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RESUMEN
Haemophilus influenzae tipo b (Hib) es una bacteria gramnegativa causante de enfermedades como meningitis, 
neumonía, epiglotitis, celulitis, septicemia, artritis, entre otras, en los seres humanos. La meningitis causada por Hib 
es muy grave, con una tasa de muertes de más del 50 % en varias partes del mundo. Por tales razones, la obtención 
de una vacuna contra esta afección es una prioridad. El objetivo de este estudio fue evaluar la seguridad preclínica 
de la vacuna Quimi-Hib® (antígeno sintético de Hib conjugado con toxoide tetánico), en una formulación adyuvada 
con fosfato de aluminio, durante la etapa de desarrollo del producto. Los ensayos toxicológicos incluyeron estudios 
de toxicidad aguda (15 días), de tolerancia local (30 días) y de toxicidad a dosis repetidas (15 días), que incluyeron 
la dosis terapéutica de la vacuna. Se exploraron tres niveles de dosis de la vacuna y un placebo (excipientes más 
adyuvante), que se administraron por vía intramuscular a ratas Sprague Dawley de ambos sexos. Según nuestros 
resultados en el espectro de dosis explorado en las ratas, se concluyó que la vacuna conjugada Quimi-Hib® adyu-
vada en fosfato de aluminio no es tóxica, ni provoca efectos sistémicos adversos en esa especie. No se detectaron 
alteraciones macroscópicas en los órganos estudiados, y al evaluar el sitio de administración, solo se observaron 
induraciones causadas por granulomas macrofágicos, resultantes del mecanismo de acción del adyuvante incluido 
en la formulación. 
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ABSTRACT 
Preclinical safety of the Quimi-Hib® vaccine adjuvanted with aluminum phosphate during product development.
Haemophilus infl uenzae type b (Hib) is a Gram-negative bacterium causing diseases such as meningitis, pneumonia, 
epiglottis, cellulitis, septicemia and arthritis, among others. Hib-caused meningitis / Hib meningitis is a very serious 
disease with a death rate of more than 50 % throughout the world; therefore obtaining a vaccine against this bacterium 
is a goal of the highest priority. The present report presents the results of preclinical safety testing of the Quimi-Hib® 
vaccine (synthetic Hib antigen conjugated to tetanus toxoid) adjuvanted with aluminum phosphate. The battery of 
toxicological tests included acute toxicity (15 days), local tolerance (15 days) and repeated-dose toxicity (30 days), all 
of them evaluating the therapeutic dose of the vaccine as part of the studied experimental treatments. Three vaccine 
dose levels and a placebo (excipients plus adjuvant) were examined, administering the vaccine intramuscularly to 
Sprague Dawley rats of both sexes. After examining the data obtained from the administration of this wide range of 
doses to Sprague Dawley rats, it was concluded that the synthetic conjugate vaccine Quimi-Hib® adjuvanted in alu-
minum phosphate is not toxic and does not cause systemic adverse effects. No macroscopic alterations were observed 
in the studied organs, and the evaluation of the inoculation site only detected indurations caused by macrophage 
granulomas, resulting from the mechanism of action of the adjuvant included in the formulation. 

 Keywords: vaccines, synthetic vaccine, Haemophilus influenzae type b, safety, toxicity

Introducción
Haemophilus infl uenzae (Hib) es un cocobacilo pleo-
mórfi co, aerobio y gramnegativo, descubierto en 
1892 por Richard Pfeiffer durante una pandemia de 
gripe. La bacteria coloniza la mucosa superior del 
tracto respiratorio de niños de 3 meses de edad. Aun-
que la mayoría de las cepas aisladas son no encap-
suladas, también existen cepas con una cápsula de 
polisacárido. Hib es uno de los organismos causantes 
de meningitis, neumonía, epiglotitis, celulitis, septi-
cemia, artritis, osteomielitis, pericarditis, colangitis, 
endocarditis y sinusitis [1]. La meningitis causada por 
Hib es una enfermedad muy grave, con una morta-
lidad de más del 50 % en varias partes del mundo, 

y las secuelas en los sobrevivientes también suelen 
ser graves, pues la mitad de los enfermos presentan 
daños neurológicos [2]. 

Los niños pequeños son particularmente vulnera-
bles a esta enfermedad porque el anticuerpo adquirido 
in útero se pierde a los 3 meses de edad. La inmunidad 
es adquirida de 5 a 6 años de edad si no hay una inmu-
nización previa [3, 4]. 

