@y Visorr 224152 VACCH

E! IDAIICIINGO! N IES Articulo Original MONITOR

Toxicidad a dosis repetida e inmunogenicidad en Cercopithecus aethiops, del candidato
vacunal SOBERANA 01(FINLAY-FR-01) contra el coronavirus de tipo 2 causante del
sindrome respiratorio agudo severo

Mildrey Farifias-Medina'® ORCID: https://orcid.org/0000-0001-6530-9904
Tamara Hernandez-Salazar'~ ORCID: https://orcid.org/0000-0003-4311-2881
Sandra Rodriguez -Salgueiro®  ORCID: https://orcid.org/0000-0003-3341-128X
Juan Francisco Infante-Bourzac' ~ ORCID: https://orcid.org/0000-0002-6369-8608
Yanet Climent-Ruiz' ~ ORCID: https://orcid.org/0000-0002-2824-6374

Yisabel Aranguren-Mazorra'  ORCID: https://orcid.org/0009-0001-1758-938X
Laura M. Rodriguez-Noda' ORCID: https://orcid.org/0000-0003-0171-4681
Dagmar Garcia-Rivera' ORCID: https://orcid.org/0000-0002-2099-1791

Axel Mancebo-Rodriguez’  ORCID: https://orcid.org/0000-0003-0760-8433
Iliana Sosa-Testé® ORCID: https://orcid.org/0000-0001-6588-5397

! Instituto Finlay de Vacunas, La Habana, Cuba.

2 Centro de Productos Naturales, Centro Nacional de Investigaciones Cientificas, La Habana, Cuba.

3 Centro de Toxicologia Experimental del Centro Nacional de Produccion de Animales de Laboratorio, Centro
Nacional para la Produccion de Animales de Laboratorio, La Habana, Cuba.

Autor correspondiente: mfarinas@finlay.edu.cu; thernandez@finlay.edu.cu.

En el Instituto Finlay de Vacunas se desarrolld el candidato vacunal SOBERANA 01 (FINLAY-FR-01) contra el
coronavirus de tipo 2 causante del sindrome respiratorio agudo severo. Este trabajo tuvo como objetivo evaluar la
inmunogenicidad y posibles efectos toxicologicos del candidato vacunal SOBERANA 01 (FINLAY-FR-01 en
Cercopithecus aethiops. Se utilizaron cinco primates no humanos (hembras), de 1-3 afios de edad y 1-4 kg de peso
corporal, distribuidos en dos grupos experimentales: Control (Solucién Salina Fisioldgica) y Tratado SOBERANA 01
(FINLAY-FR-01). El estudio se extendi6 por 84 dias, en un esquema a dosis repetida de cuatro inmunizaciones los dias 0,
28, 56 y 70. Se realizaron observaciones clinicas diarias, peso corporal, signos vitales (temperatura rectal, frecuencia
respiratoria, y frecuencia cardiaca), examenes electrocardiograficos, toma de la temperatura del sitio de inyeccion,
musculometria e irritabilidad dérmica. Fueron realizados exdmenes de hematologia, bioquimica sanguinea, asi como
estudios inmunologicos. El ensayo concluyé con una supervivencia del 100%, no se manifestaron signos de toxicidad, no
hubo variaciones hematoldgicas, ni de la bioquimica sanguinea asociadas a la sustancia de ensayo. Ademads, no se
observaron efectos locales en el sitio de administracion. Por tltimo, el candidato vacunal resulté inmunogénico, ya que se
indujeron titulos altos de IgG anti-RBD, asi como de la inhibicion de la union de RBD a ACE2.
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Introduccion en especies roedoras, ha permitido confirmar la seguridad y
En el desarrollo de vacunas son obligatorios los estudios  eficacia de vacunas contra la COVID-19, teniendo en cuenta
preclinicos que incluyen una evaluacién preliminar de la su cercania filogenética al ser humano, lo que implica
seguridad en modelos animales, los mismos son altamente similitudes  biologicas en su desarrollo, composicion

regulados y consumen tiempo."” El uso de Primates No sanguinea, denticion y los sistemas endocrino, nervioso y
. ., . 23)
Humanos (PNH), posteriormente a la conduccion de estudios reproductor.
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En el Instituto Finlay de Vacunas (IFV) de La Habana,
Cuba, ante la situacion de la pandemia de la COVID-19,
se comenzo rapidamente el desarrollo de tres candidatos
vacunales contra el virus SARS-CoV-2;*3678 o]
primero de ellos_fue SOBERANA 01 (FINLAY-FR-01)
que tiene como ingrediente activo el RBD (del inglés,
receptor binding domain) dimérico con vesicula de
membrana externa de Neisseria meningitidis, adyuvado
en hidroxido de aluminio y que en estudios preclinicos
indujo una respuesta inmune potente y neutralizante en
ratones.

