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RESUMEN

Introduccién. La vacuna SOBERANA®PIus se evalud en convalecientes de COVID-19 ante
la emergencia de nuevas variantes del SARS-CoV-2. SOBERANA®PIus se basa en el di-
mero de la protefna recombinante del dominio de unién al receptor (RBD) con secuencia
319-354. Métodos. Se ejecutaron 2 estudios clinicos, en los que se evalud una dosis de la
vacuna. En el ensayo Fase | abierto en 30 convalecientes de COVID-19 con cuadro clinico
asintomatico y leve, en edades entre 22 afios hasta 57 afios, se evalud su seguridad, reac-
togenicidad e inmunogenicidad, mediante ELISA anti-RBD, la prueba de inhibicion in vitro
RBD:hACE2, la de neutralizacion viral y la evaluacion de células T efectoras. Inscrito en el
Registro Publico Cubano de Ensayos Clinicos, WHO-ICTRP: https://rpcec.sld.cu/en/trials/
RPCEC00000349-Sp. El estudio Fase I, controlado, aleatorizado y con grupo placebo, en
450 convalecientes de COVID-19 asintomatico, leve o moderado, entre 19 afios hasta 78
afios de edad. Se evalud la reactogenicidad e inmunogenicidad humoral. WHO-ICTRP: ht-
tps://rpcec.sld.cu/en/trials/RPCEC00000366-Sp. Resultados y Discusion. En ambos es-
tudios no se reportaron eventos adversos graves. Predominaron los leves, el mas comun,
dolor local. La vacuna estimulé un incremento mayor que 21 veces de los anticuerpos 1gG
anti-RBD 28 dias después de la vacunacion en el ensayo Fase |, y mayor que 31 veces en
el Fase II. La mediana de los titulos de anticuerpos inhibidores en ambas fases fue de 94,0
%. Se detectd un aumento significativo de los titulos de neutralizacion viral contra las va-
riantes D614G, alfa, beta y delta, y de las células T especificas que producen IFN-y y TNF-a.
Conclusiones, se demostré que SOBERANA®PIus tiene un excelente perfil de seguridad
y que una sola dosis es capaz de reforzar eficazmente la inmunidad natural preexistente.

Palabras clave: Infeccion por SARS-CoV-2; vacunas contra la COVID-19; seguridad; inmunoge-
nicidad

SOBERANA®PIus: safe and efficient reinforcement of the
preexis-ting natural immunity against SARS-CoV-2

ABSTRACT

Introduction: SOBERANA®PIus vaccine was evaluated in COVID-19 convalescents in the
face of the emergence of new SARS-CoV-2 variants. SOBERANA®PIus is based on the
recombinant receptor binding domain (RBD) protein dimer with sequence 319-354. Me-
thods: Two clinical studies were executed, in which one dose of the vaccine was evaluated.
In the open-label Phase | clinical trial, in 30 COVID-19 convalescents with asymptomatic
and mild clinical presentation, aged 22 to 57 years, safety, reactogenicity and immuno-
genicity were evaluated, by means of anti-RBD ELISA, in vitro RBD:hACE2 inhibition test,
viral neutralization test and evaluation of effector T cells. Registered in the Cuban Public
Registry of Clinical Trials, WHO-ICTRP: https://rpcec.sld.cu/en/trials/RPCEC00000349-Sp.
The randomized and placebo-controlled Phase Il study, in 450 COVID-19 convalescents,
asymptomatic, mild or moderate, between 19 and 78 years of age. Reactogenicity and
humoral immunogenicity were evaluated. WHO-ICTRP: https://rpcec.sld.cu/en/trials/RP-
CEC00000366-Sp. Results and Discussion: No serious adverse events were reported in
both studies. Mild events predominated, being the most common, the local pain. The vac-
cine stimulated an increase of >21-fold in the anti-RBD IgG antibodies 28 days after vac-
cination in the Phase | trial, and >31-fold in the Phase |l trial. Median of inhibitory antibody
titers in both phases were 94.0%. A significant increase in viral neutralizing titers against
D614G, alpha, beta and delta variants, and specific IFN-y- and TNF-a-producing T cells was
detected. Conclusions, SOBERANA®PIus has demonstrated an excellent safety profile and
a single dose was able to effectively boost pre-existing natural immunity.

