"\\/&I G B CENTRO

DE INGENIERIA GENETICA
Y BIOTECNOLOGIA

Investigaciones realizadas por el Centro de
Ingenieria Genética y Biotecnologia (CIGB) para

contribuir al control de la epidemia de COVID 19

Dr. Gerardo GuillénNieto
Director de Investigaciones
CIGB, La Habana, Cuba



10.

1.

12

13.

14.

Investigaciones en curso

Estudios de Microscopia Electronica a muestras de anatomia patolégica y muestras de aislamientos virales.
Estudios clinicos de vacuna para potenciar la Inmunidad Innata (CIGB 2020)

Estudio clinico de comparacién de Interferones alfa y alfa + gamma (ESPERANZA)

Estudio clinico de evaluacién de péptido antiviral (CIGB 325) (ATENEA)

Estudio de prueba de concepto de formulacién para administraciéon nasal de Interferon alfa. Nasalferon
Estudio compasional y generalizacion de uso del péptido CIGB 258 (Jusvinza) contra la hiperinflamacion
Araia de transmision epidemioldgica.

Estudio de lentos negativizadores.

Estudio de comparaciéon de medios de transportacion de exudados.

Estudio de comparacién de hisopos y de evaluacion de muestras de saliva en RT-PCR.

Estudio de impacto de protocolo cubano de tratamiento en la negativizacién temprana por RT-PCR.
Estudio con Factor de Transferencia en pacientes con nefropatias. Inst. de Nefrologia.

Diagnéstico por PCR. Obtencién de reactivos biologicos y desarrollo de sistemas diagnéstico.

Desarrollo de vacunas vs COVID.



Estudios de Microscopia electrdnica en
hecropsias

r'\\[/\r* |GB Hospital Dr. Luis Diaz Soto
/ Centro de Estudios Avanzados (CEA)



Microscopia Electronica del SARS Cov-2 (70nm-160nm)




Deteccion a nivel ultraestructural de las alteraciones
observadas en el Rihon

Se observa la presencia de de una particula similar a SARS Cov-2 en el glomérulo, se sefiala con flechas. Se detecta a
mayor magnificacién las particulsa completas de SARS Cov-2. Barra= 100nm



Microscopia Confocal: Inmunofluorescencia del SARS Cov-2 en necropsias
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Verde: AcP anti nucleocapside del SARS Cov-2. Rojo: nucleos celulares



Microscopia Electronica de Barrido (SEM) del SARS Cov-2 en necropsias
Pulmon y Traquea

Pulmon:
Superficie apical de la mucosa de la traquea Superficie de la pared alveolar
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SEM HV: 25.0 kV WD; 3,18 mm | | MIRAS TESCAN SEM HV: 25.0 kY WD: 3.3 mm { SEM HV: 15.0 kv WD: 4.61 mm | MIRA3 TESCAN

View field: B1.2 jim Det: SE 20 pm View field: 2.81 pm Det SE 500 nm View fiald: 8.72 pm Det: SE
SEM MAG: 3.58 kx  Date{m/diy}: 06/18/20 CEA - Cuba SEM MAG: 100 kx  Date{midiy): 06/18/20 SEM MAG: 25.0 kx  Date{midiy): 07/01/20 CEA - Cuba

Flechas rojas: Conglomerado de SARS Cov-2



Uso compasional del péptido cigb-258
(Jusvinza) en el tratamiento de pacientes
graves y criticos con COVID-19

f ‘and T and B Hospital Dr. Luis Diaz Soto-CIGB
ANONIGB



CIGB-258 (Jusvinza): Péptido inmunomodulador de la hiperinflamacion
o tormenta de citocinas

Estudios basicos, preclinicos y clinicos :

 Reduce la concentracion de los mediadores de la inflamacion IL-
17, INFg, TNFa, IL-6

* Induce células T reguladoras.

