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Sueros de animales convalecientes inmunizados con candidatos vacunales del Instituto Finlay
de Vacunas, inhiben la colonizacion del SARS-CoV-2 en Hamster Sirio Dorado.
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Resumen: El desarrollo de candidatos vacunales cubanos, estuvo acompafiado de ensayos de inmuni-
zacion y reto viral en modelos animales que aportaron valiosa informacién en los estudios preclinicos
sobre inmunogenicidad y proteccion de las moléculas empleadas. Evaluar la capacidad de inhibir la
replicacion y colonizacion del SARS-CoV-2 en un modelo vivo, inoculado con virus y sueros hiperin-
munes de animales convalecientes inmunizados con los candidatos vacunales fue el objetivo del trabajo.
Se inmunizaron Hamster convalecientes de la infeccién por SAR-CoV-2 con una dosis de biomoléculas
FR-01, FRO1A y FRO2. Se determinaron titulos de 1gG anti RBD y anticuerpos neutralizantes. Los sue-
ros hiperinmunes se pusieron una hora de contacto con el virus y la mezcla se inocul6 via intranasal a
Hamster sanos. Se monitored peso corporal, signos de enfermedad, presencia de ARN viral por RT —
PCR vy replicacion viral por efecto citopatico en células Vero E6. Se realizd histopatologia de los pul-
mones. Los Hamster convalecientes inmunizados tuvieron altos titulos de anticuerpos neutralizantes y
se observo que en los animales inoculados con la mezcla de virus y sueros de convalecientes vacunados,
ocurrié inhibicion de la replicacion viral en la mucosa nasofaringea, con valores bajos de carga viral en
pulmones y menor area de dafio pulmonar, a diferencia de los animales inoculados con mezcla de sueros
negativos y virus, donde se observaron valores altos de carga viral en nasofaringe y pulmones, asi como
agravamiento del dafio pulmonar. Los resultados permiten concluir que las biomoléculas FR01, FRO1A,
FRO2, inducen anticuerpos neutralizantes en convalecientes que inhiben la colonizacion del virus
SARS-CoV-2 y evitan el agravamiento del dafio pulmonar

Palabras clave: inhibicion de la colonizacién, inmunogenicidad en hamster, SARS-CoV-2, neu-
tralizacion del SARS-CoV-2.
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I. INTRODUCCION

El desarrollo de una vacuna implica varias fases de estudio, donde el uso de modelos animales en las
fases preclinicas continda siendo de suma importancia para verificar seguridad y eficacia en organismos
completos, mas que en células aisladas o por predicciones bioinformaticas Unicamente, herramientas
que no han podido reemplazar el uso de los modelos para evaluar la respuesta inmune desencadenada
contra un patégeno de interés.

La semejanza entre la fisiologia humana y animal en algunos aspectos de los distintos modelos ani-
males, ha sido Gtil debido a que proporciona valiosa informacion acerca del comportamiento de los sis-
temas humanos frente a los patdégenos. Enfermedades infecciosas como las provocadas por Hantavirus,
virus Ebola, virus Nipah, entre otras, se han estudiado a profundidad utilizando modelos animales, en
particular Hamster Sirios Dorados .

El desarrollo de candidatos vacunales cubanos contra la COVID-19, estuvo acompafiado de diversos
estudios en modelos animales en las etapas preclinicas de evaluacion, donde se realizaron diferentes
ensayos para demostrar la seguridad, inmunogenicidad y proteccion de las formulaciones, utilizando el
biomodelo Hamster Sirio Dorado.