Existen al menos cuatro vacunas conjugadas con-
tra H. infl uenzae tipo b licenciadas en varios países, 
que son efi caces y seguras; pero ninguna de origen 
sintético ni de producción cubana. Están constituidas 
por el PRP conjugado a una proteína de origen bacte-
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influenzae type b: the search for a vaccine. 
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Belongia EA. Effi cacy and effectiveness of 
infl uenza vaccines: a systematic review and 
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riano. Una de ellas es la vacuna Quimi-Hib®, desa-
rrollada a partir de la colaboración iniciada en 1989 
entre el Laboratorio de Antígenos Sintéticos de la Fa-
cultad de Química de la Universidad de La Habana, el 
Instituto Finlay y el Centro de Ingeniería Genética y 
Biotecnología (Centro de Ingeniería Genética y Bio-
tecnología, CIGB, La Habana, Cuba). Esta vacuna se 
compone por un fragmento del polisacárido capsular 
polirribosilribitolfosfato (PRP) de H. infl uenzae tipo 
b (10 μg), obtenido por síntesis química y conjugado 
covalentemente a 20 o 30 μg de anatoxina tetánica. 
Como referencia de protección en niños inmunizados 
se usa 1 μg/mL de título anti-PRP; pero 0.15 μg/mL 
supone una correlación inversa con la incidencia de 
la enfermedad en los no vacunados [5]. Un título de 
1 μg/mL, tres semanas después de la inmunización, 
predice la protección por al menos 1 año [6, 7]. La 
vacuna está diseñada para la inmunización de niños en 
un esquema de 3 dosis: a los 2, 4 y 6 meses de edad, 
con dosis de 10 μg.

El objetivo de esta investigación fue evaluar la se-
guridad de la vacuna Quimi-Hib® como candidato 
en una formulación adyuvada en fosfato de aluminio. 
Los ensayos toxicológicos comprendieron estudios 
de toxicidad aguda (15 días de duración), toxicidad 
a dosis repetidas (15 días), y de tolerancia local (30 
días). Se exploraron tres niveles de dosis de la vacu-
na y un placebo de esta. La dosis terapéutica (DT) se 
incluyó en el estudio de tolerancia local. Se utiliza-
ron ratas Sprague Dawley y la vía de administración 
fue intramuscular, recomendada para los estudios 
clínicos.

Materiales y métodos
Sistema de ensayos
En estudios previos a la evaluación de la seguridad 
del candidato vacunal, se determinó la actividad 
biológica del PRP en diferentes especies roedoras 
y lagomorfos; entre ellas, ratas Sprague Dawley, en 
grupos de 5 animales hembras por tratamiento (datos 
no mostrados). En cada dosis de 0.5 mL se evaluaron 
10 μg de PRP. Como inmunógeno también se usaron 
otras preparaciones de vacunas monovalentes de Hib 
adsorbido a fosfato de aluminio, en las que se varia-
ron las cantidades desde 2 hasta 20 μg de Hib. Esta 
evaluación de inmunogenicidad avaló el empleo de 
las ratas como especie de elección para los estudios 
de toxicología, ya que la respuesta de anticuerpos de 
tipo IgG obtenida fue superior a la de otros anima-
les inmunizados con la vacuna comercial Hiberix® 
(GlaxoSmithKline). 

En la evaluación de seguridad de la vacuna Quimi-
Hib® adyuvada en fosfato de aluminio se empleó la 
línea de ratas Sprague Dawley, con los siguientes es-
quemas: 

Estudio de toxicidad aguda: 40 ratas (20 de cada • 
sexo); peso promedio: 90 g.
Estudio de tolerancia local: 76 ratas (38 de cada • 
sexo); peso promedio: 90 g.
Estudio de toxicidad a dosis repetidas: 110 ratas • 
(55 de cada sexo); peso promedio: 98 g.
Los animales, procedentes del Centro para la Pro-

ducción de Animales de Laboratorio (Cenpalab, Cuba), 
se examinaron clínicamente, se pesaron, se alojaron en 

cajas de makrolón con lecho de bagazo de caña y se 
mantuvieron en observación durante 7 días, en con-
diciones ambientales controladas (a una temperatura 
entre 19 y 21 °C, humedad relativa promedio de 68 % 
y ciclos de luz-oscuridad de 12 h). El alimento (ALY 
co., Cenpalab, Cuba) se suministró diariamente a ra-
zón de 25 g por animal y se cuantifi có el consumo dia-
rio. El agua se suministró at libitum. Los ensayos se 
realizaron en el Bloque B de Toxicología, en la unidad 
del Bioterio (CIGB, La Habana, Cuba).

Formulación 
Se empleó la formulación de la vacuna conjuga-
da Quimi-Hib® adyuvada con fosfato de aluminio 
(CIGB, La Habana, Cuba). Cada bulbo de vacuna 
contenía 10 μg de PRP conjugado; de 20.8 a 31.25 μg
de anatoxina tetánica; 0.05 mg/mL de timerosal, csp. 
y 0.25 mL de solución fosfato. La ampolleta con la 
formulación adyuvante contenía 7.072 mg/mL de 
adyuvante fosfato de aluminio; 0.05 mg/mL de time-
rosal y 0.25 mL de solución fosfato, csp. El informe 
de análisis emitido por la Dirección de Calidad del 
CIGB confi rmó la esterilidad, la apirogenicidad, el 
pH y la seguridad general de este producto. Los resul-
tados de los ensayos fueron satisfactorios.