El mono verde Cercopithecus aethiops es una especie
ampliamente utilizada en estudios preclinicos de
farmacos y vacunas que se ha establecido como un
biomodelo para la investigacion biomédica, en particular
para los estudios toxicologicos.”) Estos estudios
preclinicos en PNH se llevan a cabo teniendo en cuenta las
guias internacionales pertinentes para los mismos."'*!!1?

Este trabajo tuvo como objetivo evaluar la
inmunogenicidad y posibles efectos toxicoldgicos del
candidato vacunal SOBERANA 01 (FINLAY-FR-01)

en Cercopithecus aethiops.

Materiales y Métodos

Consideraciones generales

Los ensayos de toxicidad a dosis repetida y de
inmunogenicidad se realizaron teniendo en cuenta lo
establecido en las guias de la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS)" y la Agencia Europea de
Medicamentos (EMA, por sus siglas en inglés) para la
evaluaciéon de vacunas,'” teniendo en cuenta, ademas,
lo establecido por la EMA para los estudios a dosis
repetidas.!'V

Candidato vacunal a evaluar

El candidato vacunal a evaluar fue SOBERANA 01
(FINLAY-FR-01) cuyo ingrediente activo es el RBD
dimérico con vesicula de membrana externa de
Neisseria meningitidis, adyuvado en hidroxido de
aluminio. El candidato vacunal fue producido segun las
Buenas Practicas de Fabricacion por el [FV y el Centro
de Inmunologia Molecular de La Habana, Cuba. Esta
sustancia de ensayo utilizada para la realizacion de los

estudios de toxicidad por dosis repetidas e
inmunogenicidad fue recibida y registrada en el
laboratorio de Quimica Analitica del Centro de
Toxicologia Experimental del Centro Nacional para la
Produccion de Animales de Laboratorio (CENPALAB)
con su correspondiente Certificado de Calidad emitido
por el IFV.

Animales

Animales de la especie Cercopithecus aethiops,
hembras, se distribuyeron en dos grupos: un grupo
Tratado (n=3) y un grupo Control (n=2). La seleccion
del tamafio de la muestra se realizd tomando en
consideracion la especie animal empleada, ya que en
este caso las guias internacionales permiten el uso de un
numero reducido de animales, teniendo en cuenta las
caracteristicas de los PNH y la necesidad de aplicar el
principio de las 3R."'*') En este contexto, la
utilizacion de animales del mismo sexo se justifica por
la similitud en los parametros bioquimicos,
hematologicos, respiratorios, cardiovasculares y
electroneurofisioldégicos entre hembras y machos de
Cercopithecus aethiops.”

Todos los protocolos en los que se emplearon los
animales se realizaron con la aprobacion del Comité
Institucional para el Cuidado y Uso de los Animales de
Laboratorio (CICUAL) del CENPALAB.

Condiciones de mantenimiento de los animales

Los parametros ambientales se monitorearon
diariamente mediante un medidor de temperatura y
humedad relativa RH 600 (EQ-06.168). La temperatura
de la sala durante la fase experimental fue de 27,46 +
0,46 °C; la humedad relativa de 77,20 + 4,43 % vy el
fotoperiodo de 7 h de luz y 17 h de oscuridad. Estas
variables se registraron diariamente (en horas de la
mafiana). Los animales se alojaron durante el estudio en
jaulas de socializacion. El agua clorada se ofrecido ad
libitum a través de un sistema de tetinas. El alimento
con Certificado de Calidad, formula de pienso
CMO:1600 AlycoR, se les suministr6 de forma
restringida en tolvas acorde los requerimientos de la
especie, excepto los dias que precedieron a las
extracciones de sangre, en los cuales los animales se
sometieron a ayuno nocturno. Esta alimentacion se
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suplemento con frutas y vegetales.