Keywords: SARS-CoV-2 Infection; COVID-19 Vaccines; safety; immunogenicity
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INTRODUCCION

La COVID-19 se caracteriza por una mayor letalidad en
individuos con afectaciones cuantitativas o cualitativas de la
inmunidad y con la presencia de comorbilidades. La respues-
ta inflamatoria incontrolada y la tormenta de citocinas son
responsables de su evolucién torpida. 29

En el otro espectro clinico-epidemioldgico se observan
infectados asintomaticos, otros con cuadros clinicos leves y
moderados, asi como individuos con evidencia de haber teni-
do una infeccion subclinica, detectada mediante estudios se-
rolégicos poblacionales. “9 Ademas de las particularidades
de la evolucion clinica de esta enfermedad, otra caracteristica
importante radica en su elevada transmisibilidad. ¢4

El porcentaje de sujetos asintomaticos ha oscilado entre
el 20 % y el 60 % entre todos aquellos casos con PCR po-
sitivo. Por otra parte, se ha reportado que el nimero de in-
fectados no detectados, y por tanto no incluidos en las tasas
de incidencia, puede ser entre 10 y 20 veces mayor que los
diagnosticados. En ambos casos sera en dependencia de la
efectividad de las pesquisas activas y las politicas de salud
establecidas en cada pais. ®67

Respecto a la posibilidad de volver a padecer la enferme-
dad, hay criterios diversos: algunos investigadores reportan
inmunidad, de corta o larga duracion, en dependencia de los
niveles de anticuerpos neutralizantes. “#' Otros estudios
aportan evidencias de reinfeccion, en especial ante la emer-
gencia de nuevas cepas del SARS-CoV-2. @9

En Cuba, el tratamiento precoz, incluyendo el uso masi-
vo de inmunomoduladores y anti-inflamatorios, no facilita la
induccién de anticuerpos protectores y otros efectores de la
respuesta inmune. © Por todo ello, algunos convalecientes de
COVID-19, posiblemente no estén protegidos adecuadamente
ante un nuevo contacto con el SARS-CoV-2.

Los anticuerpos neutralizantes contra este virus son es-
timulados por la subunidad S1 de la proteina espicular, espe-
cialmente el dominio de unién con el receptor ACE2: conocido
como RBD por sus siglas en inglés (receptor binding domain).
Otras proteinas del virus pueden propiciar el mecanismo in-
munopatogénico mediado por anticuerpos: ADE (antibody
dependent enhancement). (2391 Por ello, se ha priorizado el
desarrollado de candidatos vacunales en diferentes platafor-
mas, basados en el RBD como inmundgeno vacunal timode-
pendiente, los que han demostrado su seguridad e inmunoge-
nicidad, tanto en estudios nacionales como internacionales.
(10,12-15)

La evaluacion preclinica del RBD dimérico recombinante
(d-RBD) como inmunogeno vacunal de SOBERANA®PIus ha
demostrado que es seguro mediante estudios toxicoldgicos; e
inmunogénico en ratones y conejos, en los que ha estimulado
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la produccién de altos titulos de anticuerpos contra el RBD,
con un alto indice de avidez por el antigeno, y con la capaci-
dad de inhibir la interaccion del RBD con su receptor ACE2, asfi
como neutralizar el virus vivo.

Nuestra hipdtesis cientifica se fundamenta en la existen-
cia de clones de linfocitos de memoria en individuos previa-
mente infectados por el SARS-CoV-2, que se estimulan se-
lectivamente con una dosis de la vacuna SOBERANA®PIus,
induciendo asi elevados niveles de anticuerpos neutralizan-
tes, que pudieran protegerlos ante una reinfeccion, en particu-
lar contra nuevas variantes del SARS-CoV-2.

Esta vacuna, al reactivar de forma especifica la respues-
ta inmune inducida por la infeccion natural, pudiera constituir
una alternativa diferenciada para el sector de la poblacion que
ha padecido la COVID-19, y que no fuera incluida en las prime-
ras etapas de la campafia cubana de vacunacion contra esta
enfermedad.

El objetivo general de esta investigacion fue evaluar la se-
guridad, la reactogenicidad y la inmunogenicidad de la vacu-
na SOBERANA®PIus contra el SARS-CoV-2 basado en d-RBD
en hidréxido de aluminio; en convalecientes de COVID-19 con
cuadro clinico leve, moderado y asintomaticos con PCR posi-
tivos.

METODOS

Diseio y participantes

Fase l. Ensayo clinico fase |, adaptativo, abierto y mono-
céntrico, en el Instituto Nacional de Hematologia e Inmunolo-
gia de La Habana, Cuba preveia las siguientes adaptaciones
prospectivas:

e Regla deinterrupcion por toxicidad inaceptable (si la tasa
de probabilidad de eventos adversos graves asociados a
la vacuna era superior a 0,05).

e Evaluacion temprana de la inmunogenicidad (si la proba-
bilidad de respuesta inmune era superior a 0,90 se pre-
sentaria un informe a la agencia reguladora para avanzar
en el disefio del siguiente estudio).

e Inclusion de otros criterios de evaluacion en funcion de
los datos externos acumulados.

