
El sitio crítico para atacar al virus con anticuerpos neutralizantes es la proteína Spike
La proteía Spike es la “llave de entrada” para igresar a las células humanas a través del
Receptor ACE2

PROYECTO DE LA VACUNA PERUANA PARA EL COVID-19
Y UN TRATAMIENTO DE INUMIZACIÓN PASIVA

Proteinas de SARS CoV-2
evaluadas como blancos
para nuestras vacunas

1. S1-S2
2. S1
3. S1 Trimerizada
4. RBD
5. RBD Dimerizada



ACE2 RBD S1 MUTATIONS

Las vacunas que se vienen desarrollando se 
basan en el subdominio RBD.

Las pruebas iniciales se basaron en RBD
S1-monomérico, S1-trimérico, y S2. En
todos los casos, RBD fué el antígeno que
mostró las respuestas más fuertes
y fué este el antígeno que se continuó
evaluando



BINDING ENERGY CALCULATIONS: ACE2-S1(RBD)

ACE2 RBD S1
MUTATION

S

Mutations Binding 
affinity

(kcal.mol-1)

Kd (M)

WT -12.3 9.7 e-10

341 ILE -12.3 9.7 e-10

344 SER -12.3 8.9 e-10

348 THR -12.3 8.9 e-10

354 ASP -12.3 1.0 e-10

364 TYR -12.3 9.3 e-10

367 PHE -12.3 9.7 e-10

378 ARG -12.3 9.7e-10

435 SER -12.3 9.7 e-10
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Proteina RBD “pura” expresada
en células Sf9 – baculovirus
purificada y combinada con 
un adyuvante

Salmonella genéticamente
Modificada (no-patógena por doble
Mutación) expresando RBD en
la superficie (Patente FARVET)

Virus de Newcastle 
genéticamente modificado
expresando RBD en la superficie
(Patente FARVET)

Los 3 tipos de vacuna que se vienen desarrollando

Adicionalmente
esta vacuna
l leva la flagelina de la
Salmonella, la cual es
reconocida por ser un
potente inmunoestimulador

La salmonella es reconocida
por inducer una respuesta Th1
y una baja respuesta Th2. Esto
es importante para reducir el 
riesgo de exhacerbación de la
respuesta inflamatoria



De las 3 vacunas, al momento se han evaluado más ampliamente
La proteína RBD recombinante y la salmonella enteritidis modificada que lleva
la proteína RBD en su superficie. 

Esta evaluación se ha realizado en:
-Ratones
-Conejos
-Gallinas
-Alpacas
-Monos aotus

Los ensayos en Conejos, gallinas y alpacas, se orientaron a evaluar mayormente
la seguridad y la capacidad de elicitar anticuerpos IgG.



Evidencia de presencia de inmunidad humoral y celular en ratonnes 
inmunizados con la vacuna de Proteína RBD recombinante
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2 ug/ml

Ratón
Inmunizado:

RBD 20 ug/ml



%
 d

e 
In

h
ib

ic
io

n

Clo
na 1

1

Clo
na 2

3

Clo
na 3

0

Positi
vo

 

Negativ
o

0

20

40

60

Evidencia de presencia de inmunidad humoral y celular en 
ratonnes inmunizados con la vacuna de Salmonella

24 DPV

RBD 
4 ug/ml

Con A
No 

estimulado

Raton 
Inmunizado:

Salmonella PL1

RBD 
2 ug/ml

EL SUERO DE RATONES INMUNIZADOS
CON SALMONELLA-RBD HA MOSTRADO
CAPACIDAD DE NEUTRALIZACIÓN DEL
VIRUS EN CULTIVOS CELULARES





Monos AOTUS, que de 
Preferencia deberían ser
MACACOS RHESUS



Transporte de los monos en
Jaulas/cajas especiales



Prueba de aglutinacion rápida para detectar 
anticuerpos COVID 19 con Salmonella modicada en 

monos Aotus vacunados (21 días post-inmunización)



Deteccion de Salmonella RBD en heces monos 
inmunizados con la vacuna de salmonella: Los 
monos dejan de excretar la salmonella al día 6



Sin virus  

20 000 event.