« Concluido estudio clinico Fase | y 187 pacientes incluidos en un
estudio fase |l contra la artritis reumatoide.
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Pacientes tratados compasionalmente con el peptido CIGB-258

Respiratory distress
Case Clinical N at the end of Chinical outcomes
No. | =% | classification Comarbidities treatment
- — =
1 i Critically ill Cardiac arrhythmia Flacovered Alive, discharged from
- : Hospital
Hypertension Facoverad Aliva, -:ﬁ:r::l.ﬂ_r;gled o
2 M Critically il Diabetes ospia
Cibesity
- — —
3 M Critically il Mone Flecovered Alrve, discharged from
: Haospital
4 F Critically il Hypertension Flecoversd Alive, discharge from
Haospital
Adrenal gland mmor Facovered Alive, discharge from
Diiabetes ICTr
- N Cibesity
5 F Critically ill Cushing's syndrome,
Mnltiple thyroid
nrdules
- . NP Bladder cancer, FBacovered Alrve, discharged from
8 M Critically ill Diabetes Hospital
- s =
7 M Critically ill None Recoversd Alive, “.f.‘;_“._gfd o
Hypertension Facovered Alive, discharged from
8 M Crtical il bronchial asthma Hospital
Ischemic heart diseass
Hypermansion Facoverad Alive, dischargad from
Q M Critically il Oibesity, Hospital
Bronchial asthma
. . . FBacovered Alrve, discharged from
10 M Seripushy il MNone Hospital
Hyp=ertension Facoversd Alive discharged from
11 M Serionshy ill Diiabetes Haospital
Ischemic heart diseass
- - - — =
13 F Seriowsly ill . ];:-uIabe:e;“ ) Racovered Alrea, m:c:l._rged. from
Ischemic heart diseass Haospital
13* M Critically ill bronchial asthma Racovered Deceased
14#* F Critically ill Hypertension Recoverad Deceased
- — =
15+ F Sariously ill Glomerulopathy Recovered Alive, discharged from
Haspital
- TR S—
14 M Seriously ill Hypertension Racovered Alive, cﬁfspi:ﬂl e

*: Trestment with monoclona] antibody Itelimumas

b (11).

*: Dpse of CIGE-258: 2mz/12 hours M male; F: Female; ICTT: intensive care umit




Resolucion del distrés respiratorio

Antes 48 h Antes de extubar

Comorbilidades de este paciente: Hipertension, diabetes, obesidad



Ensayo Clinico del CIGB 2020 en contactos y
sospechosos de infeccion por SARS-CoV-2

y ' B : Hospital Dr. Luis Diaz Soto-CIGB
ANONIGB



Innate immunity, immune-senescence, viral infections and vaccination

In aged adults the capacity to induce an effective response to infections is impaired

SARS-CoV2-related mortality according to

patient's age
B Percentage

16

14

12

10

v Increased mortality 8
6
v" Conventional vaccines induces a 4
weak and time limited response. 2
0
v" Recurrent diseases are frequent due S m e e e el
tO the poor immunOIOQicaI response Chinese Center for the Control and Prevention of Diseases

CDC China, Feb 2020



INNATE RESPONSE | ADAPTATIVE RESPONSE

Epithelial cells




Pacientes con Eventos Adversos Porcentaje de EA segun dosis Eventos

(%) aplicadas (%) ai“;;f/j’s

Dosis
aplicadas
sin EA
97,73%

Proporcion de EA segun intensidad

orcentaje del tipo de EA segun total de dosis (%)

ecion Nasal 0.58

Estornudos 0.3
Fiebre 0.3
Astenia 0.3
LEVE MODERADO SEVERO
Otalgia 0.3

Causalidad de los EA
Neumonia [N O3

erial elevada 0.3

Posible

oa nto adverso es cualquier incidente médico desfavorable que
0

en un sujeto que participa en un ensayo clinico ante la
tracion de un producto farmacéutico y que no guarda
necesariamente una relacion causal con el tratamiento.




Andlisis del efecto del tratamiento con CIGB2020 sobre la
expresion génica de los TLR en raspados oro-faringeos.