Grupos experimentales, dosis, frecuencia y duracion

Los animales seleccionados se distribuyeron al azar para
formar dos grupos experimentales, empleando el
programa de ntimeros aleatorios LABTOOLS y se les
realizo el siguiente esquema de inmunizacion:

Grupo Tratado (Finlay-FR-01): inmunizaciones los dias
0, 28, 56 y 70. Este esquema se realizo teniendo en
cuenta el esquema terapéutico previsto de los candidatos
vacunales. La cuarta administracion de la dosis, que
excede las tres
producto, se realizé cumpliendo con lo recomendado por
la OMS para los estudios de toxicidad por dosis repetida
para vacunas (N+1).1""%1519 [ o5 animales recibieron en
cada administracion la dosis propuesta para humanos en
un volumen de 0,5 mL. La duracion de la fase
experimental del ensayo fue de 84 dias.

inmunizaciones previstas para el

Grupo Control: se administraron con la misma
frecuencia que los animales tratados, pero recibieron
Solucién Salina Fisiologica.

Preparacion de los animales para la administracion

Se realizo el rasurado del sitio de administracion (zona
muscular externa de la extremidad inferior izquierda) y
de la zona toracico-abdominal de cada animal, con el
objetivo de facilitar la observacion de estos sitios y
detectar cualquier manifestacion clinica. El rasurado se
realizd empleando una maquina de rasurar Andis RSI1.
La frecuencia del rasurado se establecio en dependencia
de la administracion de las sustancias.

La sedacion de los animales se realiz6 con clorhidrato
de ketamina de 50 mg, en una dosis de 5-10 mg/kg de
peso corporal previo a las inmunizaciones y el estudio
electrocardiografico.

Extraccion de sangre

Las extracciones de sangre para hematologia y
bioquimica sanguinea se realizaron antes de comenzar el
estudio y 7 dias después de la tercera y cuarta
inmunizaciones.

Para los estudios inmunoldgicos, las extracciones de

sangre se realizaron al tiempo cero y cada 14 dias a
partir de la primera inmunizacion.

La sangre se obtuvo de las venas femorales utilizando
jeringuillas de 5 y 10 mL y agujas 21G x 1 pulgada.
Los animales se sometieron a ayuno previo de 12 h. La
sangre para hematologia se colectd en viales que
contenian EDTA (40 pL/mL de sangre). Para
bioquimica sanguinea y estudios inmunologicos, se
usaron viales de 2 mL, donde se dejo coagular y
posteriormente se centrifugé a 12.000 rpm en una
centrifuga Eppendorf (IT EQ-06.120) durante 10 min.
Para los estudios inmunoldgicos, los sueros obtenidos
fueron conservados a —20°C hasta su procesamiento en
el [FV.

Ensayo de toxicidad por dosis repetida

Observaciones clinicas, signos y peso corporal

Se realizaron observaciones clinicas diarias mediante el
método de inspeccion visual dirigidas a detectar
posibles cambios en la piel y el pelaje (especialmente el
sitio de administracion), ojos, membranas mucosas,
sistemas respiratorio, circulatorio, sistema nervioso
central y autobnomo, asi como actividad somatomotora y
patrones de comportamiento.

Se realizo la determinacion del peso corporal y la toma
de los signos vitales previo a la administracion de las
sustancias. Ante cualquier traumatismo o proceso
patologico de naturaleza general que afectara la salud
de los animales, se aplicaron técnicas de reanimacion.

El peso corporal se determiné en una balanza técnica de
30 kg antes de la administracion de las sustancias de
ensayo y luego semanalmente hasta el dia 84 del
ensayo.

Para la evaluacion de los signos vitales se tomé la
temperatura corporal, utilizando un termémetro clinico
infrarrojo AXD 515 sin contacto en la region toracica,
antes de cada administracion de la dosis de cada
sustancia de ensayo y a las 4, 8, 24, 48 y 72 h
posteriores a cada inmunizacion.

La medicion de la frecuencia respiratoria y la
frecuencia cardiaca se realizaron empleando un
estetoscopio SMIC. Esta evaluacion se realizé antes de
cada inmunizacion, aproximadamente 4 h después, y
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semanalmente.

