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PROYECTO DE LA VACUNA PERUANA PARA EL COVID-19 1o 11} ¥ BloLoGia MOLECULAR

Y UN TRATAMIENTO DE INUMIZACION PASIVA

Proteinas de SARS CoV-2
evaluadas como blancos

ESTRUCTURA DEL Spike del COVID-19

Proteina S1 UTILIZADA PARA LA
PRODUCCION DE LA VACUNA
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El sitio critico para atacar al virus con anticuerpos neutralizantes es la proteina Spike
La proteia Spike es la “llave de entrada” paraigresar a las células humanas a través del
Receptor ACE2
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Las vacunas que se vienen desarrollando se GcroA
basan en el subdominio RBD.
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Las pruebas iniciales se basaron en RBD
S1-monomeérico, S1-trimérico, y S2. En
todos los casos, RBD fué el antigeno que

mostro las respuestas mas fuertes
MUTATIONS y fué este el antigeno que se continud

evaluando
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BINDING ENERGY CALCULATIONS: ACE2-S1(RBD)
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Mutations Binding Kd (M)
affinity
(kcal.mol?)

WT -12.3 9.7 10
341 ILE -12.3 9.7 el0
344 SER -12.3 8.9 el0
348 THR -12.3 8.9 10
354 ASP -12.3 1.0 e10
364 TYR -12.3 9.3el0
367 PHE -12.3 9.7 10
378 ARG -12.3 9.7e10
435 SER -12.3 9.7 e10




MODELLING MUTATION SPIKE-S1

VAL 341 ILE
RMSD_SOLV: 0.040
RMSD_VACU: 0.000

Wild Type

ASP 364 TYR
RMSD SOLV: 0.064
RMSD VACU: 0.016

ALA 344 SER
RMSD SOLV: 0.045
RMSD VACU: 0.000

ALA 348 THR ASN 354 ASP
RMSD SOLV: 0.035 RMSD SOLV: 0.058
RMSD VACU: 0.000 RMSD VACU: 0.015

VAL 367 PHE LYS 378 ARG ALA 435 SER
RMSD SOLV: 0.020 RMSD SOLV: 0.033 RMSD SOLV: 0.033
RMSD VACU: 0.000 RMSD VACU: 0.013 RMSD VACU: 0.005



Los 3 tipos d

Adicionalmente

esta vacuna

Ileva la flagelinadela
Salmonella,la cuales

reconocida por serun
potente inmunoestimulador &

KDa

100
80

60 +

Proteina RBD “pura” expresada
en células Sf9 — baculovirus
purificaday combinada con

un adyuvante

e vacuna que se vienen desarrollando
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La salmonellaes reconocida TATA Y BIOLOGIA MOLECULAR
por inducer una respuesta Thl el oty o T
y una baja respuesta Th2. Esto
es importante para reducir el
riesgo de exhacerbacidonde la
respuesta inflamatoria
RBD
wdill Matrix protein (M)

Hemagglutinin-neuraminidase(HN)

+—RBD

«— S

Fusion protein (F) RS | ( > 2% Phosphoprotein (P)
- RBD \
<« S|
Nucleoprotein (N)
MITOMICINA __
CROMOSOMAL

4——PARED CELULAR Polymerase (L)

INCOMPLETA /
Ii

Exotoxina

ViralZone 20

Exotoxina
negativo

Salmonella genéticamente
Modificada (no-patégena por doble
Mutacion)expresando RBD en

la superficie (Patente FARVET) (Patente FARVET)

Virus de Newcastle
genéticamente modificado
expresando RBD en la superficie



De las 3 vacunas, al momento se han evaluado mas ampliamente
La proteina RBD recombinantey la salmonella enteritidis modificada que lleva

la proteina RBD en su superficie.