A Incremento en la EG de TLR3 B Incremento en la EG de TLR7

p=0.0013 (**) B Tratados p=0.047 () B Tratados
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Figura 1. Resultados hasta el 4to dia del estudio: Frecuencia de pacientes con efecto estimulador de la
expresion génica (EG) entre el dia 0 y el dia 4, de los receptores A) TLR3, B) TLR7 y C) TLRS
(receptores que detectan ARN) en pacientes tratados con las primeras 3 dosis sublinguales y una dosis
intranasal de CIGB2020. Se presenta en D) el analisis global de la estimulacion de los tres receptores.



.... Andlisis del efecto del tratamiento con CIGB2020 sobre la
expresion génica de los TLR en raspados oro-faringeos.

A Incremento en la EG de TLR3 B Incremento en la EG de TLRT

- B Tratados - - B Tratados
p=U.UU? : ] Mo tratados P 0.0003 ] I Mo tratados
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Figura 2. Resultados al 8vo dia del estudio: Frecuencia de pacientes con efecto estimulador de la
expresion génica (EG) entre el dia 0 y el dia 4, de los receptores A) TLR3, B) TLR7 y C) TLR8
(receptores que detectan ARN) en pacientes tratados con las primeras 7 dosis sublinguales y dos dosis
intranasales de CIGB2020. Se presenta en D) el analisis global de la estimulacion de los tres receptores.



Incremento en el tiempo de la expresion del marcador de

competencia de Monocitos HLA-DR
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Se evidencio un incremento en el porcentaje de pacientes que aumentaron sus
niveles de expresion de HLA en el cuarto dia en monocitos (p= 0.0448)



Incremento en el tiempo de |la expresion del marcador de
activacion linfocitaria HLA-DR

% DE INCREMENTO DEL MFI HLADR VS D0
EN LA FRACCION LINFOCITARIA
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Se evidencid, un incremento en el porcentaje de pacientes que aumentaron
sus niveles de expresion de HLA en el cuarto dia en linfocitos (p=0.018)



Aplicacion del CIGB 300 como Antiviral en el
tratamiento de pacientes con diagnostico de
Covid 19

f ‘and T and B Hospital Dr. Luis Diaz Soto
ANONIGB



Kinase enzymes are primarily responsible for these modifications in the cell

LU T
S L~ =
ISCHER, MICROSCOPY UNIT

ELIZABETH FISCHER, MICROSCOPY UNIT NIH/NIAID

MNunca antes se habia visto a la célula humana infectada por el coronavirus con este nivel de detalle.

ELIZABETH FISCHER, MICROSCOPY UNIT NIH/NIAID s
ELIZASETH FISCHER, MICROSCOPY UNIT NIH/NIAID

La célula infectada, siguiendo las instucciones del virus (en azul), desarrolia largos tentaculos para | os filopodias no son comunes pero se han visto en otros vinis como &l de Marburgo
infectar ofras células.




NOCIGB o Caracteristicas del

JE INGENIERIA GENETICA

Y BIOTECNOLOGIA E n Sayo CI I’n iCO

Ensayo Clinico exploratorio, aleatorizado,

controlado

GRUPO | GRUPO Il ( grupo Control)
(10 pacientes) (10 pacientes)
Protocolos Nacionales Minsap vs Protocolos Nacionales Minsap vs
Covid 19 V4: Covid 19 V4:
(Cloroquina (250 mg c/12h), (Cloroquina (250 mg c/12h),
Kaletra (500 mg c/12h), Kaletra (500 mg c/12h),
Interferdn alfa (3 MU ¢/ 48h) Interferdn alfa (3 MU ¢/ 48h)

+

CIGB 300 a 2,5 mg/kg
Intravenoso 1 vez por dia durante
5 dias

Previa admon. de Difenhidramina
40 mg IV

7mo dia: Evaluaciones Clinicas /Tomografia/ PCR/ indices Inflamatorio y
disfuncién organica



wecs...  Resultados — Evaluaciones
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wees....  Resultados- Indices inflamatorios

DE INGENIERIA GENETICA

wmacsh  (PPCR) y de disfuncion organica(LDH y
CPK)