Se realizo un electrocardiograma antes de comenzar el
estudio y se repitio una vez finalizado el periodo de
administracion. Para su ejecucion se utilizd un
electrocardiografo BB Cardiocid H Serie 51BB 100324,

Tolerancia local de la sustancia en ensayo

Para la evaluaciéon de la tolerancia local se tuvo en
cuenta la toma de la temperatura del sitio de inyeccion
en un cronograma igual al empleado para la temperatura
corporal. Ademas, se realiz6 musculometria para la
evaluacion de la inflamacion local con una cinta
métrica, para medir la circunferencia de la extremidad
inoculada antes y después de realizar la administracion.
Esta operacion se realizo en los tiempos 0, 4, 8, 24, 48 y
72 h después de cada inmunizacion.

La irritabilidad dérmica se evalu6 en el sitio de
administracion de las sustancias de ensayo mediante el
método de Draize disefiado para aplicaciones topicas, a
través de la presencia de eritema, edemas y escaras, en
los mismos tiempos que la temperatura del sitio y la
musculometria.

Hematologia y bioquimica sanguinea

Se  determinaron  los parametros
hematolédgicos: hemoglobina (HB), hematocrito (HTC),
eritrocitos (ERI), constantes corpusculares (volumen
corpuscular medio (VCM), hemoglobina corpuscular
media (HCM) y concentracion de hemoglobina
corpuscular media (CHCM)), conteo de plaquetas
(PLT), conteo total y diferencial de leucocitos (LEU),
neutrofilos (N), linfocitos (L), eosindfilos (E),
monocitos (M) y basofilos (B)). Todos los parametros
se determinaron en un Contador de Células MICROS
ABX (Roche Diagnostic Systems), exceptuando el
conteo diferencial de células que se realizd6 mediante la
observacion en un microscopio Carl Zeiss.

A los sueros obtenidos se les realizaron las
determinaciones de los siguientes parametros de la

siguientes

bioquimica sanguinea, proteinas totales (PT),
alaninoaminotransferasa (ALAT),
aspartatoaminotransferasa (ASAT), gamma
glutamiltranspeptidasa  (GGT), albimina (ALB),

fosfatasa alcalina (ALP), creatinina (CREA), bilirrubina

total (Bil-T), colesterol (CHOL-T), triglicéridos (TG),
acido urico (AU), urea nitrogenada (BUN), calcio (Ca),
fosforo (PHOS), glucosa (GLUC) e indice albiimina/
globulina (A/G), mediante un Analizador Automadtico
Cobas Integra 400 PLUS (Roche Diagnostic Systems).
Ademas, se determino el balance electrolitico mediante
la medicion de sodio y potasio en el Espectrofotometro
de Absorcion Atémica Hitachi ZA 3000.

Estudios inmunologicos

Se realizaron las determinaciones de los anticuerpos
especificos anti-RBD IgG en suero e inhibicion de la
union RBD-ACE2 por anticuerpos mediante ELISA.

Técnica ELISA indirecto para determinar el titulo de
anticuerpos IgG anti-RBD

Las placas de microtitulacion de 96 pocillos NUNC
Maxisorp se recubrieron con 50 pL. de RBD a una
concentracion de 3 pg/mL en disolucion reguladora
carbonato-bicarbonato pH 9,6 y se incubaron 1 h a 37°C,
posteriormente se lavaron tres veces con disolucion de
lavado y se bloquearon los sitios no recubiertos
empleando 100 pL de una disoluciéon de bloqueo de
suero albumina bovina (SAB) al 5% durante 1 h a 37°C.
Luego de otro paso de lavado como se describio
previamente, se adicionaron los sueros de los animales
incluidos en el ensayo, disueltos en disolucion
reguladora de fosfatos pH 7,2 + SAB al 1% en
diluciones seriadas (1:3), generalmente partiendo de
1/50 y en un volumen de 50 pl/pozo. Las placas se
incubaron 1 h a 37°C y fueron lavadas nuevamente. A
continuacion, se adicionaron 50 pl. de una dilucion de
anti-IgG de mono conjugada a peroxidasa en disolucioén
reguladora de fosfatos pH 7,2 + SAB al 1% (1:10.000)
durante 1 h. Luego de un ultimo paso de lavado, se
aplicd 50 puL/pozo de la disolucion sustrato para enzima
peroxidasa. Se incubd en la oscuridad durante 20-25
minutos y se detuvo la reaccion con disolucion de
H,SO4 2N 50 pL/pozo. Se ley6 la absorbancia a 450 nm
en un lector de ELISA Multiskan EX (Thermo
Scientific). El titulo de IgG se definié como el inverso
de la dilucion del suero de cada animal individual donde
se alcanza cuatro veces el valor de la media de la
absorbancia de los sueros pre-inmunes (TO) diluido
1/50. Para una mejor presentacion y analisis de los
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resultados se calcula el Log del titulo para cada animal
individual. Para definir los animales respondedores, se
consideré como valor de corte un Log del titulo > 1,70,
lo que se corresponde con una dilucion del suero
superior a 1/50. Para los animales cuyo titulo fue
inferior al limite de deteccidon del ensayo, se considerd
un valor de titulo igual a 25 y de Log de 1,4.

