observar va ser dolor.
Als grups de 25 pg, 100ug, i 200 pug de FCMtb, 12 voluntaris (50%) van
presentar fasciculacions, la majoria immediatament després d’alguna de les

administracions, i aquelles van durar al voltant d’1 minut.

L’eritema, la inflamacidé i la induracié es van observar als grups de 100 ug de
FCMtb, unicament després de la 2" inoculacid, i al grup de 200 ug de FCMtb.
A les taules 9 i 10 es descriu la distribucié de RAL per grup de tractament.

Taula 9. Nombre de subjectes que van presentar reaccions adverses locals

relacionades amb la 12 inoculacio.

Reaccié Grup | Grup I Grup llI Grup IV
Adversa Local SHg 2519 100ug 200pg
(%) (n=6) (%) (n=6) (%) (n=6) (%) (n=6)
Fasciculacions 0 2 (33.3) 5 (83,3) 3 (50)
Dolor 2 (33,3) 4 (66,6) 6 (100) 5(83,3)
Eritema 0 0 0 1(16,6)
Inflamacié 0 0 0 0
Induracié 0 0 0 1(16.6)
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Taula 10. Nombre de subjectes que van presentar RAL relacionades amb la 22

inoculacio.
<. Grup | Grup Il Grup lll Grup IV
o
(%) (n=6) (%) (n=6) (%) (n=6) (%) (n=6)
Fasciculacions 0 1(16,6) 4 (66,6) 4 (66,6)
Dolor 3 (50) 4 (66,6) 4 (66,6) 5(83,3)
Eritema 0 0 1(16,6) 2 (33,3)
Inflamacioé 0 0 2 (33,3) 3(33,3)
Induracio 0 0 1(16,6) 3(33,3)
Hematoma 0 0 0 3 (33,3)
Panniculitis 0 0 1(16,6) 1(16,6)
granulomatosa

La taula 11 mostra les diferéncies estadistiques entre els grups de tractament
respecte a les reaccions locals eritema, inflamacio, induracid, abscés, ulcera i

necrosi.

Taula 11. Reaccions locals i diferéncies estadistiques entre els grups de tractament.

Reaccié local | Placebo |5 ug FCMtb F2C5I\5Ij?b ::%OM':g 200 ug FCMtb
ﬁlgte(r)n r?roderat) 0 0 0 2! 3
::I](:I: r:?nccigerada) 0 0 0 2! 5'
Induracié 0 0 0 0 g*
Abscessificacio 0 0 0 0 0
Ulcera 0 0 0 0 0
Necrosi 0 0 0 0 0

T Diferéncies estadisticament significatives comparat amb els grups de 5 ug, 25 ug, i placebo.
* Diferéncies estadisticament significatives comparat amb els grups de 5 ug, 25 pg, 100 yg i
placebo.

La preséncia d’eritema lleu a moderat i/o inflamacié al punt d’inoculacié valorat
en un total d’onze visites va ser estadisticament diferent (p<0,05) en els grups
tractats amb 100 ug i 200 ug de FCMtb comparat amb placebo, 5 pg i 25 ug

dels grups FCMtb.La preséncia dinduraci6 al punt d’inoculacié va ser
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estadisticament diferent al grup tractat amb 200ug de FCMtb comparat amb els

grups de placebo, 5 ug, 25 pg, i 100 pg de FCMtb.

Dos voluntaris van presentar un nodul indurat (imatge 2), un d’intensitat lleu i un
altre moderat que requeriren bidpsia, on es va observar panniculitis
granulomatosa amb necrosi liquefaent de pannile adipds, amb neutrofils al
centre del granuloma. També es van realitzar cultius microbioldgics que van ser
negatius. La cicatritzacié de la zona biopsiada va ser per segona intencid
(imatges 3 i 4) donada la manca de cicatritzacié inicial en retirar els punts de

sutura, amb una cicatriu residual sense retraccions.

Imatge 3.
Voluntari 023.

Ferida després

Imatge 2.
Voluntari 023.

)

de la biopsia.

Imatge 4.
Voluntari 013. Ferida

després de la bidpsia.

Les dues panniculits van aparéixer amb la segona inoculacio de la dosi. A les 3
hores post dosi l'avaluacié del lloc de puncié va ser anodina en els dos
episodis, i el dolor de molt baixa intensitat ( 0 mm al voluntari 013 i4 mm al
voluntari 023). L’eritema i la inflamacid6 van comengar 18 dies després de

I'administracio al voluntari 013, i 3 dies post dosi al voluntari 023.