El modelo Hamster Sirio Dorado se ha descrito como un modelo animal ideal para los estudios de in-
fectividad del SARS-CoV-2 y ensayos de reto viral, por su capacidad de reflejar la progresion de la en-
fermedad similar a la Covid-19 padecida por los humanos, ademas de las ventajas que proporciona su
bajo costo, talla pequefia y facil manejo. ®

Los aislamientos de SARS-CoV-2 se replican de manera eficiente en los pulmones de los Hamster Si-
rios y causan lesiones patologicas graves en los pulmones de estos animales similares a las reportadas
de pacientes con neumonia por COVID-19 " igualmente se ha demostrado que existe una alta interac-
cion funcional del RBD del SARS-CoV-2 con el receptor ACE-2 del Hamster. ©

Los sueros hiperinmunes inducidos por los diferentes candidatos vacunales contra la Covid-19 se eva-
lban por los titulos de anticuerpos IgG anti RBD y su funcionalidad para neutralizar el virus en ensayos
in vitro o in vivo. Con el objetivo de evaluar la capacidad de neutralizacion de sueros hiperinmunes de
animales convalecientes inmunizados con candidatos de vacunas Soberana 01 (FRO1), Soberana 01A
(FRO1A) y Soberana 02 (FR02), se realizé un ensayo de inhibicion de la colonizacion del SARS-CoV-2
utilizando el modelo vivo Hamster Sirio Dorado.

Il. METODO

Hamster machos adultos de 30 dias de convalecencia a la infeccion con SARS-CoV- 2, fueron inmuni-
zados via intramuscular con una dosis de los candidatos vacunales del Instituto Finlay de Vacuna (IFV),
FR-01, FR-01A y FR-02. Se comprobaron los titulos de anticuerpos 1gG anti RBD y de anticuerpos
neutralizantes, previa inmunizacion de refuerzo y a los 21 dias posteriores de vacunados.

Se tomaron 50 pL de suero de hamster convalecientes inmunizados con las diferentes biomoléculas y
se mezclaron con 50 pL de virus SARS-CoV-2 (variante viral D614G) a una concentracién de 10
DICCso en medio MEM con antibiotico. De igual manera se procedio con los sueros de convalecientes
sin refuerzo de inmunidad, que también fueron mezclados con el virus, y suero de hamster sano sin in-
munizar que se mezcld bajo las mismas condiciones, a modo de emplearlo como control positivo en el
ensayo. Como placebo (control negativo) se utilizé suero de hdmster sano sin inmunizar y sin mezclar
con el virus.



Suero de ratas inmunizadas (28 dias) con dosis de FR-01 y FR-01A igualmente fueron mezclados con
el virus, de manera similar a los anteriormente descrito.

Las mezclas de los sueros con el virus se mantuvieron durante una hora a 37°C, posteriormente 100
pL de las mezclas de virus mas sueros hiperinmunes, y los sueros controles positivos y negativos, fue-
ron inoculados via intranasal a 21 Hamster sanos, machos entre 100 y 120 g de peso, formando los gru-
pos de estudio (G1, G2, G3, G4, G5, G6, G7) segun se describen en la Tabla 1.

Tablal. Distribucion de los grupos de estudio del ensayo

Grupos de estudio N th 48h 72h

G1. Inoculados con suero 3 Hisopado Hisopado Lavado nasofaringeo
(convaleciente + FR 01) + nasal nasal y pulmén
virus

G2. Inoculados con suero 3 Hisopado Hisopado Lavado nasofaringeo
(convaleciente + FR 01A) + virus nasal nasal y pulmén

G3. Inoculados con suero 3 Hisopado Hisopado Lavado nasofaringeo

(convaleciente + FR 02) + virus nasal nasal y pulmén

G4. Inoculados con suero 3 Hisopado Hisopado Lavado nasofaringeo
(rata + FR 01+FRO1A) + virus nasal nasal y pulmén

G5. Inoculados con suero 3 Hisopado Hisopado Lavado nasofaringeo
convaleciente + virus nasal nasal y pulmén

G6. Inoculados con suero ne- 3 Hisopado Hisopado Lavado nasofaringeo
gativo + virus. Control Positivo nasal nasal y pulmén

G7. Inoculados con suero ne- 3 Hisopado Hisopado Lavado nasofaringeo
gativo. Control Negativo nasal nasal y pulmén