Técnica ELISA de inhibicion de la interaccion RBD-
hACE2

Se realizd un ELISA de inhibicién de la interaccion
RBD-ACE2 por los anticuerpos anti-RBD inducidos en
los animales. Para ello se recubrieron las placas de
microtitulacion de 96-pocillos con 50 uL de ACE2 a
una concentracion de 5 ug/mL en soluciéon tamponada
carbonato-bicarbonato a pH 9,6 y se incubaron toda la
noche a 4°C, posteriormente se lavaron 3 veces con
solucion de lavado. Seguidamente, los sitios no
recubiertos se bloquearon usando 200 pL de solucién
de bloqueo con leche descremada al 2% por 1 h a 37°C.
Luego, el RBD unido a Fc humano (RBD-hFc¢) se
prepard a 40 ng/mL en tampdn fosfato a pH 7,2 + leche
descremada al 0,2%. El suero de PNH inmunizados o
preinmunizados se prepar6 en diferentes diluciones, en
rangos de 1:100 a 1:100.000. Como control negativo se
utilizd otra proteina irrelevante (PDL1-hFc). El suero
diluido fue preincubado con RBD-hFc en una
proporcién 1:1, a 37°C por 1 h y luego 50 puL/pocillo de
la mezcla, se afiadi6 a la placa y se incub6 1 h y 30 min
a 37°C. Después de un nuevo paso de lavado, se
adicionaron 50 pL/pocillo de IgG anti-humana
conjugada a la enzima fosfatasa alcalina en tampon
fosfato a pH 7,2 + leche descremada al 0,2% (1:1000),
por 1 h a 37°C. Luego de un ultimo paso de lavado, se
aplicaron 50 pL/pocillo de p-nitrofenilfosfato (Img/
mL) en tampon dietanolamina. Se incubo en la
oscuridad por 20 min y se detuvo la reaccion con 50
pL/pocillo de solucion NaOH 3M. La absorbancia se
ley6 a 405 nm en un lector de ELISA. El porciento de
inhibicion se calculd segin la siguiente formula:

(1- Abs 405nm RBD-hFc + suero de PNH/Abs 405nm
RBD-hFc) * 100.

Analisis estadistico

El andlisis estadistico de todos los datos obtenidos se
realizo6 utilizando el paquete estadistico SPSS 11.5.115.
Se determind la media de los valores (X) y desviacion
estandar (DE) para cada grupo. La normalidad se
determiné por el test de Kolmogorov-Smirnov. Para las
comparaciones entre grupos, se usd la prueba t de
Student, y cuando no fue posible por la ausencia de
normalidad, la prueba U de Mann-Whitney, ambos para
muestras independientes. Se usé ademas la prueba t de
Student para muestras relacionadas. En cuanto a los
datos de inmunologia, para encontrar diferencias
significativas entre los grupos en cada tiempo, se
realizO un ANOVA de clasificacion doble y a
continuacion la prueba de comparacion multiple de
Sidak, mediante el paquete estadistico para Windows
GraphPad Prism 9 (Version 9.0, GraphPad Software,
Inc. 2020). Los valores probabilisticos (p) menores de
0,05 se consideraron estadisticamente significativos.

Resultados y Discusion

Estudio de toxicidad por dosis repetida

El ensayo tuvo una supervivencia del 100%. Los
animales mostraron buen estado de salud durante el
estudio, con adecuado consumo de agua y alimentos,
asi como patrones de comportamiento normales. No se
presentaron signos clinicos de interés que pudieran
asociarse a la exposicion a la sustancia de ensayo.