2.3 Esdeveniments adversos sistémics per grup de dosi

Grup placebo (n=8)

Es van observar 38 esdeveniments adversos sistémics; 23 d’ells van ser
diferents. Tots van ser lleus excepte una lesid tendinosa, que va ser moderada

perd es considera no relacionada amb la medicacié a estudi. Quatre es van
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considerar relacionats amb I'administracié del farmac. La taula 12 mostra la

distribucio dels esdeveniments adversos que es van considerar relacionats amb

el farmac al grup placebo.

Taula 12. Esdeveniments adversos relacionats amb la vacuna observats al grup

placebo comparats amb el total observat al grup.

Classificacié per organs i sistemes Relacionat | Total al grup *
(%) (%)
Alteracions hematiques i Leucocitosi 1(12,5)
limfatiques Limfadenopatia 1(12,5) 2/1 (12,5)
Limfocitosi 2/1 (12,5)
Alteracions gastrointestinals Diarrea 2 (25)
Dispépsia 1(12,5)
Odinofagia 1(12,5)
Odontalgia 2/1(12,5)
Alteracions generals Febre 3/2 (25)
Infeccions i infestacions Gastroenteritis 1(12,5)
Nasofaringitis 1(12,5) 4/3 (37,5)
Faringitis 1(12,5)
Amigdalitis 1(12,5)
Lesions, emmetzinament i Lesié d’extremitat 1(12,5)
complicacions del procediment Lesié tendinosa 1(12,5)
Alteracions musculoesquelétiques Dolor d’esquena 1(12,5)
i del teixit connectiu
Alteracions del sistema nervios Vertigen 1(12,5)
Cefalea 7/4 (50)
Sincope vasovagal 1(12,5)
Alteracions Respiratories, Tos 1(12,5)
toraciques i mediastiniques Tos productiva 1(12,5)
Rinorrea 1(12,5)
Alteracions cutanies i del teixit Erupcié eritematosa 1(12,5) 1(12,5)
subcutani Erupcid vesicular 1(12,5) 1(12,5)

* Quan el nombre s’expressa com una ratio E/S, “E” representa el nombre d’esdeveniments
i “S” el nombre de subjectes amb aquest esdeveniment advers.

Grup de dosi 5 ug de FCMtb (n=4)
Es van observar 29 esdeveniments adversos sistémics, 12 d’ells diferents. Tots

van ser d’intensitat lleu. Un es va considerar relacionat amb I'administracié del
farmac. La taula 13 mostra la distribucié dels esdeveniments adversos que es

van considerar relacionats amb el farmac al grup que va rebre 5 pg de FCMtb.
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Taula 13. Esdeveniments adversos relacionats amb la vacuna observats al grup de

dosi de 5 ug de FCMtb comparats amb el total observat al grup.

Classificacio per organs i sistemes Relacionat Total al
(%) grup * (%)
Alteracions hematiques i limfatiques Limfadenopatia 1(25)
Alteracions gastrointestinals Diarrea 1(25)
Odontalgia 1(25)
Alteracions generals Quist 1(25)
Sensacio febril 1(25) 1(25)
Polip 1(25)
Infeccions i infestacions Grip 1(25)
Nasofaringitis 1(25)
Amigdalitis 1(25)
Alteracions musculoesquelétiques Cervicalgia 1(25)
i del teixit connectiu
Alteracions del sistema nervios Cefalea 18/2 (50)
Procediments quirargics i médics Reparacié dental 1(25)

* Quan el nombre s’expressa com una ratio E/S, “E” representa el nombre d’esdeveniments
i “S” el nombre de subjectes amb aquest esdeveniment advers.

Grup de dosi 25 ug de FCMtb (n=4)
Es van observar 16 esdeveniments adversos sistémics, 7 d’ells diferents. Tots

van ser d’intensitat lleu. Un es va considerar relacionat amb I'administracio del
farmac. La taula 14 mostra la distribucié dels esdeveniments adversos que es

van considerar relacionats amb el farmac al grup que va rebre 25 ug de FCMtb.

Taula 14. Esdeveniments adversos relacionats amb la vacuna observats al grup de

dosi de 25 pyg de FCMtb comparats amb el total observat al grup.