Se reclutaron 30 individuos entre los convalecientes de
COVID-19 en La Habana que cumplian los criterios de selec-
cion. Se computd el tiempo transcurrido desde el alta hospi-
talaria o el diagndstico seroldgico hasta la vacunacion. Los
participantes se distribuyeron en 3 grupos: convalecientes
de COVID-19 leve (N = 11), convalecientes asintomaticos (N
=10), ambos con prueba de PCR positiva en el momento del
diagnostico y aclarados al menos 2 meses antes del inicio del

Este articulo es distribuido en acceso abierto segun los términos de la Licencia Creative Commons Atribucién—NoComercial 4.0




An Acad Cienc Cuba. 2023;13(1)

estudio (un requisito de seguridad del protocolo cubano para
pacientes convalecientes), e individuos con infeccion subcli-
nica detectada por investigacion comunitaria con 1gG especi-
fica para el SARS-CoV-2, pero que nunca fueron confirmados
por PCR (N = 9). Los convalecientes de COVID-19 de los 2 pri-
meros grupos tenian antecedentes de ingreso hospitalario de
acuerdo con el protocolo cubano. Los sujetos del tercer grupo
fueron identificados durante estudios seroepidemiolégicos
dirigidos a personas sin antecedentes de manifestaciones
clinicas de COVID-19.

Todos los participantes fueron pesquisados (historia clini-
ca completa, prueba réapida de embarazo en mujeres en edad
fértil, pruebas de PCR del SARS-CoV-2, andlisis de sangre
-VIH; serologia de la hepatitis B y C; recuento sanguineo com-
pleto; pruebas de funcidn renal y hepatica, anticuerpos 1gG
anti-RBD, anticuerpos bloqueadores de la interaccion RBD:hA-
CE2, prueba de neutralizacion del virus e inmunidad celular-).
Los criterios de exclusién fueron: por razones de seguridad:
antecedentes de hospitalizacion por COVID-19 moderada o
grave durante los ultimos 2 meses, y cualquier enfermedad
grave o enfermedad crénica descompensada, inmunodefi-
ciencia, antecedentes de alergia grave, embarazo, lactancia,
tratamiento inmunolégico durante los Ultimos 30 dias; PCR
positiva para SARS-CoV-2, deteccion de anticuerpos bloquea-
dores de la interaccion RBD:hACE2 superior al 60 % a una di-
lucion sérica 1/100. El estudio fue registrado en el Registro
Publico de Ensayos Clinicos de Cuba: https:/rpcec.sld.cu/en/
trials/RPCEC00000349-Sp, incluido en la Plataforma de Ensa-
yos del Registro Clinico Internacional de la OMS.

Fase Il. Ensayo clinico Fase Il, secuencial, multicéntrico,
aleatorizado, en grupos paralelos, controlado con placebo y
doble ciego, serealizé en el Instituto Nacional de Hematologia
e Inmunologia y en el Centro Nacional de Educacion Sexual.
Se estudiaron sujetos convalecientes de COVID-19 asintoma-
ticos, leves o moderados. Se reclutaron 450 individuos de am-
bos sexos entre 19 afios y 80 afios de edad entre los convale-
cientes de COVID-19 que cumplian los criterios de seleccion.

Se computd el tiempo transcurrido desde el alta hospita-
laria hasta la vacunacién (todos los individuos con pruebas de
PCR positivas, incluidos los asintomaticos, fueron ingresados
en los hospitales de Cuba, segun la normativa nacional). Se
requirié una prueba de PCR negativa al menos 2 meses antes
del inicio del estudio.

Los participantes fueron asignados al grupo experimental
o de control: el grupo experimental fueron vacunados con una
dosis Unica de la vacuna SOBERANA®PIus y el grupo de con-
trol (placebo) recibio¢ el excipiente de la vacuna. Se evaluaron
los eventos adversos y la respuesta inmune humoral.

El estudio se realizé secuencialmente en 2 fases:

e Fase lla: Etapa abierta y no controlada para definir la par-
ticipacion de sujetos convalecientes de COVID-19 entre
60 afios hasta 80 afios en la siguiente Fase Ilb. Este gru-
po de edad se incluiria en la Fase lIb si la tasa de eventos
adversos graves asociados a la vacuna fuera inferior a
0,05y se alcanzara una respuesta inmune satisfactoria
en mas del 50 % de los voluntarios.

e Fase llb: Fase aleatorizada, controlada con placebo y
doble ciego. Los sujetos convalecientes de COVID-19
de entre 19 afios y 80 afios fueron distribuidos aleatoria-
mente en 2 grupos: el grupo experimental, que recibio la
intervencion, y el grupo de control, que recibié placebo.