SS
C

-A

AF 488

Tratamiento Sin virus Pre Inmune 
Salmonella

21 DPV

Bloqueo - 0 % 29.7%

Suero Pre inmune   Suero 21 DPV   

El suero de los monos inmunizados con la Salmonella-RBD (SARS COV-2), 
muestra capacidad de neutralizar la proteína viral RBD (ensayo de citometría) 

22.6% 17.5% 12.3% 



Evaluación preliminar
en primates no-humanos (monos Aotus) con la 

vacuna de salmonella

• Adminitración intramuscular vacuna recombinante RBD-A3 (50ug)

• Administración oral vacuna salmonella (10mL)

Resultados:

.Evidencia de SEGURIDAD de ambas vacunas (estado general de salud
BUENO)

.Detección de anticuerpos anti-RBD a los 15 dias

.Los animales dejan de secretar la salmonella en las heces a los 5 días
después de la vacunación



Ventajas de la vacuna de Salmonella-RBD

-La vacuna ha demostrado ser segura en los distintos modelos animals
-Antecedentes de haber sido usada en +500,000 cerdos para controlar el 
circovirus porcino
-Capacidad de levantar respuesta humoral (IgM, IgG)
-Capacidad de levanter respuesta celular (linfocitos T CD4 – interferon gama)
-Capacidad de neutralizar la proteína viral in-vitro
-Capacidad de sero-neutralización del virus SARS-CoV-2 (colaboración INS)
-Facilidad y velocidad de producción (30millones de dosis cada 15 días en las 
actuales condiciones y facilidades)
-Es de administración por vía oral (no va a requerir de un ejército de técnicos
para inmunizar). Podrían participar promotores comunitarios.
-Facilidad para cambiar el antígeno en un función de las mutaciones mas 
prevalentes
-Importante estabilidad (al menos 15 días a 4C)
-Bajo costo de producción (S/ 5-10 Soles por dosis)



Antecedentes de vacunas de salmonella



Qué nos falta?

• Ensayo del “DESAFÍO” en modelo animal validado: Hamster dorado 
Sirio

• Necesitamos construír un contenedor de seguridad 3

• Inmunizar a los animals

• Desafiar a los animales con el virus SARS-CoV-2 (colaboración con el 
INS)

• Monitorear la variación de la carga viral a nivel del sistema
respiratorio (q-RT-PCR, hisopado intransal)

• Monitorear el daño a nivel del tejido pulmonar de los animals 
(necropsia)

• Monitorear variaciones en el peso y en la temperatura corporal



Contencedor de nivel de 
seguridad BSL3
para el desafíao de los
hamsters



El reto: Ensayos clínicos Fase I, II y III

• Fase I: (N=40) Fase II: (N=500) Fase III: (N=2,000-10,000)

• Limitaciones:
• Producción de las dosis -> Laboratorio con certificación GMP

• -Tercerización en una empresa GMP extranjera (6,000 dosis)

• -Certificación de una facilidad GMP local para la producción de las dosis

• -Consolidar una planta GMP para producir la vacuna

• Costos de producción en el extranjero
• 6,000 dosis de la vacuna de salmonella: USD $150,000

• 6,000 dosis de la vacuna de proteína recombinante: aprox. USD $1´000,000

• Costos de los ensayos clínicos
• Fase I: USD $4,000 /participante →(N=40:  $160,000)

• Fase II: USD $3,000/participante →(N=500:   $1’500,000)

• Fase III: USD $2,000/participante→(N=2,000:  $4’000,000  / N=10,000:  $20´000,000)



Anticuerpos IgY de gallina 
purificados del huevo 

como tratamiento para 
casos severos de COVID-19



Abbas, A., El-Kafrawy, S., Sohrab, S., & Azhar, E. (2018). IgY antibodies for the immunoprophylaxis and therapy of respiratory infections. Human 
Vaccines & Immunotherapeutics, 15(1), 264-275. doi: 10.1080/21645515.2018.1514224