Classificacio per organs i sistemes Relacionat | Total al
(%) grup* (%)
Alteracions hematiques i limfatiques Limfadenopatia 1(25)
Alteracions gastrointestinals Odinofagia 1(25)
Infeccions i infestacions Nasofaringitis 3 (75)
Troballes Buf cardiac 1(25)
Alteracions del sistema nerviés Cefalea 7/3 (75)
Sincope vasovagal 2/1 (25) 2/1 (25)
Alteracions Respiratories, toraciques i Congesti6 nasal 1(25)
mediastiniques

* Quan el nombre s’expressa com una ratio E/S, “E” representa el nombre d’esdeveniments
i “S” el nombre de subjectes amb aquest esdeveniment advers.

Grup de dosi 100 ug de FCMtb (n=4)
Es van observar 41 esdeveniments adversos sistémics, 25 d’ells diferents.

Tots van ser d’intensitat lleu. Tres es van considerar relacionats amb
I'administracié del farmac. La taula 15 mostra la distribucio dels esdeveniments
adversos que es van considerar relacionats amb el farmac al grup que va rebre
100 pug de FCMtb.
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Taula 15. Esdeveniments adversos relacionats amb la vacuna observats al grup de

dosi de 100 ug de FCMtb comparats amb el total observat al grup.

teixit subcutani

Classificacio per organs i sistemes Relacionat | Total al grup*
(%) (%)
Alteracions hematiques i Anémia normocitica 1(25)
limfatiques normocroma

Alteracions Diarrea 1(25)
gastrointestinals Dispépsia 1(25)
Gingivitis 1(25)
Odinofagia 1(25)
Calcul de glandula salivar** 1(25)
Augment de glandula salivar ** 1(25)
Dolor de glandula salivar ** 1(25)
Infeccions i infestacions Grip 1(25)
Nasofaringitis 1(25)
Herpes oral 2/1 (25)
Faringitis 1(25)
Alteracions Dolor d’esquena 2/1 (25)
musculoesquelétiques i Contractura d’extremitat 1(25)
del teixit connectiu Mialgia 1(25)
Cervicalgia 1(25)
Dolor a I'extremitat 1(25)

Alteracions del sistema Cefalea 11/4 (100)
nervios Sincope 1(25)
Cefalea tensional 4/1 (25)
Alteracions psiquiatriques Nerviosisme 1(25)
Alteracions respiratories, Tos 1(25)
toraciques i Rinorrea 1(25) 2/1 (25)
mediastiniques Esternuts 1(25) 1(25)
Alteracions cutanies i del Erupcio pruriginosa 1(25)

* Quan el nombre s’expressa com una ratio E/S, “E” representa el nombre d’esdeveniments

i “S” el nombre de subjectes amb aquest esdeveniment advers.

** Tots aquets esdeveniments adversos van succeir al mateix voluntari, amb calcul a la
glandula salival com a patologia subjacent, confirmat per TAC.

Grup de dosi 200 ug de FCMtb (n=4)

Es van observar 25 esdeveniments adversos sistémics, 13 d’ells diferents. Tots

van ser d’intensitat lleu. Un es va considerar relacionat amb 'administracié del

farmac. La taula 16 mostra la distribucié dels esdeveniments adversos que es

van considerar relacionats amb el farmac al grup que va rebre 200 ug de

FCMtb.
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Taula 16. Esdeveniments adversos relacionats amb la vacuna observats al grup de

dosi de 200 uyg de FCMtb comparats amb el total observat al grup.

Classificacio per organs i sistemes Relacionat | Total al grup * (%)
(%)
Alteracié d’oida i laberint Dolor d’oida 1(25)
Alteracions gastrointestinals Odinofagia 2/1 (25)
Vomits 1(25)
Infeccions i infestacions Nasofaringitis 7/4 (100)
Herpes oral 1(25)
Uretritis 1(25)
Alteracions Dolor d’esquena 1(25)
musculoesquelétiques i del Dolor musculoesquelétic 1(25)
teixit connectiu Periartritis 1(25)
Alteracions del sistema nerviés Cefalea 4/1 (25)
Migranya 3/1 (25)
Alteracions Respiratories, Hemoptisi 1(25)
toraciques i mediastiniques Rinorrea 1(25)

* Quan el nombre s’expressa com una ratio E/S, “E” representa el nombre d’esdeveniments
i “S” el nombre de subjectes amb aquest esdeveniment advers.