Diseño experimental
Los estudios se diseñaron siguiendo las regulaciones 
descritas por la Conferencia Internacional de Armoni-
zación (ICH) y la Agencia Europea de Medicamentos 
(EMA) [8-10]. Los animales se escogieron de manera 
aleatoria, siguiendo una lista generada por el software 
Aleator (CIGB, La Habana, Cuba; versión 1.1, 1997). 
Las dosis se administraron por vía intramuscular. Se 
evaluaron tres niveles de dosis, con el objetivo de es-
tablecer un amplio margen de seguridad. Se consideró 
la presencia de un antígeno de origen sintético y la 
DT se probó hasta 45 veces. Esta se corresponde con 
el volumen máximo permisible según la vía de ad-
ministración y la especie empleada, lo que constituye 
el patrón para establecer el límite superior de dosis y 
toxicidad en el diseño experimental propuesto. En los 
estudios de tolerancia local y de toxicidad a dosis re-
petidas se incluyó un grupo satélite, al que se inoculó 
la dosis alta aplicada en cada uno de estos diseños, 
con el objetivo de evaluar la reversión de los efectos 
adversos reportados (Tabla 1).

Las dosis se calcularon según el peso corporal de los 
animales. Al inicio del estudio, el peso corporal tenía un 
valor medio entre 80 y 100 g. Se tomó 6 kg como peso 
promedio de un lactante humano de 8 semanas. La DT 
recomendada para los estudios clínicos previstos fue 
10 μg. La sustancia de ensayo se aplicó en el cuádri-
ceps femoral de las extremidades posteriores [11]. 

Clínica, sacrifi cio y toma de muestras
Diariamente se observaron los animales, con el fi n de 
reconocer alguna variación en el comportamiento o 
algún signo de toxicidad, cambios en la piel y en el 
pelo, en los ojos y en las membranas mucosas, en los 
sistemas respiratorio, circulatorio, nervioso central 
y autónomo, y en la actividad somatomotora. Para 
la evaluación de la tolerancia local, se consideraron 
los indicadores histológicos: presencia de polimorfo-
nucleares, edema local, hiperemia aguda, hemorragia 
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y necrosis de las fi bras musculares. Los animales se 
pesaron con una frecuencia semanal. El sacrifi cio se 
efectuó mediante dislocación cervical, luego de un 
tratamiento anestésico en cámara de gases (CO2). Du-
rante la necropsia se observaron todos los órganos por 
microscopía. Se tomaron muestras de hígado, bazo, 
ganglios mesentéricos, timo y del sitio de administra-
ción, para posteriores estudios histopatológicos. Ade-
más, para el estudio de dosis repetidas y se determina-
ron los parámetros hematológicos complementarios: 
eosinófi los, hematocrito, hemoglobina, hemoglobina 
corpuscular media, volumen corpuscular medio, con-
centración de hemoglobina corpuscular media, leu-
cocitos, plaquetas, neutrófi los, linfocitos, monocitos 
y eosinófi los. También se pesaron los órganos diana: 
hígado, bazo y timo.

Procesamiento de los datos
Las variables para el tratamiento estadístico fueron 
el peso corporal, el consumo de alimento promedio 
semanal, los resultados hematológicos, el peso de los 
órganos y los hallazgos histopatológicos. Se estima-
ron las medidas de tendencia central y de dispersión 
(media, desviación estándar, valores máximos y mí-
nimos). Para los análisis del peso corporal y del con-
sumo de alimento se verifi caron los supuestos de nor-
malidad (prueba de Shapiro-Wilks con corrección de 
Bonferroni para la interpretación del error alfa en aná-
lisis pareados) y la homogeneidad de varianza (prueba 
de Levene) en cada tiempo de evaluación y para cada 
sexo. Se aplicaron análisis de varianza paramétrico 
(Anova) o la alternativa no paramétrica (prueba de 
Kruskal-Wallis), en dependencia del cumplimiento de 
los supuestos de distribución. Se efectuaron compa-
raciones pareadas en los intervalos consecutivos, me-
diante la prueba t pareada o la prueba de Wilcoxon.

Se analizaron los datos resultantes del estudio 
histopatológico, mediante tablas de clasifi cación cru-
zadas, con la prueba de independencia asociada (prue-
ba exacta de Fisher).

Resultados

Evaluación de la toxicidad aguda 

Peso corporal y consumo de alimento
En los pesos corporales de los animales se aprecia-
ron diferencias signifi cativas: los días 7 y 14 hubo un 
incremento esperado con respecto al día inicial en 
todos los grupos y entre sí, independientemente del 
sexo (Figura 1). Sin embargo, no se estimaron dife-
rencias estadísticamente signifi cativas entre los gru-
pos de tratamiento para un mismo tiempo (p > 0.05, 
Anova). El incremento promedio del peso corporal 

Tabla 1. Diseño experimental del estudio de seguridad preclínica de la vacuna Quimi-Hib® adyuvada con 
fosfato de aluminio en su etapa de desarrollo

Volumen /
peso corporal

Sacrifi cio (animales /
grupo y día)Grupos DosisRatas/

sexoInmunógeno FrecuenciaTipo de 
estudio (n) 