Anticuerpos IgY para la Inmunoprofilaxis y terapia de infecciones respiratorias 



Inoculación de RBD del lisado celular  en 
gallinas 

Purificación de IgY anti-RBD a partir de las 
yemas de huevos

Colecta de los huevos de las gallinas 
inoculadas

Administración de IgY anti-RBD a animales

Verificación de presencia de IgY anti-RBD 
en suero de gallinas 

Verificación de presencia de IgY anti-RBD 
en las yemas de huevo de gallina

Flujo de Trabajo

Fu Chao-Yang et al., 2005



• Vía de inoculación: Intramuscular y subcutánea

• Adyuvante: ISA 71R VG

• Dosis: 50% de aceite con 50% antígeno en un volumen final de 2 mL

• Suspensión-prensa: 04 veces 40psi/1 vez 80psi

• Modelo animal: Gallinas

1. Inoculación de RBD del lisado celular  en gallinas 



2. Obtención y purificación de la proteína IgY mediante “salting-out”

1   2     3    4     5    6     7     8     9   10 11  

Line 1: Ladder; lines 2, 3, 4, 5: WSF of inmunized yolks
(RBD antigen) using HCL, HCL + slow freezing method,
lemon and vinegar, respectively; lines 6, 7, 8, 9: purified
IgY using HCL, HCL + slow freezing method, lemon and
vinegar, respectively; Lines 10, 11: Purified IgY using the
gallus inmunotech inc. IgY EggsPress Purification Kit,
respectively.
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3. Obtención y purificación de la proteína IgY mediante “PEG”

Pauly et al., 2011
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Line 1-6: IgY purified by PEGmethod (10 ug), Line 7-8:
IgY purified by PEGmethod (5ug), Line 9: Ladder



Ensayo de bloqueo con yemas de huevos de gallinas Hiper-inmunizadas
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IgY + 2 ug/ml RBD
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Ensayo de bloqueo con las diluciones de IgY en suero de Ratón 



4. Administración de IgY-anti RBD en animales

Administración subcutánea

CERDOSCONEJOS RATONES

Yemas de huevos: 21 DPV aprox.
Peso de conejos: 3 kilos
[] IgY anti-RBD: 25 mg/kg (1x)
Volumen: 1.5 mL

Yemas de huevos: 35 DPV aprox. 
Peso de ratones: 25 – 30 gramos
[] IgY anti-RBD: 125 mg/kg (1x)
Volumen: 125 µl

Yemas de huevos: 50 DPV aprox. 
Peso de cerdos: 20 kilos aprox.
[] IgY anti-RBD: 75 mg/kg (3x)
Volumen: 10 mL



5. Administración de IgY-anti RBD en animales

Administración intravenosa

CERDOSRATONES

Yemas de huevos: 35 DPV aprox. 
Peso de ratones: 25 – 30 gramos
[] IgY anti-RBD: 125 mg/kg (1x)
Volumen: 125 µl

Yemas de huevos: 60 DPV aprox. 
Peso de cerdos: 20 kilos aprox.
[] IgY anti-RBD: 75 mg/kg (3x) – 125 mg/kg (5x)
Volumen: 30 – 50 mL



6. Inmunodifusión doble de Ouchterlony

Establecimiento de controles positivos 
y negativos

Positivo para IgY desalado y purificado 
por SEC en Sephadex G-75 (10 semanas 
PV)

Positivo para IgY sin desalar 10 mg/mL
(10 semanas PV)



7. Neutralización – huevos de 10 semanas



7. Neutralización

Neutralización de suero de cerdo con SARS-CoV 2. Se administró 75 mg/kg de IgY anti-RBD de yemas
de huevo de 50DPV aprox., en total 1.5 g de IgY anti-RBD en un volumen de 15 mL en la zona
subcutánea de un cerdo de 20-25 Kg.

Neutralización de suero de ratón con SARS-CoV 2. Se administró 125 mg/kg de IgY anti-RBD de yemas
de huevo 35DPV aprox., en total 3.75 mg de IgY anti-RBD en un volumen de 125 µL en la zona
subcutánea del ratón.

Yema de huevo de 74DPV aproximadamente 