En cuanto al peso corporal, todos los animales
manifestaron discreta ganancia de peso al final de la
fase experimental respecto al inicio. EIl analisis
estadistico no mostr6 diferencias significativas entre
grupos en ninguno de los dias (Fig. 1).

Con relacion a los signos vitales, la frecuencia
respiratoria no mostrd diferencias significativas entre
grupos durante el ensayo (Fig. 2).

La comparacion estadistica entre la medicion realizada
antes de cada inmunizacion y la realizada
aproximadamente 4 h después mostro diferencias
significativas solo en el grupo Control, en el cual se
produjo un aumento significativo del tiempo O al 4;
mientras que el comportamiento de esta variable antes y
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Fig. 1. Comportamiento del peso corporal durante el estudio. Los valores se corresponden con la media.
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Fig. 2. Comportamiento de la frecuencia respiratoria durante el estudio. Los valores se corresponden con la media.

después de cada inmunizaciéon no mostrd diferencias
por grupo.

Por otra parte, la frecuencia cardiaca no evidencio
diferencias significativas entre grupos en ninguno de
los dias. Durante el estudio, el comportamiento de
esta variable entre la medicion realizada antes de

cada inmunizacioén y 4 h después, por grupo, mostro
diferencias significativas so6lo en el dia 56 para el
grupo Tratado, en el cual se produjo una disminucion
significativa (Fig. 3).

La temperatura corporal no arrojo diferencias
significativas entre los grupos en ninguna de las
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Fig. 3. Comportamiento de la frecuencia cardiaca antes y después de cada inmunizacion. Los valores se corresponden con la
media.

evaluaciones realizadas. La comparacion estadistica
entre la medicion realizada antes de cada inmunizacion
y 4 h después no mostrd diferencias significativas en
ninguna de las observaciones.

En cuanto a la tolerancia local, no se observd edema ni
eritema en el sitio de administraciéon, aunque pudo
apreciarse una tendencia al aumento de la temperatura
en el sitio de inyeccion durante las primeras 4 h
posteriores a la administracion de la sustancia de
ensayo.

Los resultados de la evaluacion de la musculometria no
mostraron diferencias entre grupos, ni entre los tiempos
analizados.

En los andlisis hematoldgicos, los resultados
estadisticos entre grupos no mostraron diferencias
significativas; a pesar de que antes de la administracion
y al dia 63 se apreciaron diferencias significativas con
respecto a HB, ERI, HTC y VCM, no se observaron
alteraciones cualitativas en la morfologia de la serie
blanca, todas las células observadas al microscopio
durante el conteo diferencial se presentaron en fases
maduras de su desarrollo.

En la evaluacion de la bioquimica sanguinea antes de la
administracion, el grupo Control mostré valores
superiores significativamente en la ALP con respecto al

grupo Tratado. Antes de la administracion y al dia 63
se observd disminucion significativa en el grupo
Tratado en relacion a ASAT, ALAT, ALB, GGT,
calcio y el indice A/G. Por otra parte, al dia 63 y 77, la
GLUC disminuy6 significativamente en el grupo
Tratado.

En el balance electrolitico, los parametros sodio y
potasio mostraron que al dia 63 los valores de potasio
en el grupo  Tratado
significativamente al grupo Control, no se encontraron
otras diferencias para ninguna de las dos variables.

fueron diferentes

En el caso del sodio, ambos grupos mostraron una
disminucion significativa antes de la administracion y
al dia 63. En relacién al potasio, se observo que el
grupo Tratado mostré una diferencia estadistica antes
de la administracion hasta el dia 77 y del dia 63 al 77.

Los estudios electrocardiograficos mostraron que el
ritmo cardiaco se mantuvo sinusal. La frecuencia
cardiaca promedio inicial fue de 229,33 £ 15,83 y la
final 230,2 + 26,74 latidos/minuto, lo cual no arrojo
diferencias significativas desde el punto vista
estadistico. La morfologia de las ondas P, QRS y T
se mantuvo sin variacion.
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Fig. 4. Titulos de anticuerpos IgG anti-RBD inducidos en primates no humanos. Las determinaciones de los titulos de anticuerpos
se realizaron por un ELISA indirecto. Las flechas indican los momentos en los que se aplicaron las dosis (T0, T28, T56 y T70).