140 300 7
P=0.00
7
120 - 6 -
250 -
100 - 5 -
200 -
80 - 4 -
150 - — B Grupo |
60 - — 3 - Grupoll
100 - —
40 - — 2 -
20 - - >0 1 — 1 -
0 0 - 0

CPK ini CPK final LDH inicio LDH final pCR ini pCR final



Ensayo Clinico de comparacion de tratamiento
temprano con Heberon (Interferon alfa) y
Heberferon (Interferon alfa + gamma)

f ‘and T and B Hospital Dr. Luis Diaz Soto-CIGB
ANONIGB



Negativizacion en 63 pacientes en el Hospital Luis Diaz Soto

Interferon a2b (Heberén)
Interferén a2b + Interferon y (Heberferon)

o
o
=~ 100 — HeberfFERON
o
§ — Heberon Alpha R
ZE
E_ 50 Mediana negativizacion  Dias
@ i HeberFERON 3
o Heberon Alpha R 5
=
2 —
c
DG- U 1 L] 1
0 2 4 G
Dias post tratamiento
Log-rank (Mantel-Cox) test Gehan-Breslow-Wilcoxon test
Chi square 9.356 Chi square 10.38
df 1 df 1
N N
P value @-002% P value @.UU’IS)'
N S—xr~”

El analisis se hizo con los datos de qPCR de las 48h, 72h, 96h y 120h



Interferon a2b (Heberon)
Interferon a2b + Interferén y (Heberferén)

Resultados de evaluacion por RT-PCR al 7mo dia del
ingreso en el mes de Junio y Julio

Total de Pacientes 145

Positivos 64 (44%)

Negativos 81 (56%)




Estudio de prueba de concepto en humanos
de una formulacidn nasal de Interferon Alfa

(Nasalferon)

ANIGB



Diseno del estudio

12 Voluntarios sanos sin previa administracion de Interferon (IFN)

Nasalferon (20,000,000 Ul en 2 mL): Interferon Alfa 2b
recombinante en formulacion nasal

Administracion: Una gota (0,05 mL) en c/fosa nasal (0.5 M Ul), 2
veces al dia ¢/12 horas diariamente.

Muestras de raspado orofaringeo: TOy T1 (72 horas de la primera
aplicacién)

Muestras de sangre: TOy T1 (72 horas de la primera aplicacion)



Deteccion de IFN en sangre

Medicion de IFN alfa

. L. .. Tiempo 0 Tiempo 72h
30-45min post-administracion Voluntario | pg/mL | Ul/mL | pg/mL | Ul/mL | dif [Tiempo*
AA 1865 | 336 | 1499 | 269 | -37 60
400 1 = | DD 33.1 5.2 0.0 00 | -33 95
. DQ 2273 | 410 | 5088 | 920 | 281 60
3004 GG 198.1 | 357 | 3360 | 60.7 | 138 30
GL 44.9 74 | 1945 | 350 | 150 30
> E HM 734 | 127 | 2273 | 410 | 154 45
w 3, 2007 * G 6.0 00 | 1508 | 27.0 | 145 30
. ® LA 1776 | 319 | 4962 | 89.7 | 319 60
100 - e MLO 66.8 11.5 0.0 0.0 -67 80
' A MP 2052 | 370 | 1229 | 219 | -82 | 60
. N . RB 1910 | 344 | 854 | 150 | -106 | 60
0 Som sC 1129 | 201 | 734 | 127 | -40 60
WR 54.5 92 | 1047 | 186 | 50 45

* tiempo entre administracion de Nasalferon y la extraccion

Se detecta incremento de la concentracion de interferéon en sangre en los 5
voluntarios que la muestra se tomoé a los 30-45 min de la administracién nasal
realizada a los tres dias del inicio de la aplicacién.

En los que demoré una hora o mas la toma de muestras, no resulté
signficativo.