Esta evaluacion 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.
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Evidencia de presenciade inmunidad humoraly celularen ratonnes
inmunizados con la vacuna de Proteina RBD recombinante
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Evidencia de presenciade inmunidad humoral y celular en
ratonnes inmunizados con la vacuna de Salmonella

60 - 24 DPV COVID-19
_ EL SUERO DE RATONES INMUNIZADOS P“"“
2 40- CON SALMONELLA-RBD HA MOSTRADO \ (.
= CAPACIDAD DE NEUTRALIZACION DEL See |
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Preferencia deberian ser

Monos AOTUS, quede
MACACOS RHESUS
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Transporte de los monos en
Jaulas/cajas especiales




Prueba de aglutinacion rapida para detectar
anticuerpos COVID 19 con Salmonella modicada en
monos Aotus vacunados (21 dias post-inmunizacion)




Deteccion de Salmonella RBD en heces monos
inmunizados con la vacuna de salmonella: Los
monos dejan de excretar la salmonella al dia 6
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El suerode los monosinmunizados con la Salmonella-RBD (SARS COV-2),
muestra capacidad de neutralizar la proteina viral RBD (ensayo de citometria)

Sin virus Suero Preinmune Suero 21 DPV
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Evaluacion preliminar
en primates no-humanos (monos Aotus) con la
vacuna de salmonella

* Adminitracion intramuscular vacuna recombinante RBD-A3 (50ug)
* Administracion oral vacuna salmonella (10mL)

Resultados:

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

.Deteccion de anticuerpos anti-RBD a los 15 dias

.Los animales dejan de secretar la salmonella en las heces a los 5 dias
después de la vacunacion



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, 1gG)

-Capacidad de levanter respuesta celular (linfocitos T CD4 — interferon gama)
-Capacidad de neutralizar la proteina viral in-vitro

-Capacidad de sero-neutralizacion del virus SARS-CoV-2 (colaboracién INS)
-Facilidad y velocidad de produccion (30millones de dosis cada 15 dias en las
actuales condicionesy facilidades)

-Es de administracion por via oral (no va a requerir de un ejército de técnicos
para inmunizar). Podrian participar promotores comunitarios.

-Facilidad para cambiar el antigeno en un funcion de las mutaciones mas
prevalentes

-Importante estabilidad (al menos 15 dias a 4C)

-Bajo costo de produccién (S/ 5-10 Soles por dosis)



Antecedentes de vacunas de salmonella

The Journal of

Infectious Diseases

Revista Internacional de Microbiologia Médica
Volumen 299, Niimero 4 , abril de 2009 , piginas 233-246
J Infect Dis . 2016 1 de junio; 213 (11): 1809-1819. PMCID: PMC4857474

Publicado en linea el 24 de enero de 2016. doi: 10.1093 / infdis / iw030 PMID: 26810369
Estabilidad genética de la cepa vacunal Salmonella Typhi Ty21a

durante 25 afios La vacunacion oral contra la fiebre tifoidea con la cepa Ty21a de

Salmonella Typhi atenuada en vivo genera células T CD4 * y CD8
Dennis ). Kopecko ?, Heike Sieber 5, Jose A. Ures P, Andreas Fiirer b,Jacque\me Schlup ®, Ulrich Knof ®, Andre responden a Ty21 a y que responden al VirUS de |a inﬂuenza heterélogo
Collioud b, DeQi Xu *, Kevin Colburn *, Guido Dietrich b o . .

en la mucosa intestinal humana

+que

Mostrar mds v 1,2 1,2 2 2
Shaun H. Pennington , " © Ameeka L. Thompson , " “ Adam KA Wright , © Daniela M. Ferreira ,

https://doi.org/10.1016/j.jjmm.2008.09.003 Obtén derechos y contenido Kondwani C. Jambo , 2 Angela D. Wright , 2 Brian Faragher , 2 Jill W. Gilmour , 3 Stephen B. Gordon , 2y
Melita A, Gordon !