Placebo*

NaCl 150 mM

Control 
sin tratar

15 DT

Placebo

Placebo

30 DT

10 DT

30 DT

DT

20 DT

45 DT

20 DT

30 DT

10 DT

20 DT

5

5
10

7

3

1

14

4

I

I

I

II

II

II

III

III

V

III

V

IV

IV

VI †

IV

VI †

2 mL/kg

1 mL/kg

1.5 mL/kg

Día 1

Diaria

Cada 72 h

Toxicidad 
aguda (40)

Toxicidad a 
dosis repetidas

(110)

Tolerancia 
local (76)

Día 15

Día 28 (6)

Día 15 (10)
Día 15 (20)

Día 30 (20)

24 h (2) 
días 7 (6) y 14 (6) 

* Excipientes más fosfato de aluminio como adyuvante. 
† Grupo satélite para el estudio de la reversión de los efectos adversos.
DT: Dosis terapéutica de 0.13 μg en ratas Sprague Dawley de 90 g, equivalente a la dosis terapéutica de 10 μg en seres humanos. 
n: animales en cada ensayo.

Figura 1. Comportamiento del peso corporal (media en gra-
mos) de ratas Sprague Dawley inmunizadas con la vacuna 
Quimi-Hib® adyuvada con fosfato de aluminio durante el 
estudio de toxicidad aguda. En el tiempo 0 (día del inicio 
del estudio) se aleatorizaron los animales y defi nieron las 
dosis para la administración el día 1 a los grupos I (placebo, 
excipientes más fosfato de aluminio), y II al IV (15, 30 y 45 
veces la dosis terapéutica, respectivamente). M: machos, H: 
hembras.
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fue signifi cativo durante la fase experimental del estu-
dio (p < 0.05, Anova).

El consumo de alimentos fue similar en todos los es-
tudios y de manera homogénea entre los grupos, cada
 día de evaluación: entre 15 y 18 g diarios (Figura 2). 

El mayor consumo se evidenció durante los fi nes 
de semana (los días 5-6 y 12-13); comportamiento 
normal si se considera que en esos días los anima-
les se someten a un estrés mínimo por manipulación. 
Los parámetros ambientales se mantuvieron estables 
y en los rangos establecidos para la especie utilizada 
(roedores) [12-14]. En el análisis entre los grupos de 
tratamiento no se detectaron diferencias signifi cativas 
(p > 0.05, test de Kruskal-Wallis).

Estudio clínico y macroscópico
Durante los estudios clínicos diarios, no se apreciaron 
signos tóxicos ni alteraciones en los animales, tam-
poco hubo muertes, y mostraron un comportamiento 
normal. En la evaluación macroscópica no se obser-
varon signos de alteraciones en los órganos y tejidos 
inspeccionados. 

Estudio histopatológico
En las muestras de tejido muscular se apreciaron sig-
nos histológicos de reacción infl amatoria, hemorra-
gias o focos cicatrizantes; pero no hubo signos de 
alteración morfológica (Tabla 2). 

La necrosis observada no era una lesión sobre el 
tejido muscular, sino una parte central del granuloma. 
No hubo diferencias apreciables entre el grupo place-
bo y los animales tratados con la vacuna. El grupo IV 
mostró menos afectación en el sitio de la inoculación 
(en 6 de 10 animales no hubo nada que señalar), lo 
cual fue signifi cativo si se tiene en cuenta que a los 
animales de este grupo se les administraron 230 μL de 
la vacuna adyuvada. En todos los grupos se observó 
hematopoyesis extramedular en el hígado y el bazo, 
hallazgo que es independiente de la vacuna y de las 
dosis aplicadas. A pesar de esto, en el análisis estadís-
tico de la histopatología no hubo diferencias signifi ca-
tivas entre los grupos. Los órganos evaluados (hígado, 
bazo y ganglios linfáticos) no mostraron alteraciones 
vinculadas con una posible toxicidad.

Evaluación de la tolerancia local 

Peso corporal 
En el peso corporal no hubo diferencias signifi cativas 
entre los grupos, sino una ganancia acorde con la pro-
gresión temporal (Figura 3). No se detectaron diferen-
cias estadísticamente signifi cativas entre los grupos de 
tratamientos para un mismo tiempo (p > 0.05, Anova). 
El incremento promedio del peso corporal fue signifi -
cativo durante la evaluación.