Estudios inmunolégicos

La Figura 4 muestra los titulos de anticuerpos anti-RBD
para cada tiempo de extraccion. El andlisis reveld que
luego de la primera dosis no se observa induccion de
anticuerpos especificos anti-RBD en el grupo Tratado
con el candidato vacunal. Sin embargo, después de la
segunda y tercera dosis se observd un incremento
significativo del titulo de anticuerpos inducidos que se
mantienen durante el periodo evaluado.

La evaluacion de la funcionalidad de los anticuerpos
inducidos por el esquema primario se realiz6 mediante
el ensayo de inhibicion de la union RBD-ACE2. En
relacion a estos valores en las diluciones de suero
evaluadas 14 dias después de cada inmunizaciéon y la
inhibicién ID50 mostré que los anticuerpos inducidos a
los 42 dias (14 dias después de la segunda dosis) eran
capaces de inhibir la interaccion RBD-ACE2 con
valores superiores al 60% y una media de ID50 de 291.
Estos valores se incrementaron después de la tercera y
cuarta dosis, siendo superiores al 90% y una media de
ID50 de 4.948 para el T84.

Discusion
La seleccion de la especie mas adecuada para los
estudios toxicoldgicos es una consideracion importante

que se toma en una fase temprana del descubrimiento de
un farmaco basandose en factores cientificos, éticos y

practicos."” La guia de la OMS de 2013 indica que son
suficientes los estudios de toxicidad en una sola especie
relevante para las vacunas."® En este estudio se
seleccionaron PNH teniendo en cuenta resultados
previos con candidatos vacunales similares.*” La
deteccion de titulos elevados de IgG anti-RBD en los
monos vacunados, después de la segunda dosis, validan
la relevancia del uso de esta especie en nuestro estudio.

El peso corporal es uno de los parametros que brinda
mayor informacion acerca de la toxicidad de una
sustancia; la pérdida significativa de peso corporal
puede ser uno de los indicadores mdas sensibles del
deterioro animal y se interpreta en la mayoria de los
casos como un signo inequivoco de toxicidad."'” Desde
el inicio hasta el final del estudio todos los animales
ganaron peso, si bien las ganancias fueron discretas. El
comportamiento de este parametro no refleja que hayan
existido efectos adversos sobre este indicador por la
administracion repetida del candidato vacunal.

Los valores de temperatura corporal, frecuencia cardiaca
y frecuencia respiratoria se corresponden con lo
observado en estudios anteriores,?*?" estando dentro de
lo reportado para la especie.”’) Estos signos vitales no
mostraron variaciones biologicamente significativas
entre la medicion tomada antes de la administracion y 4
h después, por lo que se considera que el candidato
vacunal no afectd estos parametros. Los valores
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reportados para esta especie y especificamente para los
animales obtenidos en este estudio, son de 80 £+ 17 para
la frecuencia respiratoria y 170 + 40 para la frecuencia
cardiaca, con ligeras variaciones entre sexos.”) Las
frecuencias respiratoria y cardiaca mostraron valores
puntuales por encima del rango mencionado, pero al
encontrarse tanto en animales tratados como controles, y
teniendo en cuenta que los valores de referencia se
obtuvieron a partir de animales alojados de forma
individual y no grupal como sucedié en nuestro estudio,
consideramos que no estuvieron relacionados con la
administracion del candidato vacunal, ni reflejan una
afectacion patologica en los animales inmunizados.

Si bien el aumento de la temperatura se considera un
efecto adverso comun después de una inmunizacion, ya
que forma parte de la respuesta de defensa del
organismo ante la exposicién a un agente extrafio,**?
esto no se observd en nuestro estudio. De manera
similar, en el analisis de los resultados de la tolerancia
local, no se observoé irritacion dérmica, ni aumento del
volumen del sitio de administracion, a pesar de los
incrementos puntuales en ambos grupos.

Las cifras del conteo de las variables hematoldgicas
estuvieron comprendidas en los rangos establecidos para
la especie.”” Aunque se observd una tendencia a la
disminucion en la HB y los ERI entre el muestreo antes
de la administracion y al dia 77, que alcanzo
significacion estadistica entre el muestreo realizado
antes de la administracion del candidato vacunal y 7 dias
después de la tercera administracion, estas se observaron
tanto  en tratados,
manteniéndose dentro de los valores normales para la
especie.”’”  Estos hallazgos pudieran considerarse
asociadas al uso del sedante ketamina.*

animales  controles como

Las diferencias estadisticas observadas entre grupos y
muestreos en los parametros de la bioquimica sanguinea
carecen de significacion biologica al estar acordes a lo
reportado para esta especie.”>"

En cuanto al balance electrolitico del sodio, las
diferencias significativas encontradas antes de la
administracion y al dia 63 no se relacionan con la
sustancia de ensayo, ya que en el grupo Control también
hubo disminucién, la cual puede deberse a varios
factores, entre ellos a la variabilidad de concentraciones

en que oscilan estas variables analiticas (rangos), la
dieta, el consumo de liquidos y el estrés, los cuales
influyen en las variaciones analiticas de los electrolitos.