Department of Clinical Infection, Microbiology, and Immunology, Institute of Infection and Global Health,

Resumen University of Liverpool

La cepa de vacuna bacteriana viva atenuada Salmonella enterica Serovar Typhi Ty21a es el 2pepartment of Clinical Sciences, Liverpool School of Tropical Medicine

componente principal de Vivotif, la tinica vacuna oral autorizada contra la fiebre tifoidea . La 3International AIDS Vaccine Initiative, Human Immunology Laboratory, Imperial College, London, United
cepa se desarroll6 en la década de 1970 mediante mutagénesis quimica . En el curso de esta Kingdom

mutagénesis, se introdujeron varias mutaciones en la cepa de la vacuna. La caracterizacién de Correspondence: M. A. Gordon, Department of Clinical Infection, Microbiology and Immunology, Institute of
la cepa de la vacuna durante el desarrollo, asi como la liberacidn de lotes de siembra maestra y Infection and Global Health, University of Liverpool, UK (magordon@liverpool.ac.uk).

de trabajo (MSL y WSL) y lotes comerciales, se basa en ensayos fenotipicos que evalian las )
Received 2015 Sep 11; Accepted 2016 Jan 6.

caracteristicas microbioldgicas y bioquimicas de Ty21a. En el estudio actual, hemos analizado 492020 Recomendaciones actualizadas para el uso de la vacuna conira Ia febre tifoidea - Comité Asesor sobre Practicas de Inmunizacidn, Estados Unidos, ...

mediante secuenciacién de ADNlas mutaciones especificas se correlacionaron originalmente + " ight © The Author 2016. Published by Oxford University Press for the Infectious Diseases Society of
“ P . gnaime (0 p | @ Centers for Disease Control and Prevention Copyright Y Y Y

con la atenuacién de la cepa Ty21a. Estos datos demuestran la estabilidad de estas mutaciones CDC 24/7: Saving Lives. Protecting People.™ America.

Informe semanal de morbilidad y mortalidad ( MMWR )

Recomendaciones actualizadas para el uso de la vacuna contra la

o e
fiebre tifoidea - Comité Asesor sobre Practicas de Inmunizacién, o
Estados Unidos, 2015 e S
' (JEP-A'\,'[ R
Semanal T
Yphoi 5
27 de marzo de 2015/64 (11); 305-308 Vivo:'lf? Vaccme Lin o
I r.
Brendan R. Jackson , MD 1, Shahed Igbal , PhD 2, Barbara Mahon , MD 1 (afiliaciones de los autores al final Each cs al Ty21a
del texto) PR Psule (dq
® altenyraq <) ©Ntaing
Estas recomendaciones revisadas del Comité Asesor sobre Practicas de Inmunizacién actualizan las NOC 6345 ated Salmonel/a ryjr"o‘lo.Ox]os CFy
recomendaciones publicadas en MMWR en 1994 ( 1) e incluyen informaci6n actualizada sobre las dos — 1-000.0 ! Strain Ty213
vacunas actualmente disponibles y sobre la seguridad de las vacunas. También incluyen una actualizacion
sobre la epidemiologia de la fiebre entérica en los Estados Unidos, centrada en el aumento de la resistencia a Paxvax

los medicamentos en Salmonella enterica serotipo Typhi, la causa de la fiebre tifoidea, asi como la aparicién
de Salmonella serotipo Paratyphi A, una causa de la fiebre paratifoidea. contra la cual las vacunas contra la
fiebre tifoidea ofrecen poca o ninguna proteccion.
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Introduccién

Los serotipos de Salmonella enterica Typhi y Paratyphi A, Paratyphi B (tartrato negativo) y Paratyphi C
causan una enfermedad bacteriémica prolongada denominada fiebre tifoidea y paratifoidea, respectivamente,
y en conjunto fiebre entérica. La fiebre entérica puede ser grave e incluso poner en peligro la vida. Se adquiere




Qué nos falta?