2.4 Resultats de les proves analitiques

En linies generals els voluntaris van mostrar valors de resultants dels tests
analitics dintre dels limits de la normalitat a la seleccié i durant les visites al
llarg de [l'estudi, tant d’hematologia, bioquimica com [l'analisi d'orina. Els
resultats fora dels limits de normalitat del laboratori van ser avaluats pels
metges del Servei de Farmacologia Clinica com a sense rellevancia clinica,
repetint-se algun test en cas de dubte. EI nombre de valors fora dels limits de
normalitat del laboratori d’Analisi Cliniques va ser de 63, d’entre ells 60 sense
rellevancia clinica i 3 considerats de rellevancia pero no atribuibles al producte
en investigacio. Dels 63, 16 van ser parametres hematologics, 30 bioquimics i

17 de l'analisi d’orina.

2.5 Resultats de I’'examen fisic

A les 12 exploracions fisiques que es va sotmetre als voluntaris durant I'estudi
es va observar una troballa anormal amb rellevancia clinica (una inflamacié de
la glandula per litiasi salival) al grup de dosi de 100 ug de FCMtb, que es va
considerar com no relacionada amb el farmac a estudi, i 117 troballes sense

rellevancia clinica.
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2.6 Signes vitals i ECG

Es van determinar tensié arterial i frequéencia cardiaca en 12 ocasions a cada

voluntari, ambdds parametres després de 3 minuts de descans en decubit supi,

amb un monitor electronic (Critikon®). Les constants vitals van estar

practicament totes dintre dels rangs de normalitat. Les desviacions dels valors

normals es mostren a la taula 17.

Taula 17. Registre de constants vitals els participants.

blacebo | RUTI5Hg | RUTI25ig [ RUTI100 ig | RUTI 200 ig
FCMtb FCMtb FCMtb FCMtb
>140 3/1 0 1/1%% 3/1 1%, 31,
TA sistolica 1/1
(mmHg) <100 0 0 111 111 111
TA diastolica | ~°° 11 0 0 0 0
(mmHg) <50 0 0 1/1% 0 0
Froqiibnei >90 11 0 0 0 0
requencia
cardiaca (bpm) - 5/1***, # #
<50 5/1 0 A 0 11* 311
>37° 0 11 (37°) 0 0 0
Temperatura
<37° 0 0 0 0 0

El nombre s’expressa com una ratio E/S, “E” representa el nombre d’esdeveniments
i “S” el nombre de subjectes amb aquest esdeveniment advers.
Observats al mateix voluntari: ** (0021), *** (0008), * (0009), T (0011), * (0019), #* (0024).

Els 4 regqistres electrocardiografics no van demostrar canvis clinicament

significatius, ni es van observar canvis que es poguessin atribuir a la medicacio.
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DISCUSSIO

Els resultats de seguretat de la nova vacuna antituberculosa RUTI, mostren
una bona tolerabilitat sistéemica en general, i una bona tolerabilitat local en els

grups de menor dosis.

Tots els voluntaris van presentar almenys un esdeveniment advers, amb una
mitjana per participant de 7. La majoria dels esdeveniments adversos observats
van ser d’intensitat lleu (99%), i només en un 1% la intensitat va ser moderada.
Els esdeveniments adversos més frequents van ser les alteracions del sistema
nervids (46%, principalment la cefalea, que la van presentar dues terceres parts
dels participants), seguides de les infeccions (15%) i de les alteracions
gastrointestinals (11%). El grup de dosi de 25 pyg de FCMtb és el que va
presentar un menor nombre d’esdeveniments adversos (18, mitjana de 4,5 per
participant) i el grup de dosi de 100 ug de FCMtb el que en va presentar més
(52, mitjana de 13). El grup de placebo va presentar 43 esdeveniments

adversos (mitjana de 5).

Només un 5% dels esdeveniments adversos sistémics es van considerar com a

possible o probablement relacionats amb la vacuna.

Els esdeveniments adversos locals més frequents van ser el dolor al punt
d’'inoculacio (en el 75% dels voluntaris) i les fasciculacions (50%). La intensitat
del dolor al punt d’inoculacié va ser superior als grups tractats amb component
actiu de la vacuna que al grup placebo, amb un comportament dosi-dependent.
La intensitat maxima de dolor es va produir a les 24 hores de I'administracio. A

tots els grups el dolor va ser superior amb la segona inoculacié.