Estudio clínico y macroscópico
El efecto sistémico más notorio fue la piloerección 
marcada en todos los grupos de animales, incluyendo 
el grupo placebo, en la segunda semana del estudio 
luego de dos aplicaciones. El único signo clínico du-
rante el estudio fue la induración en el sitio de ad-
ministración de la vacuna en los grupos II (placebo 
de excipientes más adyuvante), IV (dosis media), 
V (dosis alta) y VI (grupo satélite). Durante los prime-
ros 4 días del estudio no se observó reacción local. A 

partir del día 5 aparecieron induraciones ligeras en los 
animales de los grupos II, V y VI, con la excepción de 
un animal del grupo VI. Estas permanecieron duran-
te el estudio con diferentes grados de intensidad. Las 

Figura 2. Comportamiento del consumo de alimento (media en gramos) en ratas Sprague Dawley in-
munizadas con la vacuna Quimi-Hib® adyuvada en fosfato de aluminio durante el estudio de tolerancia 
local. En el tiempo 0 (día del inicio del estudio) se aleatorizaron los animales y defi nieron las dosis para 
la administración el día 1 a los grupos I (placebo, excipientes más fosfato de aluminio), y II al IV (15, 
30 y 45 veces la dosis terapéutica de 0.13 μg/animal, respectivamente). M: machos, H: hembras.
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Tabla 2. Frecuencia de aparición de alteraciones mi-
croscópicas por grupos en ratas Sprague Dawley in-
munizadas con la vacuna Quimi-Hib® adyuvada con 
fosfato de aluminio* en estudio de toxicidad aguda*

Grupos GF N NASGM
Sitio de administración

* Se aplicó una dosis en el ensayo. Grupos I (placebo, excipientes 
más fosfato de aluminio), y II al IV (15, 30 y 45 veces la dosis 
terapéutica de 0.13 μg por animal, respectivamente). Ninguno de 
los animales mostró señales de hematopoyesis extramedular ni en 
el bazo ni en el hígado. Todos los grupos comprendieron 10 ani-
males. GF: granuloma focal; GM: granuloma múltiple; N: necrosis; 
NAS: nada a señalar.

 Cosme K. Programa para el Uso de 12. 
Animales de Experimentación del Centro 
de Ingeniería Genética y Biotecnología. 
Edición 01;1998. 

Figura 3. Comportamiento del peso corporal (media en gra-
mos) en ratas Sprague Dawley inmunizadas con la vacuna 
Quimi-Hib® adyuvada con fosfato de aluminio durante el 
estudio de tolerancia local. En el tiempo 0 (día del inicio del 
estudio) se aleatorizaron los animales y defi nieron las dosis 
para la administración a partir el día 1 de las cuatro dosis cada 
72 horas, para los grupos I (control no tratado),  II (placebo, 
excipientes más fosfato de aluminio), y III al V (1, 10 y 20 
veces la dosis terapéutica, respectivamente). M: machos, H: 
hembras. Grupo VI: grupo satélite para evaluar la reversión 
de efectos adversos. M: machos, H: hembras.
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induraciones ligeras y moderadas se evidenciaron en 
los grupos que recibieron 10 y 20 veces la DT y en el 
grupo que recibió el placebo. Este último se inoculó 
con el mayor volumen. El grupo VI (satélite) se ob-
servó hasta el día 28 del estudio, con el objetivo de 
detectar la reversión de los efectos reportados. Si bien 
no se observó una reversión total, los reportes clínicos 
diarios evidenciaron la disminución paulatina del gra-
do de severidad de la induración.

Durante la observación macroscópica en los cuatro 
sacrifi cios (a las 24 h; a los 7 y 14 días, y a los 28 días 
para el grupo satélite) se evidenció que no hubo daño 
en los sistemas de órganos. En el sitio de administra-
ción se apreciaron nódulos blancos, cuya magnitud e 
intensidad estuvo en correspondencia con la dosis y el 
volumen suministrados.

Estudio histopatológico
Transcurridas 24 h de la primera inyección, se observó 
movilización, concentración de macrófagos y la apari-
ción de depósitos líquidos del inóculo en el sitio de la 
administración, como respuesta al suministro de una 
sustancia antigénica y a la presencia del adyuvante 
fosfato de aluminio en la formulación de la vacuna. 
Esta observación se repitió en los sacrifi cios a los 7, 
14 y 28 días. Se apreció una intensidad variable, rela-
cionada con las administraciones sucesivas y los nive-
les de dosis de la vacuna.  

En el sacrifi cio a los 7 días de administración, 
después de dos inoculaciones de la formulación, la 
reacción local derivó en la aparición de granulomas 
macrofágicos difusos con depósitos eventuales de lí-
quido, discreta respuesta de cicatrización en el seno 
de la reacción e infi ltración linfocitaria sobre todo en 
la periferia, con diferentes grados de intensidad. Es 
preciso destacar que la reacción granulomatosa en el 
grupo III (DT) fue discreta. En el sacrifi cio, a los 14 
días de administración (Tabla 3), después de cuatro 
inoculaciones de la formulación, la reacción en el si-
tio de administración continuó siendo la aparición de 
los granulomas descritos: reacción que se comportó 
de forma variable en los grupos estudiados. Su mayor 
frecuencia e intensidad se manifestó en los grupos tra-
tados con la mayor dosis (V) y con los mayores volú-
menes de adyuvante (II y V). 

El grupo I (control no tratado) solo mostró hemato-
poyesis extramedular en hígado (HEH) en 2 animales 
a los 7 días y 4 a los 14 días, y en bazo en 5 animales 
a los 7 y 14 días. No hubo otros hallazgos histopatoló-
gicos en este grupo durante el ensayo. 