Los animales inoculados fueron observados durante 72 h, determinandose el peso corporal, actividad
fisica (evaluacion de signos de enfermedad) y se les realiz6 hisopado faringeo a las 24 y 48 h, asi como
eutanasia a las 72 h donde se realizd lavado nasofaringeo (NSF) y necropsia para estudio molecular,
viroldgico e histopatologico de los pulmones. (Fig. 1)



Convencion Internacional de Salud, Cuba Salud 2022

Infeccion intranasal

_ < PCR
1 hora contacto —> 100 pL de mezcla 1:1 Eutanasia NSF «  cultivo
Suero 21 dias+ Virus  5OML virus 10 ¢ DICCs, + 50 ul Suero e =" . Histopatologia
- \ "
T pulmédn
Dia0 Monitoreo 24h, 48 h,72 h 72h PI

Ensayo Neutralizacion

Fig 1: Marcha experimental.
(Leyenda: DICCs: Dosis infectiva media en cultivo celular; NSF: Lavado nasofaringeo; Pl: periodo post infeccion)

Las muestras de los hisopados y lavados nasofaringeos, asi como de los pulmones se estudiaron por
RT-PCR para determinar presencia de ARN de SARS-COV-2. La deteccion del virus SARS-CoV-2 se
realizdé haciendo uso de los cebadores y sondas para la deteccidn del gen de la envoltura en el estuche
comercial RIDA® GENE SARS-CoV-2 RUO (R-Biopharm AG). ©® Para la confirmacion se utilizaron
los cebadores y la sonda disponibles en el estuche comercial Light Mix RdRP COVID-19 (TIB
MOLBIOL, Roche), que reconoce el gen de la polimerasa del SARS-CoV-2. Se utilizo la plataforma
para PCR Tiempo Real Rotor Gene Q 5 plex (QIAGEN). ©

La utilidad del ensayo de RT-PCR para estimar la carga viral mediante el valor de Ct (cycle thres-
hold) en espafiol ciclo de umbral (nimero de ciclos necesarios para detectar el ARN viral extraido y
amplificado por la prueba de PCR en tiempo real), esta bien descrita en la literatura. "®

Paralelamente se realizo cultivo viral de las muestras mediante la inoculacion de células Vero E6 en
placas de 24 pozos. Los cultivos se incubaron a 37 °C en atmosfera de 5% de CO, durante 7 dias. Las
células inoculadas se monitorearon diariamente, para detectar cambios o la aparicion de efecto citopati-
co (ECP) y demostrar la viabilidad del virus en las muestras.

Para los estudios histopatoldgicos se realizd necropsia de la cavidad toracica. Se examinaron macros-
cépicamente los pulmones y se colectaron muestras de los mismos, las cuales fueron lavadas con medio
MEM con antibidtico y maceradas. EIl sobrenadante del tejido macerado se centrifug6é a 3000 rpm du-
rante 15 min y se filtré por filtros de 0,45u y 0,2u para los ensayos virologicos y de biologia molecular.

Los estudios que conllevaron la manipulacién de cultivos virales y manejo de animales infectados
con SARS-CoV-2 se condujeron dentro de una instalacion de Nivel de Bioseguridad 3.

I1l. RESULTADOS

Titulos de anticuerpos. En la Tabla 2 se muestran los titulos de anticuerpos 1gG anti RBD de los sue-
ros de hdmster de 30 dias de convalecencia inmunizados con una dosis de las diferentes biomoléculas
en los tiempos 0, 7, 14 y 21 dias. En los Hamster convalecientes se observaron titulos altos de anticuer-
pos anti RBD, mantenidos hasta los 21 dias posteriores de aplicadas las inmunizaciones, previo al inicio
del ensayo de inhibicion de la colonizacion viral. Resultados similares se observaron en el ensayo de
neutralizacion viral donde se demostrd la presencia de altos titulos de anticuerpos funcionales capaces
de neutralizar el SARS-CoV-2, en los sueros que se pusieron en contacto con el virus y que posterior-
mente fueron inoculados en el modelo animal. (Tabla 3)



