PROYECTO DE LA VACUNA PERUANA PARA EL COVID-19 §w\\ LABORATORIO E BOINFORMATICA

GCTGA
CAYETANO HEREDIA

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

ESTRUCTURA DEL Spike del COVID-19

Proteina S1 UTILIZADA PARA LA
PRODUCCION DE LA VACUNA

Proteina E -

@%@6"

, R ) ¢ ‘“‘/ = ,'~’ ?'-';:-j—' \:\
O COOES " ‘ - ] ’
Proteina S > N5, oot
, e e B 33 DDDD—!——-——! 1. S1-S2
() SN S P L T L ' - . =
Ne > R gt y

S 2 célula 2 S 1

9@@@-
e

Receptor?e]Virus RBD 3 S 1 Tr I m e r I Zad a

lipidica g : _‘l."/. . - A Cubierta del VIRUS Membrana Celular 4 RBD
| 5. RBD Dimerizada

BEOBGOG
eeees

Membrana

El sitio critico para atacar al virus con anticuerpos neutralizantes es la proteina Spike
La proteia Spike es la “llave de entrada” para igresar a las células humanas a través del
Receptor ACE2
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Las vacunas que se vienen desarrollando se LY -
CAYETANO HEREDIA
basan en el subdominio RBD.

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




Los 3 tipos de vacuna que se vienen desarrollando

Adicionalmente

esta vacuna

lleva la flagelina de la
Salmonella, la cual es
reconocida por ser un
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La salmonella es reconocida
por inducer una respuesta Thl
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Salmonella genéticamente
Modificada (no-patdégena por doble
Mutacion) expresando RBD en

la superficie (Patente FARVET)

CAYETANO HEREDIA
y una baja respuesta Th2. Esto
es importante para reducir el
riesgo de exhacerbacién de la
respuesta inflamatoria
Matrix protein (M)

Hemagglutinin-neuraminidase(HN)

Fusion protein (F)

Nucleoprotein (N)

Polymerase (L)

ViralZone 2010

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



De las 3 vacunas, al momento se han evaluado mas ampliamente
La proteina RBD recombinante y 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 presencia de inmunidad humoral y celular en ratonnes
inmunizados con la vacuna de Proteina RBD recombinante
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Evidencia de presencia de inmunidad humoral y celular en
ratonnes inmunizados con la vacuna de Salmonella
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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 suero de los monos inmunizados con la Salmonella-RBD (SARS COV-2),
muestra capacidad de neutralizar la proteina viral RBD (ensayo de citometria)
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Evaluacién 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, IgG)

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

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

-Es de administracién 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 funcién de las mutaciones mas
prevalentes

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

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



Antecedentes de vacunas de salmonella

The Journal of

Infectious Diseases

Revista Internacional de Microbiologia Médica
Volumen 299, Nimero 4, abril de 2009 , paginas 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 / jiw030 PMID: 26810369

Estabilidad genética de la cepa vacunal Salmonella Typhi Ty21a

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

Salmonella Typhi atenuada en vivo genera células T CD4 * y CD8
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de Salmonella serotipo Paratyphi A, una causa de la fiebre paratifoidea. contra la cual las vacunas contra la
fiebre tifoidea ofrecen poca o ninguna proteccién.
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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 dano 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

&z TAOVQvHINA

0pey 3Je j3p onsal

tWN6S‘Z

e

para el desafiao de los

hamsters




El reto: Ensayos clinicos Fase |, I y Il

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

* Limitaciones:

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

* 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

* Costos de los ensayos clinicos
* Fase I: 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)