* Ensayo del “DESAFIO” en modelo animal validado: Hamster dorado
Sirio

* Necesitamos construir un contenedor de seguridad 3

* Inmunizar a los animals

» Desafiar a los animales con el virus SARS-CoV-2 (colaboracion con el
INS)

* Monitorear la variacion de la carga viral a nivel del sistema
respiratorio (g-RT-PCR, hisopado intransal)

* Monitorear el dafno 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 desafiao de los
hamsters
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El reto: Ensayos clinicos Fase |, 11 y Il

* Fase |: (N=40) Fase II: (N=500) Fase lll: (N=2,000-10,000)

 Limitaciones:

* Produccion de las dosis -> Laboratorio con certificacion GMP
e -Tercerizacidn en una empresa GMP extranjera (6,000 dosis)
* -Certificacion de una facilidad GMP local para la produccion de las dosis
e -Consolidar una planta GMP para producir |la vacuna

e Costos de produccion en el extranjero

* 6,000 dosis de la vacuna de salmonella: USD $150,000
* 6,000 dosis de la vacuna de proteina recombinante: aprox. USD $1°000,000

e Costos de los ensayos clinicos
* Fase |: USD $4,000 /participante —>(N=40: $160,000)
* Fase Il: USD $3,000/participante =(N=500: $1’500,000)
 Fase Ill: USD $2,000/participante = (N=2,000: $4’000,000 /N=10,000: $20°000,000)



GGGGG

Anticuerpos IgY de gallina
purificados del huevo
como tratamiento para
casos severos de COVID-19



Anticuerpos IgY para la Inmunoprofilaxis y terapia de infecciones respiratorias

Immunization of chickens
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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
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Flujo de Trabajo
Inoculacién de RBD del lisado celular en
gallinas
Verificacidon de presencia de IgY anti-RBD Colecta de los huevos de las gallinas
en suero de gallinas inoculadas

Purificacion de IgY anti-RBD a partir de las

' ‘ yemas de huevos
0.8+ +
E —~=— Serum
b —+— Yolk
g 0.6
-
®
3 04
g, Verificacion de presencia de IgY anti-RBD
- en las yemas de huevo de gallina
0.0 T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7
Weeks after inoculation
Fig. |. Patterns of SARS coronavirus antibodies from sera and yolks of immu-
nized SPF chickens. The arrows indicate the immunization times.

Fu Chao-Yang etal., 2005 Administracion de IgY anti-RBD a animales
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1. Inoculacion de RBD del lisado celular en gallinas

Via de inoculacion: Intramusculary subcutanea
Adyuvante: ISA 71R VG

Dosis: 50% de aceite con 50% antigeno en unvolumen finalde 2 mL

Suspension-prensa: 04 veces 40psi/1 vez 80psi
Modelo animal: Gallinas
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ELISA DE GALLINAS INMUNNIZADAS CON LA PROTEINA

RECOMBINANTE RBD
Vaccination time
i 4.0-
[ | el
lst znd 3r\d
45 sem 46 sem 47 sem E 307
E l
O
e
Collect sera at 0 and 10 days post-each vaccination g 2.04
14
; |
g ——
< 1.04
Vaccination Date Dose
1st. 09/05,/2020 2mL
2nd. 16/05/2020 2mL _i T T T T
3rd. 23/05/2020 2mL
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Suero Pre-inmune
14DPV

21DPV

28DPV

35DPV

42DPV

49DPV

Control +

Control -
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2. Obtenciony purificacion de la proteina IgY mediante “salting-out”

Separated yolks

L |

(=]

Dilution of yolks 1:7

Adpustment of pH to 5.0

iy

44— Tap water

+— (5MHC

Freezing at -20 °C

rn

[N |

L =

Melting & Filtration

[——* Lipidic residum )

1

Addition of NaCl to 8 8%
Adjustment of pH to 4.0
Precipitation for 2 hrs

— NaCl(s)
+——— 05MHC

10 ‘ Centrifugation 3.700 g, 20 }—» Supematant

11

L

| Pusified IeY fiaction

Hodek et al., 2013

| J

Figure 1.The SDS-PAGE profile of IgY (M: marker, 1
and 2: standard IgY non-reduced, 3 and 4: standard
IgY reduced, 5 and 6: WSF, 7 and 8: purified IgY).
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Wibawan et al., 2018
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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. Obtenciony purificacion de la proteina IgY mediante “PEG”