Todos los participantes se sometieron a pesquisaje (his-
toria clinica completa, prueba rapida de embarazo en mujeres
en edad fértil, prueba répida de antigeno COVID-19 (Roche).
El recuento sanguineo completo y las pruebas de funcién re-
nal y hepatica se afiadieron solo en la fase lla). Los criterios
de exclusion fueron: por razones de seguridad, historia de
COVID-19 grave, hospitalizacion debido a COVID-19 durante
los ultimos 2 meses, cualquier enfermedad grave o enferme-
dad crénica descompensada, inmunodeficiencia, historia de
alergia grave, embarazo, lactancia, prueba de COVID-19 posi-
tiva, tratamiento inmunoldgico durante los ultimos 30 dias. El
estudio se inscribio en el Registro Publico de Ensayos Clinicos
de Cuba: https:/rpcec.sld.cu/en/trials/RPCEC00000366-Sp,
incluido en la Plataforma de Ensayos del Registro Clinico In-
ternacional de la OMS.

Consideraciones éticas

El Ministerio de Salud Publica de Cuba (MINSAP) esta-
blecié un programa de atencion médica para los pacientes
convalecientes de COVID-19. El Instituto Nacional de Hema-
tologia e Inmunologia (INHI) -sitio clinico de los ensayos- y
el equipo de investigacion clinica del ensayo estan incluidos
en este programa de atencién médica. EI MINSAP, el Comi-
té de Etica Independiente para Estudios en Seres Humanos,
en el INHI y la Agencia Nacional Reguladora de Cuba (Centro
de Control Estatal de Medicamentos y Dispositivos Médicos,
CECMED), aprobaron el ensayo y los procedimientos. Fase I:
Fecha de autorizacion: 30/12/2020, Numero de referencia:
542/05.017.20B. Fase II: Fecha de autorizacion: 9/4/2021,
Numero de referencia: 110/05.008.21BA. Se llevaron a cabo
de acuerdo con la Declaracion de Helsinki y las Buenas Prac-
ticas Clinicas.

Un Comité Independiente de Monitorizacion de Datos
(4 miembros especializados en ensayos clinicos y monitori-
zacion de datos, independientes de los patrocinadores y de
los investigadores clinicos) realizé un analisis intermedio de
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datos de seguridad, reactogenicidad e inmunogenicidad. El
analisis final de seguridad, reactogenicidad e inmunogenici-
dad fue realizado por el estadistico responsable del disefio y
del analisis estadistico. Todos los sujetos fueron estudiados
durante los andlisis intermedios y durante el andlisis final.
Durante el reclutamiento, los investigadores proporciona-
ron a los potenciales participantes una amplia informacion
relevante, tanto oral como escrita. Se aclararon todas las pre-
guntas y dudas. La decision de participar en el estudio fue
totalmente voluntaria. Se obtuvo el consentimiento informa-
do por escrito de todos los participantes. Durante el estudio,
los comités evaluaron la relacion riesgo-beneficio del ensayo
y garantizaron los derechos, la salud y la privacidad de los vo-
luntarios, incluida la confidencialidad de la informacion.

Producto en evaluacion

Antigeno vacunal: RBD del SARS-CoV-2 (secuencia: 319-
541 residuos de aminodcidos), expresada en células CHO,
purificada y caracterizada como de costumbre. La RBD se di-
meriza a través de un puente disulfuro entre cadenas Cys538-
Cys538. Vacuna SOBERANA®PIus , composicion por dosis
(0,5 mL): d-RBD 50 pg, NaCl 4,250 mg, Na,HPO, 0,03 mg,
NaH,PO, 0,02 mg, tiomersal 0,05 mg, agua de inyeccion, gel
de hidroxido de aluminio 1,25 mg, pH 6,0-7,2. La vacuna fue
fabricada segun las Buenas Practicas de Manufactura por el
Instituto de Vacunas Finlay en La Habana, Cuba.

Procedimientos

Fase I. Se tomaron muestras de sangre los dias 0 (antes de
la vacunacion), 7, 14 y 28. Los voluntarios fueron observados
de cerca durante 3 horas después de la vacunacion. Después
de la vacunacion se llevé a cabo una vigilancia activa por parte
de los profesionales sanitarios los dias 1 (vacunacion), 2, 3, 7,
14y 28. Se instruyo a los participantes para que completaran
un registro diario de las reacciones adversas locales y sistémi-
cas solicitadas durante el periodo de seguimiento de 28 dias.

Se registraron durante 7 dias las reacciones locales es-
peradas y definidas por el protocolo (dolor en el lugar de la
inyeccion, calor, enrojecimiento, hinchazon, induracién) y los
sintomas sistémicos (malestar general, sarpullido y fiebre de-
finida como una temperatura axilar > 38 °C). Todos los demds
acontecimientos, -en particular, los posibles acontecimientos
adversos graves- se registraron durante los 28 dias de
seguimiento. La gravedad de los acontecimientos adversos
locales y sistémicos previstos y definidos por el protocolo se
clasificd como leve, moderada y grave, segun la definicion de
la Brighton Collaboration y los Criterios Terminolégicos Co-
munes para los Acontecimientos Adversos version 5.0 1677 | a
gravedad de los acontecimientos adversos no solicitados se
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califico como: leve (molestias transitorias o leves, sin interfe-
rencia con la actividad), moderada (limitacién de la actividad
de leve a moderada), grave (marcada limitacion de la activi-
dad). Se revis¢ la causalidad de todos los acontecimientos
adversos y se clasificaron segun la OMS: Asociacion causal
inconsistente con la inmunizacion, asociacion causal consis-
tente con la inmunizacion, indeterminada, inclasificable. ('