Tabla 2. Respuesta de anticuerpos 1gG anti RBD de hamster convalecientes inmunizados con candidatos vacunales
FR-01, FR-01A, FR-02

Titulos de IgG anti RBD Log (10)

Sueros 0 dias 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
Conv. + FR-01 3,607 3,130 3,130 3,130 -
Conv. + FR-01A 3,607 3,607 3,130 3,130 -
Conv. + FR-02 3,130 3,130 3,130 3,130 -
Rata +FR-01+FR-01A - - - - 2,480

(Leyenda: Conv. + FR-01: hamster convaleciente inmunizado con FR-01, Conv. + FR-01A: h&mster convaleciente inmu-
nizado con FR-01%, Conv. + FR-02: h&mster convaleciente inmunizado con FR-02, Rata: rata inmunizada con una dosis de
FR-01y una dosis de FR-01?)

Tabla 3. Titulos de anticuerpos neutralizantes de hamster convalecientes y convalecientes inmunizados

Sueros Titulos de Anticuerpos Neutralizantes
0 dias 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
Conv + FR-01 - 1:891 1:640 1:640
Conv + FR-01A - 1>1280 1:891 1:891
Conv + FR-02 - 1:640 1:891 1:640
Rata + FR-01 + FR-01A 1:40 - 1:112 - 1:224
Pool suero convaleciente sin refuerzo 1:891 - - -

(30 dias post-infeccion)

(Leyenda: Conv. + FR-01: hamster convaleciente inmunizado con FR-01, Conv. + FR-01A: h&mster convaleciente inmu-
nizado con FR-01%, Conv. + FR-02: h&mster convaleciente inmunizado con FR-02, Rata: rata inmunizada con una dosis de
FR-01y una dosis de FR-01A)

Signos de enfermedad. Los hamster inoculados con las mezclas de sueros de convalecientes mas virus
(GbH), sueros de convalecientes inmunizados con FR-01 (G1), FR-01A (G2), FR-02 (G3) y suero de rata
inmunizada con FR-01 y FR-01A (G4) tuvieron un comportamiento similar a los controles negativos
(G7), no mostraron signos de enfermedad en el periodo de observacién, ni manifestaron disminuciones
significativas del peso corporal, a diferencia de los controles positivos (G6) donde se observaron a las
72 h pérdidas superiores al 10 % del peso corporal inicial. Los grupos G2, G3, G5 y G7 (controles
negativos) tuvieron diferencias estadisticamente significativas con relacion al G6. (Fig. 2). El compor-
tamiento de los animales tratados con suero de rata inmunizada con dos dosis de FR-01 y FR-02, fue
similar al de los tratados con suero de convalecientes inmunizados con una dosis de los diferentes can-
didatos vacunales.

En los Hamster controles positivos se observaron signos de poca actividad fisica, letargia, postura en-
corvada y respiracién arritmica después de 48 h de inoculacion. Los signos de enfermedad antes descri-
tos y las pérdidas de peso durante el proceso infeccioso coinciden con las observaciones de otros auto-
res en estudios de infectividad con el SARS-CoV-2, sobre todo en Hamster machos. ©
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Fig. 2. Comportamiento del peso corporal de los hamster por grupo de estudio. El grupo G6 K+ (controles positi-
vos de infeccidn) presentd las mayores pérdidas de peso corporal a las 72 h post inoculacion.

Deteccién de ARN viral. En las PCR realizadas a partir de los lavados de mucosa nasofaringea se ob-
servo que en los animales inoculados con la mezcla de virus y sueros de convalecientes vacunados, ocu-
rrié inhibicién de la replicacion viral a nivel de la mucosa nasofaringea, con valores de Ct con diferen-
cias estadisticamente significativas con relacién al grupo control positivo. Solamente en tres Hamster,
correspondientes a los grupos de estudio G1, G4 y G5 amplificé material gendmico de SARS-CoV-2,
detectable a las 24 h post infeccion, con valores de Ct altos, indicativos de baja carga viral, en el resto
de los animales no se detect6 ARN viral. En los controles negativos no hubo amplificacion de material
gendmico del virus, pero para su representacion grafica se les asigno un valor de Ct de 40. (Fig. 3)
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Fig. 3. Resultados de la RT-PCR de muestras de nasofaringe de animales de los diferentes grupos de estudio. Los
animales tratados con suero de convalecientes, y sueros de convalecientes vacunados mostraron baja carga viral con
diferencias estadisticamente significativas con relacion al grupo control positivo de infeccidn.