Al grup de 5 pg FCMtb I'inic esdeveniment advers local observat va ser el
dolor, mentre que l'eritema i la inflamacié es van observar només als grups de
100 i 200 pg de FCMtb (p< 0,05); a aquest ultim grup la induracioé va ser més

frequent que als altres grups de tractament (p< 0,05).
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Les reaccions adverses més greus descrites van ser I'aparicid de panniculitis
granulomatosa necrotitzant, després de la segona inoculacié, amb cultius
estérils, que van presentar dos voluntaris (del grup de 100 pg i 200 pyg de

FCMtb respectivament) amb cicatriu residual.

Tenint en compte els resultats de seguretat descrits, les dosis de 5 ug i de 25
Mg de FCMtb es consideren les que tenen una millor relacié benefici/risc,

essent susceptibles de ser avaluades en fases de recerca clinica posteriors.

L’'origen de la vacuna terapéutica RUTI és diferent al d’altres vacunes
antituberculoses profilactiques constituides per soques recombinants o
atenuades de BCG (com I''BCG30) que podrien reemplagar a la BCG, o bé al
de les vacunes amb subunitats que expressen antigens immunodominants del
M. tuberculosis utilitzades com a refor¢ de la vacunacio inicial amb BCG (com
la MVAB85A). Malgrat aixo els resultats de seguretat en voluntaris sans o en
estudis de fase | descrits en estudis que avaluen aquest tipus de vacunes sén

similars als observats amb la vacuna RUT|.%'01213

Aixi dades de seguretat després d'immunitzaci6 amb MVA85A intradérmic de
31 voluntaris sans (14 naive per BCG i 17 vacunats préviament) publicades
agrupadament, obtingudes de 2 assaigs no aleatoritzats i d’'un unic bra¢ de
tractament, descriuen dolor, eritema i induracié en tots els subjectes (31), i
pruija en 30 com esdeveniments locals, i com a generals més frequents
mialgia, cefalea i sindrome gripal, sense diferéncies entre els grups BCG naive
o vacunats.® Amb el mateix tipus de vacuna, dades d’un altre assaig de disseny
similar en 10 voluntaris sans vacunats un mes abans amb BCG als que es va
administrar una dosi unica de MVAS85A intradérmica, es descriu eritema
(100%), induraci6 (100%) i dolor (90%) com a esdeveniments locals i mialgia

(80%), cefalea (60%) i febre (60%) com a esdeveniments adversos generals.™
En un assaig clinic de fase |, doble cec, aleatoritzat en 35 voluntaris sans que

comparava la immunitzaci6 amb vacunes intradérmiques BCG en front de

recombinant rBCG sobreexpressant antigen 85b de M. tuberculosis,
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s’observaren reaccions locals esperables amb papules i ulceres, que es van
curar als 3 mesos i dolor al lloc de la inoculacié durant les dues primeres

setmanes.™

Una limitacié d’aquest estudi és I'exclusié de dones com a participants, que
afecta a la validesa externa de l'estudi, és a dir, a la generalitzacio dels
resultats a la poblacio real. En primer lloc es va considerar que amb la inclusié
unicament d’homes s’obtindria una mostra més homogénia, per tal de
minimitzar la variabilitat inter-subjecte. En segon lloc, atés que no es disposava
d’estudis de fertilitat en animals, es volien eliminar els riscos potencials en

dones féertils.

Una altra limitacié de I'estudi és el nombre relativament petit de subjectes que
s’han inclos i que no es va realitzar el calcul de la mida de la mostra basada en
criteris estadistics. Malgrat aix0, la mida de la mostra esta dins dels estandards
d’aquest tipus d’estudi i segueixen les recomanacions de les guies europees
per minimitzar els riscos en els assaigs clinics de primera administracidé en
humans.?®?’ En comparaci6 amb altres estudis que avaluaven vacunes
antituberculoses, el nombre de voluntaris inclosos va ser superior o

similar.1%:12

El disseny aleatoritzat, doble cec, comparatiu amb placebo i sequencial
suposen fortaleses de [l'estudi, per considerar-se estandards de qualitat
metodolodgica. El disseny de grups sequencials és un disseny idoni que permet
prendre decisions sobre la inclusid de subjectes addicionals segons els criteris
fixats préviament. D’aquesta manera es pretén minimitzar els riscos i assegurar
una millor seguretat als participants. L’aleatoritzacio, el cegament doble i la
comparacié del grup tractat amb placebo sén dos aspectes que donen validesa

interna a I'estudi.