Fase Il. La Fase Ila fue abierta, con un solo grupo. La Fase
lIb fue aleatoria con un grupo experimental y otro de control.
En esta Ultima fase se utilizd un muestreo ciego aleatorio es-
tratificado para seleccionar la muestra entre ciudadanos cu-
banos de 19 afios a 80 afios, que se dividio proporcionalmen-
te en 2 subgrupos de edad: (19-59) afios y (60-80) afios para
asegurar una representacion proporcional de cada subgrupo
de edad segun los informes nacionales del COVID-19.

Se aplico una asignacion aleatoria de 4:1 a los grupos ex-
perimental y de control con placebo, respectivamente. La asig-
nacion de los participantes en cada grupo se realizd mediante
un muestreo ciego aleatorio simple utilizando una tecnologia
centralizada. Cada participante recibié un cédigo de identifica-
cion, que coincidia con el codigo de la etiqueta del vial.

Todo el personal del estudio, los investigadores, el perso-
nal del patrocinador y los sujetos, permanecieron ciegos has-
ta la conclusion del estudio (28 dias después de la aplicacion
de la vacuna a todos los voluntarios). Todos los viales tenian
las mismas caracteristicas: Frasco R2, dosis Unica, volumen
y tapon rosa.

Se pesquisaron voluntarios con antecedentes de
COVID-19, se reclutaron 450 sujetos elegibles de entre 19
afios hasta 80 afios. En la fase lla se incluyeron 20 sujetos
de entre 60 afios hasta 80 afios. Fueron asignados 430 parti-
cipantes aleatoriamente a 2 grupos: experimental (vacuna) y
control (placebo). Todos los participantes recibieron una uni-
ca dosis de la vacuna o del placebo.

Los voluntarios fueron observados atentamente durante
una hora después de la vacunacion. Después de la vacuna-
cion, se llevd a cabo una vigilancia activa por parte de los pro-
fesionales sanitarios los dias 1, 2, 3, 7, 14 (solo en la fase lla)
y 28. Se instruyd a los participantes para que completaran un
registro diario de las reacciones adversas locales y sistémi-
cas solicitadas durante el periodo de seguimiento de 28 dias.
El resto de los procedimientos se realizd con los mismos cri-
terios descritos en la Fase |.

Evaluacion de la respuesta inmunitaria

La respuesta inmunitaria humoral basal y tras la vacuna-
cion en el ensayo Fase |y Fase Il se evaluaron mediante:

e ELISA cuantitativo de IgG para detectar anticuerpos contra
d-RBD, utilizando d-RBD como antigeno de recubrimiento.
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El ensayo utiliza un suero caracterizado como estandar
interno, al que se le asigné 200 AU/mL (basdndose en un
titulo inhibitorio semimaximo de 200 y un titulo de neu-
tralizacién del virus convencional de 160). La curva estdn-
dar se construyo realizando 6 diluciones dobles-seriadas
(1:100 a 1:1600). Se utilizd un conjugado anti-y huma-
no:peroxidasa; la curva de referencia se construyd utili-
zando la funcion log-logistica de cuatro 4 parametros del
Programa de los Centros para el Control y la Prevencion de
Enfermedades. (9

e Prueba de neutralizacion molecular del virus, basada en
el bloqgueo mediado por anticuerpos de la interaccion
RBD:hACE2. Esta prueba es un sustituto in vitro de la
prueba de neutralizacion de virus vivos. Utiliza RBD-Fc de
ratén recombinante (RBD-Fcm) y el receptor de la célula
huésped hACE2-Fc (ACE2-Fch) como antigeno de recu-
brimiento. Los anticuerpos humanos contra RBD pueden
bloquear la interaccion RBD-Fecm con ACE2-Fch. La RBD-
Fcm no inhibida puede unirse a ACE2-Fch, y es reconoci-
da por un anticuerpo monoclonal anti-y murino conjuga-
do con fosfatasa alcalina. Este ELISA de inhibicion imita
la interaccién virus-huésped a nivel molecular. Se calculd
la relacion de inhibicion de la interaccion RBD:hACE2 a
una dilucion de suero de 1/100 y la dilucion inhibitoria 50
(MmVNT50) que es la dilucién de suero que inhibe el 50 %
de la interaccion RBD:hACE2. 20

e Prueba de neutralizacion viral. Este ensayo de neutraliza-
cion de virus vivos es el estandar de oro para determinar
la eficacia de los anticuerpos contra el SARS-CoV-2. Se
trata de un ensayo colorimétrico basado en la neutrali-
zacion por anticuerpos del efecto citostatico del SARS-
CoV-2 en las células Vero E6. Se calcularon los titulos
convencionales de neutralizacion del virus (cVNT). @) Se
evalud una submuestra en el Hospital Amadeo di Savoia
contra las variantes alfa, beta y delta.