Media aritmética de incremento de los genes
en raspados orofaringeos

* Alta induccion de Cambio de expresién de genes en RASPADOS

biomarcador OAS1, o gﬁ o A
= -
relacionado con el efecto S o —& T .
. s 9-
antiviral. o 8- —_—
5 7-
. £ 64
 Se observan incrementos S 2- 1 v
. - 3- —
de biomarcadores 2 3 %
© T *le
relacionados con la . . .
N ) > A
. o 9 o & <
respuesta inmunitaria oY N4 ¢ 2\
Genes

TLR3, 7 y 8 en varios

voluntarios.



Media aritmética de incremento de los genes
en linfocitos de sangre periférica

Cambios de expresion de genes en PBMC
Se incrementa la expresion 16

de todos los genes hasta E %1 O
una media aritmética de: F s
. OAS1(1,8) % N
. TLR3 (2,3) E 5
+ TLR7 (3,1) s 0
. TLRS (2,0) 1 0‘5\' ) & &\gg; ) &



Incremento de la capacidad de desarrollar una respuesta efectiva

Relacion CD4+/CD8+

contra los patégenos

Se incrementa la relacién de células
T CD4+/CD8+ que favorece el
desarrollo de una respuesta efectiva
vs contra patégenos. Sin una
reduccién de significacion en las

concentraciones de células CD8+

CD4+/CD8+
5 **, p=0.0088
4- ‘
3
.
1

0 72

Tiempo (h)



Efecto significativo sobre el incremento de la concentracion de la
poblacion de células B

CD19+

A+, p=0.0472

Expansion de poblaciones de
células B CD19+

s

Concentracion de células CD19+
(millén por mL)
(=]
=
]

72

O -

Tiempo (h)



Efecto significativo sobre la activacidn de los Monocitos (células
presentadoras de los antigenos del patégeno al sistema inmunitario)

Intensidad media de Fluorescencia
HLADR

Monocitos MFI HLA DR

14
12
1EI1

E_

4+p=0.0303
L ]

=

U

Tiempo (h)

A las 72 horas ocurre
una activacion de los
monocitos circulantes
al incrementarse en
ésta su expresion de

HLADR



Obtencion de reactivos biologicos y desarrollo de
sistemas diagnostico serologico contra el SARS-CoV-2

Felc /S ELISA

(] L] o o 20 'i“é‘r&_.ﬂgt (enzyme-linked immunosorbent assay)

Sandwich ELISA

5 Nucleocapsid

W e : ; .
i - ' Spike glycoprotein (S) Linked
Membrane protein (M) Enzyme

(HRP) Y

— Envelope (E)
Detection
RNA Target / \ Antibody
Antigen N

Hemagglutinin

esterase-dimer
: Capture
L
\ - Antibody



Proyecto de desarrollo de vacuna
especifica contra SARS-CoV-2

Membrane 5"“‘1:;"“‘“
glycoprotein
Spike Aol B,
protein— O S _Q Membrane
o RNA nlw?'l:!r]utain
Envelope i
| B\ Envel
protein _ gbg: r;:r.l'::i 1
A —— Nucleocapsid )
Ll Nucleocapsid
' protein
U Receptor ACE2 (enclosing RNA)



Mas de 288 candidatos vacunales en desarrollo, 52
estan en Fase l/ll de Clinica, y 10 estan en Fase lll

Tipo de Vacuna Preclinica | Fase Fase l/ll | Fasell | Fase ll/lll
Vectores vivos no 23 4 1 4
replicativos
Vectores replicativos 17 2 1
RNA 25 2 2 2
DNA 14 1 4
Inactivadas 7 1 3 3
Atenuadas 4
Subunidades o VLP 75 9 5 1 1
Otras 32 3

Total 199 22 15 2 10

https://vac-Ishtm.shinyapps.io/ncov vaccine landscape/
(https://www.who.int/who-documents-detail/draft-landscape-of68
covid-19-candidate-vaccines)



https://vac-lshtm.shinyapps.io/ncov_vaccine_landscape/

GAM-COVID-VAC and GAM-COVID-VAC-lyo

{Cumpunent 1
rAd26-S E

Component 2

rAd5-S E

SARS-CoV-2

Glycoprotein S

VACCINATION REGIMEN:

Component 1 Component 2 Vaccine Key compound Form Storage

@ @ Gam-COVID-Vac Comp. 1: rAd26-S | Liquid 20°C
Comp. 2: rAd5-5

Gam-COVID-VacLyo | Comp. 1: rAd26-5 | Lyophilized | +4°C
Comp. 2: rAd5-5




Krammer, F. et al. SARS-CoV-2 vaccines in development. Nature https://doi.org/10.1038/s41586-020-2798-3 (2020).