El rango de variacién del sodio ha sido reportado en
diferentes especies de primates. En Cercopithecus
aethiops los valores oscilan entre 142-151 mmol/L para
animales menores de 4 afos, y entre 142-150 mmol/L
para los de 4 a 12 afios.*” Los valores encontrados en
nuestros animales resultaron ligeramente superiores a lo
reportado, pero fueron similares en animales controles y
tratados.

El balance electrolitico del potasio fue la variable de
mayor significacion, encontrandose diferencias entre
grupos a los 63 dias, donde el Tratado fue mayor que el
Control, mientras que entre muestreos el grupo Tratado
mostré  disminucion  significativa antes de la
administracion y a los 77 dias. Esta variable analitica, al
igual que para el sodio, tiene un rango de variabilidad
alto; lo que resulta comun en los estudios de evaluacion
de seguridad en monos, mayormente debido al pequefio
tamafio de los grupos experimentales. Debido a esto,
varias compaifiias farmacéuticas prescinden del analisis
estadistico en sus disefios experimentales en PNH,?®
por lo que la observacion individualizada de los datos
adquiere gran relevancia. Segin ha sido reportado el
rango del potasio en Cercopithecus aethiops, oscila de
3,4-4,4 mmol/L en animales menores de 4 afos, y de 3,1
-4,5 mmol/L, de 4-12 afios.*” En esta especie Casacé y
colaboradores reportaron valores de 3,69 a 4,17 mmol/L,

@ similares a los obtenidos en el presente estudio.

Los anticuerpos inducidos a los 42 dias fueron capaces
de inhibir la interaccion RBD-ACE2 con valores de
media superiores al 77%, estos valores se incrementaron
después de la tercera y cuarta dosis con valores
superiores al 90% constituyendo una fuerte evidencia de
la calidad y funcionalidad de los anticuerpos inducidos
por la vacunacion.

Por todo lo antes mencionado, el candidato vacunal
SOBERANA 01 (FINLAY-FR-01) contra el
coronavirus de tipo 2 causante del sindrome respiratorio
agudo severo, indujo una elevada respuesta de
anticuerpos, siendo bien tolerado, lo cual ofrece
seguridad para su uso en humanos.
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Repeated dose toxicity and immunogenicity in Cercopithecus aethiops of SARS-CoV-2
SOBERANA 01 (FINLAY-FR-01) vaccine candidate

Abstract

At Finlay Vaccine Institute has been developed the vaccine candidate SOBERANA 01 (FINLAY-FR-01)
against SARS-CoV-2 virus, causing COVID-19. This work aims to evaluate the immunogenicity and possible
toxicological effects of the SOBERANA 01 (FINLAY-FR-01) vaccine candidate in Cercopithecus aethiops.
Five non-human primates (females) from 1-3 years old and 1-4 kg of body weight were distributed in two
experimental groups: Control (Physiological Saline Solution) and Treated (SOBERANA 01 FINLAY-FR-01).
The study extended through 84 days, in a repeated dose schedule of four immunizations on days 0, 28, 56, and
70. Daily clinical observations, body weight, vital signs (rectal temperature, respiratory rate, and heart rate),
electrocardiographic examinations, temperature of the injection site, musculometry and dermic irritability,
were performed. Hematological and blood biochemistry tests, as well as immunological studies were assessed.
At the end of the assay 100% survival was obtained, there were no signs of toxicity neither hematological or
blood biochemistry variations associated with the test substance. In addition, no local effects were observed at
the administration site. Finally, the vaccine candidate was immunogenic, since high titers of anti-RBD IgG, as
well as inhibition of the RBD to ACE2 binding were induced.

Keywords: vaccines; COVID-19; toxicity; vaccine immunogenicity; monkeys.
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