En el ensayo Fase | se estudio la respuesta celular: Tras
la vacunacion, se cuantificaron las células T especificas de
RBD que producian IFN-y y TNF-a mediante citometria de
flujo intracelular multiparamétrica. Brevemente, se aislaron
células mononucleares de sangre periférica (PBMC), se cul-
tivaron en presencia de RBD recombinante de longitud com-
pleta, se afiadid una solucion de Brefeldina A, se recogieron
las células y se tifieron primero con el colorante fluorescente
(Invitrogen), y luego, con los marcadores extracelulares an-
ti-CD3 PE/cy7 (SK7) y anti-CD4 PE/cy5 (RPA-T4). Las células
se fijaron, se permeabilizaron y se tifieron con anti IFN-y PE
(4S.B3) y TNF-a FITC (mAb11). Los linfocitos se adquirieron

en un citometro Gallios y los datos se analizaron con el sof-
tware Kaluza version 1.2. 2

En ambos estudios la respuesta inmune humoral provo-
cada por la vacuna se comparé con el Panel de Suero de Con-
valecientes Cubanos (PSCC o CCSP por sus siglas en inglés),
compuesto por 68 muestras de suero de individuos asintoma-
ticos (25), y los recuperados de COVID-19 leve/moderada (30)
y grave (13), caracterizados por ELISA, ensayo de inhibicién in
vitro y prueba de neutralizacion de virus vivos.

Variables

Fase I. Las variables co-primarias, seguridad y la reacto-
genicidad, se evaluaron durante los 28 dias posteriores a la
vacunacion. La seguridad se midié por la aparicién de acon-
tecimientos adversos graves. Los resultados preliminares se
evaluaron por la aparicion de reacciones locales y sistémicas
esperadas y definidas por el protocolo, asi como de acon-
tecimientos adversos no solicitados, en los dias 7 y 14 des-
pués de la vacunacion; la evaluacion final se realizo el dia 28
después de la vacunacion. Las pruebas de laboratorio clinico
posvacunacion se compararon con los valores previos a la
vacunacion.

El resultado secundario, la inmunogenicidad de la va-
cuna, se estimé en los dias 7, 14 y 28, y se compard con
los valores iniciales. El ELISA de IgG anti-RBD y la prueba de
neutralizacién molecular del virus se realizaron los dias 0, 7,
14y 28; la prueba de neutralizacion convencional del virus
los dias 0y 14, y la evaluacion de la inmunidad celular los
dias 0y 28.

Fase Il. Las variables coprimarias fueron la seguridad
y la inmunogenicidad. La seguridad se midié por la apari-
cion de acontecimientos adversos graves durante los 28
dias posteriores a la vacunacion. La inmunogenicidad se
evalud con la prueba de neutralizacion molecular del virus,
calculando la respuesta inmunitaria satisfactoria (mVNT50
> 250). Se evalud en los dias 0, 14 (solo en la Fase Ila) y 28.
Las pruebas de laboratorio clinico realizadas en la Fase lla
en el dia 14 se compararon con los valores previos a la va-
cunacion.

Los resultados secundarios: reactogenicidad e inmu-
nogenicidad. La reactogenicidad se evalué mediante la
aparicion de reacciones locales y sistémicas solicitadas y
definidas por el protocolo, diariamente durante los 7 dias
posteriores a la vacunacion, asi como de acontecimientos
adversos no solicitados, diariamente durante los 28 dias
posteriores a la vacunacion. La inmunogenicidad de la vacu-
na se estimé después de la vacunacion, y se comparé con
la linea base: El ELISA de IgG anti-RBD y la prueba de neu-
tralizacion molecular del virus se realizaron en los dias 0, 14
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(Fase Ila) y 28; se estimaron respectivamente las tasas de
seroconversion y la relacion de inhibicién de la interaccion
RBD:hACE2. La prueba convencional de neutralizacién del
virus vivo se realizd en los dias 0 y 28.