A més a més, el seguiment dels participants durant 6 mesos també suposa una

fortalesa ja que és prou llarg per:
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D’una banda afavorir I'aparicié de processos intercurrents, que hagin fet
augmentar el nombre total d’esdeveniments adversos ocorreguts durant
'estudi. Si ho comparem amb un altre assaig clinic de fase | amb
MVAB85A, de disseny obert en 24 voluntaris sans amb un any de
seguiment en qué es van descriure 186 esdeveniments adversos, 93%
dels quals d’intensitat lleu, es pot considerar que la vacuna RUTI té un

perfil de seguretat similar a altres vacunes antituberculoses.?

- D’altra banda avaluar l'aparici6 de processos autoimmunes, amb
resultats mantinguts d’autoanticossos negatius en tots els voluntaris. La
pertinéncia d’aquesta avaluacié de seguretat estava justificada per qué
s’ha descrit un ventall ampli de malalties autoimmunes d’afectacié
temporal o casual amb la vacunacid, son principalment les alteracions
reumatiques (després de vacunes d’hepatitis B, tétan o antrax), la
Sindrome de Guillain-Barré (després de vacunes de la grip, poliomielitis
o tétanus), i la trombocitopeénia idiopatica (per vacuna triple virica i

xarrampio6).?®

Malgrat que no és un objectiu dels assaigs clinics de fase | obtenir dades
d’eficacia, les guies europees d’avaluacié de noves vacunes recomanen obtenir
també dades preliminars d'immunogenicitat per fer-ne una valoracié inicial.?’
Tot i que no se’n fa referencia en aquest treball, un objectiu principal de I'estudi
va ser la immunogenicitat, avaluada a través de determinacions de secrecio
d’'INF-y, ja que es considera el principal mecanisme en humans per lluitar

contra la tuberculosi.?®*°
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CONCLUSIONS

1. Aquest assaig clinic de fase | en 24 voluntaris sans ha estat la primera
aproximacio en humans de la nova vacuna antituberculosa RUTI, préviament

investigada en models animals.

2. La mitjana d’esdeveniments adversos per participant va ser de 7.

3. La majoria dels esdeveniments adversos descrits han estat lleus i amb

recuperacié completa. No hi va haver esdeveniments adversos greus.

4. La cefalea és I'esdeveniment advers sistémic més frequientment descrit, i el

dolor i les fasciculacions els esdeveniments adversos locals més frequents.

5. El grup de dosi que va rebre 25 ug FCMtb va tenir la incidéncia
d’esdeveniments adversos més baixa i la del grup de 100 uyg FCMtb la més

alta.

6. Només un 5% dels esdeveniments adversos sistémics es van considerar

possiblement o probablement relacionats amb la vacuna.

7. La incidéncia d’esdeveniments adversos al lloc de la inoculacidé va ser

superior als grups de dosi de 100 i 200 ug de FCMtb.

8. Els grups de dosi de 100 i 200 ug de FCMtb van presentar significativament
més eritema i inflamacié que la resta de grups, i el grup de dosi de 200 ug de

FCMtb més induracio.
9. L’esdeveniment advers més rellevant va ser la panniculitis granulomatosa
necrotitzant, en dos voluntaris (dels grups de 100 i 200 pg de FCMtb

respectivament).

10. En general, la seguretat de la vacuna RUTI ha estat similar a la descrita per

altres vacunes antituberculoses tot i les diferéncies en 'origen de la vacuna. El
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nombre total d’esdeveniments adversos aixi com els tipus més frequentment

observats han estat en la mateixa linia, mostrant un bon perfil de seguretat.

11. Tenint en compte que les dosis de 5 pg i 25 yg de FCMtb van ser les que
van presentar una millor relacié benefici/risc, sén les d’eleccié per a futures

avaluacions d’eficacia i efectivitat.

Els resultats preliminars d’aquest assaig clinic han tingut difusié també en els
ambits de la Farmacologia Clinica i de la Microbiologia, a través de

publicacions i presentacions a congressos cientifics.>'*
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