Ninguno de los animales del estudio mostró hema-
topoyesis extramedular en hígado pasadas 24 h de la 
administración, ni alteraciones en ganglio ni en timo 
durante todo el estudio. Solo hubo respuesta infl ama-
toria discreta y hematopoyesis extramedular en bazo 
en los grupos que recibieron formulaciones que con-
tenían adyuvante (incluido el grupo adyuvante) y he-
matopoyesis en hígado en el grupo III (DT). 

Solo hubo evidencias de tejido de granulación en 
dos animales del grupo III (DT) a los 14 días.

En el grupo satélite solo se analizó la aparición de 
hallazgos histopatológicos a los 28 días, con intensi-
dad de la reacción discreta en 4 animales y moderada 
en los otros dos, uno solo de ellos con hematopoyesis 
extramedular. No se observaron otras alteraciones en 
este grupo.

La frecuencia de aparición de alteraciones en los 
demás parámetros se muestra en la tabla 3.

Evaluación de la toxicidad a dosis repetidas 

Peso corporal y consumo de alimento
Los pesos corporales en ambos sexos fueron homo-
géneos en todos los grupos. Hubo una diferencia 
signifi cativa en el incremento del peso corporal con 
respecto a la media del peso inicial de cada grupo. 
No se detectaron tales diferencias entre los grupos de 
tratamientos para un mismo tiempo (p > 0.05, Anova). 
El incremento promedio del peso corporal fue signifi -
cativo entre el inicio y fi nal del estudio para cada gru-
po, no así entre grupos, durante la fase experimental 
del estudio (p < 0.05, Anova) (Figura 4).

El consumo de alimentos en ambos sexos se com-
portó de manera homogénea entre los grupos para cada 
día de evaluación (entre 15 y 24 g diarios) (Figura 5).
En los valores promedios se evidenció una disminu-
ción signifi cativa del consumo de alimentos por los 
animales hembras pertenecientes al grupo I, el día 7 
del ensayo, que se corroboró en el análisis entre gru-
pos de tratamiento (p > 0.05, test de Kruskal-Wallis).

 Van Zutphen LFM, Balls M . Animal 13. 
Alternatives, Welfare and Ethics. Develop-
ments in Animal and Veterinary Sciences. 
Amsterdam: Elsevier Science Ltd.; 1997. 

 Olfert ED, Cross BM, Mc William A. 14. 
Guide to the care and use of experimen-
tal animals. 2nd ed. Ontario: Canadian 
Council on Animal Care; 1998.

Tabla 3. Frecuencia de aparición de manifestaciones histopatológicas en el sitio de inoculación y en los 
órganos diana de respuesta inmunológica de ratas Sprague Dawley, tras la inmunización con la vacuna 
Quimi-Hib® adyuvada con fosfato de aluminio en el estudio de tolerancia local* 

24 h

RI†

D HEH HEB

7 días 14 días

RI RI
D M HEHS HEB D M TGS HEH HEB

Grupos

0
2
1
1
2
nd

0
0
3
2
1
nd

0
0
3
1
0
4

0
0
2
0
0
nd

0
1
0
4
5
nd

0
0
1
3
6
2

2
2
0
2
1
nd

0
0
0
0
0
0

0
1
2
2
2
nd

0
5
0
0
0
nd

0
6
0
2
0
0

5
6
6
5
6
nd

4
1
2
3
0
0

5
6
5
5
6
1

I
II
III
IV
V
VI¶

* Datos correspondientes a dos animales por grupo a las 24 h y seis animales por grupo a los 7 y 14 días. Pasadas 24 h de la adminis-
tración, solo hubo respuesta infl amatoria discreta. Se analizaron las posibles alteraciones en los ganglios y el timo, sin que se observaran 
en ninguno de los tiempos evaluados. Solo se observó tejido de granulación (TG) en el sitio de inoculación a los 14 días.
† RI: Reacción infl amatoria. Clasifi cada en discreta (D), moderada (M) o severa (S). A las 24 h solo se evaluó en 2 animales de los grupos 
I al V (I: control sin tratar; II: placebo de vacuna más fosfato de aluminio como adyuvante; III: dosis terapéutica de 0.13 μg por rata; IV 
y V: 10 y 20 veces la dosis terapéutica, respectivamente).
¶ VI: Grupo satélite inmunizado con 20 veces la dosis terapéutica para evaluar la reversión de los efectos adversos. Datos de la eva-
luación a los 28 días.
HEB: hematopoyesis extramedular en el bazo; HEH: hematopoyesis extramedular en el hígado; nd: no determinado.
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Estudio clínico y macroscópico
En los primeros 4 días posteriores al comienzo del es-
tudio, no se evidenciaron signos de reacción local en 
el sitio de la inyección, ni otras alteraciones. La indu-
ración en este sitio se mantuvo en cada grupo en los 
días siguientes al estudio. Esta se percibió en todos 
los animales, y se clasifi có como induración severa 
en los animales de los grupos placebo, dosis alta y 
satélite. También se observó en los animales del gru-
po III (10 veces la DT). La induración severa y los 
nódulos se evidenciaron en los grupos que recibieron 
dosis de 20 y 30 veces la DT y en el grupo placebo, 
a los cuales correspondió el mayor volumen de admi-
nistración. En el grupo tratado con 10 veces la DT, la 
induración fue ligera. Al analizar los resultados hema-
tológicos de los grupos del estudio, eran similares a 
los obtenidos en un grupo de animales del mismo lote 
que no se administró (grupo control no tratado). Las 
observaciones macroscópicas corroboran los estudios 
clínicos: el hallazgo fundamental fueron las formacio-
nes blanquecinas de aspecto nodular. Los resultados 
tras el peso de los órganos carecieron de signifi cación 
biológica por estar en el rango normal identifi cado 
para la especie.