Traditional development

Process
development, Large scale
Design and praclinical, production
exploratory toxicology Clinical trials Heﬂ“l_ﬂt““’ and
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15 years
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10 months to 1.5 years



mostly slght

lidraimuscizlaiintysdei mal
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- \
mostly lgG1

Intramasal vaccination

Krammer, F. et al. SARS-CoV-2 vaccines in development. Nature https://doi.org/10.1038/s41586-020-2798-3 (2020).



Proteina de la espiga del virus SARS-COV?2

vista lateral

vista superior




Union al receptor ACE2 y neutralizacion por anticuerpos




Estrategias de obtencion del candidato vacunal cubano

Expresion en
Bacteria
Obtencion de Formulacion con
Fragmento RBD a E To diact
artir de muestra Xpresion en proteina del Core
Se paciente Levadura de Hepatitis B
Obtencion de Expresion en
Fragmentos de Celulas de
RBD a partir de Mamiferos Aspectos de diferenciacidon con estrategias
sintesis quimica en desarrollo en otros paises:
Expresion de )
proteina quimérica - Empleo de la proteina del Core de la
con Core de hepatitis B con capacidad de potenciar
Hepatitis B la respuesta inmunoldgica (Patente ya
presentada).
\?:éﬁ:g?)gsgdica - Empleo de la ruta nasal de
en MAPs inmunizacion.




Impacto de los resultados en el protocolo de actuacion
cubano contra el COVID 19

Modificaciones al protocolo nacional de tratamiento a la COVD-19

— Introduccién del Heberferon (Interferon alfa + gamma) en sustiticion del

Interferon alfa en el tratamiento de los pacientes adultos.

— Empleo del péptido CIGB 258 (Jusvinza) en pacientes criticos, graves y

de cuidado.

— Introduccion del PCR el 9no dia y actualmente al 7mo dia para el alta

meédica.



Autores:

CIGB
1. Maria del Carmen Dominguez 16. Ivdn Campa Legra
2. MaPe| Hernénde.z Cedefio 17. Cristobal Gonzalez Losada
3. Silvio Perea Rodriguez 18. Luis Gabriel Gonzélez Lodeiro
4. |dania Baladron Castrillo 19. Gilda Lemos Perez
5. Pablo Arsenio Dias Reyes 20. Monica Bequet Romero
6. Maria Mercedes Vazquez Marcos 21. Camila Canaan-Haden Ayala
7. Julio Cesar Aguila'r 22. Isabel Gonzalez Moya
8. Jorge Aguiar Santiago 23. Yssel Mendoza Mari
9. Zurina Cinza Estevez 24. Iris Valdes Prado
10. Hilda Elisa Garay Perez 25. Julio Raul Fernandez
11. Viviana Falcon Cama 26. Hamlet Camacho
12. Eduardo Pent.o'n Arias 27. Dania Vazquez Blomquist
13. Iraldo 36”0 Rivero 28. Gerardo Guillén Nieto
14. Yaquelin Duncan 29. Lab. Analitico, Lab. PCR y Lab. de Sintesis de
15. Claudia Martinez péptidos.
Hospital Luis Diaz Soto
Rafael Venegas /\’:IGB T,
Abraham Ismael Beato Canfux DE INGENIERI'A GENETICA

Idelsis Esquivel-Moynelo

Lien Laguna Oliva

P BTN Y =

Y BIOTECNOLOGIA

Teresita Montero Gonzalez

Lab. Microbilogia y Lab. Clinico Hospital Luis Diaz Soto.