Analisis estadistico

Fase I. El cdlculo del tamafo de la muestra se baso en
una tasa de eventos adversos graves inferior al 5 %. Se cal-
cularon intervalos de confianza del 95 % de 2 colas para una
proporcion; con una precision de 0,194,

La seguridad y reactogenicidad se describen como fre-
cuencias (%). Se informan los siguientes valores: media, des-
viacién estandar (DE), mediana, rango intercuartil y rango,
para las caracteristicas demograficas y los eventos adversos.
Mediana, para los criterios inmunoldgicos; media geométrica
(GMT) e intervalos de confianza (IC) al 95 %, para mVNT50 y
cVNT. Se calcularon las tasas de seroconversion de los anti-
cuerpos IgG anti-RBD (aumento = 4 veces de la concentracion
de anticuerpos respecto a los niveles previos a la inmuniza-
cion) para cada sujeto.

Se utilizo la correlacion de rangos de Spearman para eva-
luar las relaciones entre las técnicas utilizadas para evaluar
la respuesta inmunitaria. Se utilizé la curva ROC para elegir
el punto de corte mas adecuado para las pruebas humorales
en relacion con el cVNT, y para determinar la relacion entre la
sensibilidad y la especificidad para cada punto de corte. Se
utilizo la prueba t de Student o la prueba de rangos con signo
de Wilcoxon para la comparacion estadistica antes-después.
Los andlisis estadisticos se realizaron con SPSS version 25.0;
STATISTICA version 12.0; R version 3.2.4; EPIDAT version 4.1,
Prism GraphPad version 6.0 y WinBugs version 1.4. Se utilizé
un nivel de significacion alfa de 0.05.

Fase Il. El calculo del tamafo de la muestra para la Fase
lla se basé en una tasa de eventos adversos graves inferior al
5 %. Se calcularon intervalos de confianza del 95 % de 2 colas
para una proporcion, con una precision de 0,250. En la Fase
lIb, el calculo del tamafio de la muestra se basé en una res-
puesta inmunitaria satisfactoria del 50 %; que el limite inferior
del intervalo de confianza para la diferencia con respecto al
control fuera superior al 30 %, y una aleatorizacion de 4:1. Se
calcularon intervalos de confianza al 95 % de 2 colas para la
diferencia entre 2 proporciones con una anchura objetivo de
0,200. Por ultimo, se afiadié un 5 % del tamafio de la muestra
teniendo en cuenta las posibles retiradas del estudio.

La seguridad y reactogenicidad se describieron como
frecuencias (%). Se usaron los siguientes valores: media,
desviacion estandar (DE), mediana, rango intercuartil y rango
para las caracteristicas demograficas y los acontecimientos
adversos; mediana, para los criterios de valoracion inmunolé-
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gicos; titulos medios geométricos (GMT) e intervalos de con-
fianza (IC) del 95 %, para mVNT50 y cVNT. Se calcularon las
tasas de seroconversion para los anticuerpos IgG anti-RBD.

Se utilizo la correlacion de rangos de Spearman para eva-
luar las relaciones entre las técnicas utilizadas para evaluar
la respuesta inmunitaria. Se utilizé la prueba t de Student o la
prueba U de Mann-Whitney para la comparacion estadistica
antes-después. Se utilizd una prueba de chi-cuadrado para
determinar si existe una asociacion significativa entre 2 va-
riables.

Los analisis estadisticos se realizaron con el SPSS ver-
sion 25.0; EPIDAT version 4.1, Prism GraphPad version 6.0. Se
utilizé un error de tipo | de 0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Fase |

La media del tiempo transcurrido desde el alta hospita-
laria o el diagndstico serologico hasta la vacunacion fue de 8
meses (DE = 1,2), la mediana fue de 8,2 meses. El dolor local
leve fue el acontecimiento adverso mas frecuente secundario
a la vacunacién (10 %), seguido del enrojecimiento (6,7 %).
Ambos fueron los Unicos acontecimientos adversos locales
esperados con una asociacion causal consistente con la va-
cunacion. Las reacciones sistémicas esperadas se limitaron
a malestar general con asociacion causal y fiebre leve, con
asociacion causal inconsistente con la vacunacion. Solo 6 su-
jetos (20 %) notificaron acontecimientos adversos (uno noti-
fico 2 reacciones locales: dolor local y enrojecimiento. No se
encontraron parametros de laboratorio anormales relaciona-
dos con la vacunacion.

La frecuencia de las reacciones locales y sistémicas fue
mayor durante las primeras 24 h después de la vacunacion;
en general, desaparecieron en los primeros 3 dias. La intensi-
dad de los acontecimientos adversos solicitados fue general-
mente leve; solo 2 participantes informaron de un dolor local
moderado en el lugar de la vacunacion. Los efectos adversos
no solicitados fueron predominantemente leves y moderados
y se resolvieron espontaneamente durante el periodo de se-
guimiento. El principal acontecimiento adverso no solicitado
fue la hipertension arterial; en un solo caso (3,3 %) consisten-
te con la vacunacion. Este sujeto fue el Unico caso catalogado
como severo en este ensayo clinico, pero se recupero en la
primera hora después de la vacunacion. Los voluntarios con
antecedentes de hipertension arterial fueron admitidos en el
estudio si la presion arterial permanecia controlada durante el
reclutamiento.