Estudio histopatológico
En las muestras de tejido muscular se exploraron sig-
nos histológicos de reacción infl amatoria, hemorra-
gias y focos cicatrizantes. Solo en presencia de dosis 
incrementadas de la vacuna se observó en todos los 
animales inmunizados la presencia de granulomas 
difusos en el área de inoculación, localizados mayor-
mente en el endomisio de las fi bras musculares con 
centros de depósitos líquidos y lisis celular del tejido 
granulomatoso, que alternaban con tejido de cicatri-
zación y escasos polimorfonucleares eosinófi los. Los 
animales que recibieron el placebo no desarrollaron 
granulomas y solo tres animales del grupo placebo de-
sarrollaron tejido cicatrizal. Ninguno de los animales 

del estudio mostró daño hepático, y todos desarrolla-
ron estimulación antigénica a nivel de bazo y ganglios 
mesentéricos. No hubo diferencias en la magnitud y 
estructura de la reacción local entre el grupo placebo 
y los grupos con tres niveles de sobredosis de la DT.

Discusión 
El incremento sostenido del peso corporal y el con-
sumo estable de alimento por los animales de los es-
tudios preclínicos de seguridad de la vacuna conju-
gada Quimi-Hib® adyuvada en fosfato de aluminio 
son índices indirectos de su ausencia de toxicidad de 
esta formulación. Independientemente de la dosis, 
los animales aumentaron de peso de forma signifi -
cativa durante la fase experimental de los estudios 
(p < 0.05) hasta el momento del sacrifi cio. No apa-
recieron variables en cada tiempo de evaluación que 
indicaran la infl uencia de las dosis de hasta 45 veces 
la DT en ambos parámetros, que registraron valores 
similares a los reportados para animales sanos de la 
especie [15]. Los análisis clínicos confi rmaron la no 
toxicidad de las formulaciones y tratamientos ensaya-
dos, pues no se evidenciaron alteraciones etiológicas 
ni morfológicas que pudieran ser atribuibles a las sus-
tancias en estudio. El análisis microscópico en cada 
estudio histopatológico confi rmó el resultado de los 
análisis clínicos. Se observó una reacción infl amato-
ria en el sitio de aplicación de la vacuna, que varios 
autores han relacionado con la presencia del fosfato de 
aluminio como adyuvante. Este ha mostrado ser un efi -
caz potenciador de respuestas infl amatorias efectoras 
[16-18], caracterizadas fundamentalmente por la pre-
sencia de macrófagos, neutrófi los y células plasmá-
ticas. Los focos cicatrizales y hemorrágicos son una 
respuesta al traumatismo de las inyecciones; incluso 
en ocasiones pueden ocurrir laceraciones y daños 
al músculo y la piel. La mayoría de los animales no 
presentaron alteraciones, lo cual favorece el uso de 
esta formulación vacunal. El estudio histopatológico 
demostró que el adyuvante fosfato de aluminio es el 
principal estimulante de la respuesta observada, pues 

 Harkness JE, Wagner JE. The Biology 15. 
and Medicine of Rabbits and Rodents. 4th 
ed. Philadelphia, PA: Lea and Febiger; 
1995.

 Lindblad EB. Aluminium adjuvants-in 16. 
retrospect and prospect. Vaccine. 2004; 
22(27-28):3658-68. 

 Gupta RK. Aluminum compounds as 17. 
vaccine adjuvants. Adv Drug Deliv Rev. 
1998;32(3):155-72.

 Harandi AM, Medaglini D, Shattock 18. 
RJ. Vaccine adjuvants: a priority for vaccine 
research. Vaccine. 2010;28(12):2363-6. 