MwkDa) 1| 2 3 4 5

150 —

60 —

40 —

30—

20—

Figure 4. Polyacrylamide-Gelelectrophoresis of individual IgY preparations from different eggs under reducing conditions

Lane 1 - Molecular weight marker, Lane 2 - IgY-standard, Lane 3-5 - different IgY samples prepared as described in the protocol. These are final
preparations according to step 10 of the protocol. HC - heavy chains, LC - light chaines, ? - minor impurities corresponding to molecular weight
around 35 kDa (probably the C-terminal fragment of vitellogenin Il precursor, [Klimentzou et al., 2006)).

Pauly et al., 2011

1 2 345678 9

270
175
130
95

65
50

35
30

kDa

Line 1-6: IgY purified by PEG method (10 ug), Line 7-8:
IgY purified by PEGmethod (5ug), Line 9: Ladder



Ensayo de bloqueoconyemasde huevosde gallinas Hiper-inmunizadas

Specific IgY from
hiperinmunized
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IgY + RBD

. 1h37:C

Vero E6
ACE-2 Receptor

Spike protein
from SARS-COV2




Ensayo de bloqueocon las diluciones de IgY en suerode Ratdn

% de Unidén

_ S/T 1/10 000 1/1000 1/100
11.1% 7.42% 7.02% 6.53%
< _
20 000 event. /gy +2 ug/m/ RBD

- FTC-A —»

1/10 000

1/1000 1/100
IgY (56.6 mg/ml) S/T (5.66
ug/ml) (56.6 ug/ml) (566 ug/ml)
% Uniodn 11.1 7.42 7.02 6.53
% Bloqueo 0 42 43 67
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4. Administracién de IgY-anti RBD en animales

Administracionsubcutanea

CONEJOS

RATONES CERDOS

50 - subcutanea

0 2I0 4l0 610
HORAS

0 20 40 60 80 80
TIEMPO Horas

Yemas de huevos: 21 DPV aprox.
Peso de conejos: 3 kilos

[] 1gY anti-RBD: 25 mg/kg (1x)
Volumen: 1.5 mL

Yemas de huevos: 35 DPV aprox. Yemas de huevos: 50 DPV aprox.
Peso de ratones: 25 — 30 gramos Peso de cerdos: 20 kilos aprox.

[] 1gY anti-RBD: 125 mg/kg (1x) [] 1gY anti-RBD: 75 mg/kg (3x)
Volumen: 125 pl Volumen: 10 mL
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5. Administracionde IgY-antiRBD en animales

RATONES

Administracionintravenosa

Intravenosa

<)
o®

210 4I0 GIO 8I0
TIEMPO

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

CERDOS
204 '
e Subcutanea 5X
A & Intravenosa 3X
154 / —
o e
O [
g 104 ,"I
P
5 ;',f? Y
.‘fx"f
0"/ T T v :
0 20 40 60 -

Dias

Yemas de huevos: 60 DPV aprox.

Peso de cerdos: 20 kilos aprox.

[]1gY anti-RBD: 75 mg/kg (3x) — 125 mg/kg (5x)
Volumen:30 —-50 mL
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6. Inmunodifusion doble de Ouchterlony

Establecimiento de controles positivos Positivo para lgY desalado y purificado Positivo para lgY sin desalar 10 mg/mL
y negativos por SEC en Sephadex G-75 (10 semanas (10 semanas PV)

PV)
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Yema de huevo de 74DPV aproximadamente

! CERDO IgY
) » 4 Subcutaneo
. J 08 horas
/ ) " »

Neutralizacién de suero de cerdo con SARS-CoV 2. Se administré 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
subcutaneade un cerdo de 20-25 Kg.
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Ratones IgY Sub cutaneo
16hrs

Neutralizacién de suero de ratdn con SARS-CoV 2. Se admmlstro 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 pL en la zona

subcutaneadel raton.