Los valores de Ct proporcionan una medida inversa con relacion a las cargas virales presentes en las
muestras, valores bajos de Ct, representan un menor namero de ciclos de amplificacion para detectar el
ARN viral, lo que se traduce como mayor carga viral estimada en la muestra. Una prueba que registra
un resultado positivo después de 12 rondas (valor de Ct de 12) comienza con mas de 10 millones de
veces méas material genético viral que una muestra con un valor de Ct de 35. ")

En las PCR realizadas a partir de las muestras de pulmones, se observaron también diferencias esta-
disticamente significativas en los valores de Ct de los controles negativos y animales inoculados con las
mezclas de virus y sueros de convalecientes vacunados, con relacién a los controles positivos donde se
observaron valores bajos de Ct, indicando elevada carga viral. A las 72 h post infeccion en los grupos
de estudio G1, G2, G3, G4, G5 se apreciaron valores bajos de carga viral en 7 animales, y en 8 no se
detectd ARN de SARS-CoV-2 en los pulmones. Los valores de Ct observados en los animales tratados
con suero de rata inmunizada con dos dosis de FR-01 y FR-02, fue similar al apreciado en los Hamster
tratados con suero de convalecientes inmunizados con una dosis de los diferentes candidatos vacunales,
lo que evidencia la inmunogenicidad y proteccién conferida por dichas biomoléculas. En los controles
negativos no hubo amplificacion de material gendmico del virus, pero para su representacion grafica se
les asigno un valor de Ct de 40. (Fig. 4)
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Fig.4. Resultados de la RT-PCR de muestras de pulmones de animales de los diferentes grupos de estudio. Los
animales tratados con suero de convalecientes, y sueros de convalecientes vacunados mostraron diferencias estadisti-
camente significativas con relacion al grupo control positivo de infeccién, que mantuvo a las 72 h valores bajos de Ct,

indicando alta carga viral en el tejido pulmonar.

Cultivo viral e histopatologia. No se observd efecto citopatico en los cultivos virales de las muestras
procedentes de pulmones de los Hamster pertenecientes a los grupos G7 (control negativo) y grupos G1,
G2, G3, G4, G5, de animales que recibieron el indculo viral con suero de animales inmunizados y con-
valecientes inmunizados con los candidatos vacunales, a diferencia del grupo G6 (controles positivos)
donde se demostro dafio celular producto de la replicacién viral, a partir de los tejidos de pulmones con
virus infectivos. Coincidiendo estos resultados con los hallazgos de los estudios de deteccion de ARN
viral por RT-PCR. Los dafos histopatologicos se correspondieron con los hallazgos de los estudios mo-
leculares y viroldgicos. Un hamster del G1, dos del G4 y otro del G5 tuvieron lesiones leves con un bajo
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porciento de area pulmonar afectada, por el contrario, en el G6 (controles positivos) se observo presen-
cia de neumonia intersticial aguda con mayor extension del dafio en los pulmones.

IV. CONCLUSIONES

Los resultados permiten concluir que los candidatos vacunales Soberana 01 (biomoléculas FR01),
Soberana Plus (FRO1A) y Soberana 02 (FR02), inducen anticuerpos neutralizantes en Hamster convale-
cientes de la infeccion por SARS-CoV-2, que inhiben la replicacién del virus en mucosa nasofaringea y
evitan el agravamiento del dafio pulmonar en el modelo biolégico empleado.
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