Figura 4. Comportamiento del peso corporal (media en gra-
mos) en ratas Sprague Dawley inmunizadas con la vacuna 
Quimi-Hib® adyuvada con fosfato de aluminio durante el 
estudio de toxicidad a dosis repetidas. En el tiempo 0 (día del 
inicio del estudio) se aleatorizaron los animales y defi nieron las 
dosis para la administración diaria durante 14 días, para los 
grupos I (NaCl 150 mM), II (placebo, excipientes más fosfato 
de aluminio), y II al V (10, 20 y 30 veces la dosis terapéutica, 
respectivamente). Grupo VI: grupo satélite para evaluar rever-
sión de efectos adversos. M: machos, H: hembras.
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Figura 5. Comportamiento del consumo de alimento (media en g) en ratas Sprague Dawley inmuni-
zadas con la vacuna Quimi-Hib® adyuvada en fosfato de aluminio durante el estudio de toxicidad a 
dosis repetidas. En el tiempo 0 (día del inicio del estudio) se aleatorizaron los animales y defi nieron 
las dosis para la administración diaria durante 14 días, para los grupos I (NaCl 150 mM), II (placebo, 
excipientes más fosfato de aluminio), y III al V (10, 20 y 30 veces la dosis terapéutica, respectivamente). 
Grupo VI: grupo satélite para evaluar reversión de efectos adversos. M: machos, H: hembras. 
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los resultados coinciden con los descritos por otros au-
tores tras el uso de vacunas adyuvadas con sales de 
aluminio [16-19]. La magnitud de la repuesta fue la 
esperada ante la inoculación repetida de este adyuvante 
14 días. El efecto adverso en el sitio de administración 
no es un signo tóxico, a pesar de que se administró una 
concentración de adyuvante superior a la prevista en el 
protocolo del estudio. Estos resultados evidencian que 
la vacuna en estudio, Quimi-Hib® adyuvada en fosfato 
de aluminio, fue similar a otras vacunas licenciadas in-
ternacionalmente para uso en seres humanos [19-21]. 

No hubo diferencias en la magnitud y estructura de 
la reacción local tras las aplicaciones reiteradas, entre 
el grupo placebo y los grupos con tres niveles de DT, 
lo que demuestra que la reacción hística fue mayor-
mente provocada por el adyuvante y sobre todo por la 
concentración del adyuvante. Algunos autores han de-
mostrado la presencia de aluminio en el centro de los 
granulomas macrofágicos observados en el sitio de ad-
ministración [19], mientras que otros como Bordet [20] 
han descrito la infi ltración de neutrófi los, microabsce-
sos y la presencia de células gigantes como índice de 
efecto adverso de adyuvantes de sales de aluminio. 
Estos hallazgos no se apreciaron en nuestro estudio, a 
pesar de que la concentración de adyuvante fue mayor 
que la empleada en otras vacunas comerciales. Ello 
demuestra que la vacuna estudiada también cumple las 
expectativas de seguridad necesarias para su inclusión 
en los estudios clínicos posteriores. De modo que en 
esta investigación no se describe ningún hallazgo que 
se pueda considerar potencialmente tóxico. 

La reversión solo parcial de estos signos en los ani-
males que los desarrollaron coincide con los informa-

do por otros autores (por ejemplo, Gupta [17] y Goto 
et al. [22]), quienes observaron que la induración apa-
recida en el sitio de administración de vacunas adyu-
vadas con sales de aluminio tardaba entre 9 meses y 
un año en revertir totalmente, en diferentes especies 
(conejos y ratas). 

Conclusiones
Considerando los estudios anteriores con la vacuna 
Quimi-Hib® y los resultados obtenidos en este tra-
bajo, se concluye que la vacuna Quimi-Hib® adyu-
vada en fosfato de aluminio presenta una adecuada 
inocuidad y seguridad para su aplicación en seres 
humanos. Cumple los requisitos establecidos nacio-
nal e internacionalmente para el uso y comerciali-
zación de este tipo de producto. Su administración 
repetida provoca una reacción local caracterizada 
por granulomas macrofágicos de diversa intensidad. 
A nivel sistémico, este producto no es tóxico ya que 
que en el espectro de dosis explorado en ratas Spra-
gue Dawley, no se evidenciaron alteraciones mor-
fológicas en ninguno de los órganos estudiados. El 
comportamiento del peso corporal, el consumo de 
alimentos por la especie empleada, los resultados 
de los estudios hematológicos complementarios y el 
peso de los órganos, no evidenciaron diferencias con 
respecto a los valores normales descritos para anima-
les sanos. Los resultados clínicos y macroscópicos 
fueron lesiones locales en el sitio de administración 
(induraciones causadas por granulomas macrofági-
cos), descritas para productos en los que se emplean 
sales de aluminio como adyuvante, que no constitu-
yen signos tóxicos.

 Chong H, Brady K, Metze D, Calonje E. 19. 
Persistent nodules at injection sites (alumin-
ium granuloma) - clinicopathological study 
of 14 cases with a diverse range of histo-
logical reaction patterns. Histopathology.
2006;48(2):182-8.

 Bordet AL, Michenet P, Cohen C, 20. 
Arbion F, Ekindi N, Bonneau C, et al. 
Granulome post-vaccinal lié à l’hydroxyde 
d’aluminium. Ann Pathol. 2001;21(2):
149-52.

 Makwana N, Riordan FA. Bacterial 21. 
meningitis: the impact of vaccination. CNS 
Drugs. 2007;21(5):355-66. 

 Goto N, Kato H, Maeyama J, Shibano 22. 
M, Saito T, Yamaguchi J, et al. Local tissue 
irritating effects and adjuvant activities of 
calcium phosphate and aluminium hy-
droxide with different physical properties. 
Vaccine. 1997;15(12-13):1364-71.
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