Se detectd un aumento significativo de los anticuerpos
RBD el dia 7 (mediana: 146,6 AU/mL). El nivel de IgG aumento
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en los dias 14 y 28, con medianas de 330,4 y 722,2 AU/mL
respectivamente. La vacuna provocd un aumento muy eleva-
do de la respuesta de anticuerpos en el dia 28. Los valores de
la mediana fueron 14 veces superiores a los del CCSP y 21
veces superiores al nivel anterior a la vacunacion. La serocon-
version fue del 50 % a los 7 dias. Fue del 66,67 %y del 80 % a
los 14y 28 dias respectivamente.

Se midio la inhibicion de la interaccion RBD:hACE2 a una
dilucion sérica de 1/100. Presentaron niveles de anticuerpos
inhibidores en el dia 7, 26 sujetos (86,6 %). Estos niveles son
significativamente mas altos que los titulos previos a la va-
cunacion y que los del CCSP En el dia 7, 23 (76,67 %) indivi-
duos alcanzaron un indice de inhibicién > 70 % a una dilucion
sérica de 1/100. En el dia 14, 26 participantes (86,67 %) ha-
bian respondido a la vacunacion; alcanzaron una relacion de
inhibicion del 94 % y la mediana de los titulos de anticuerpos
inhibitorios fue 3 veces mayor que la del CCSP.

Para evaluar la funcionalidad de los anticuerpos, el valor
mMVNT50 complementa la informacién derivada de la inhibi-
cion RBD:hACE2. Se detectaron niveles elevados de mVNTS50
en el dia 7 posvacunacion (significativamente superiores a los
titulos previos a la vacunacion y al CCSP). El GMT de mVNT50
en el dia 28 mostro un aumento de 103 veces con respecto al
valor anterior a la vacunacion (2243,2/21,7) y un aumento de
38 veces con respecto al valor de CCSP (2243,2/59,3).

Los titulos de neutralizacion contra el SARS-CoV-2 activo
(cVNT) se determinaron el dia 14. El GMT -calculado con todos
los sujetos de la muestra- fue de 234,3, lo que representa un
aumento en 5 veces respecto al valor de CCSP (cVNT=46,4).
Tras la vacunacion, se encontraron titulos de neutralizacion
viral superiores a 1:160 en 24 participantes (80 %).

Se explord la inmunidad celular mediante anticuerpos
monoclonales anti-CD3 y anti-CD4 para identificar subpobla-
ciones linfocitarias. La vacuna aumento la frecuencia de cé-
lulas T TNF-a especificas de RBD en el dia 28. La expresion
de TNF-a de los linfocitos T CD4 + y CD3 + CD4- fue signifi-
cativamente mayor que al inicio (p = 0,00014; IC 95 %: 0,43;
1,09 y p = 0,00025; IC 95 %: 1,19; 4,29, respectivamente). La
frecuencia de células T CD3 + CD4- especificas de RBD tam-
bién aumentd (p = 0,030; IC del 95 %: 0,03; 1,09). Estas son
pruebas de una respuesta inmunitaria celular desencadenada
por la vacuna.

Solo 4 participantes no aumentaron el nivel de anticuer-
pos tras la vacunacion (una mujer convaleciente de COVID-19
leve, otra asintomatica; otras 2, convalecientes de infeccion
subclinica (IgG especifica del virus, PCR negativa). Antes de la
vacunacion, tenian un nivel muy bajo de anticuerpos anti-RBD.
Las 2 mujeres con antecedentes de COVID-19 leve y la asinto-
matica aumentaron las células T CD3+CD4- TNF-a (probable-

mente células T CD8+) tras la vacunacion. La Ultima también
aumento las células T CD3+CD4- IFN-y.

Para todas las variables inmunoldgicas analizadas, no
se encontraron diferencias entre los 3 grupos. Aunque el ta-
mafo de la muestra es pequefo, los intervalos de confianza
del 95 % o los rangos del percentil 25-75 de cada grupo se
superponen, lo que sugiere una similitud en la respuesta in-
munitaria.

Fase Il

Desde el 9 de abril de 2021 hasta el 17 de abril de 2021,
se inscribieron en el estudio 663 sujetos convalecientes de
COVID-19; se excluyeron 213 participantes por no cumplir los
criterios de seleccién y se asignaron al azar 450 voluntarios.
Fueron asignados a la Fase lla abierta y no controlada 20 su-
jetos de entre 60 afios y 78 afos de edad, y fueron vacunados
con una dosis Unica de la vacuna SOBERANA®PIus . No se
detectaron acontecimientos adversos graves y se encontro
una respuesta inmunitaria satisfactoria en el 95 % de los suje-
tos; por lo tanto, se aprobd la inclusion de este grupo de edad
en la Fase llb.

Cuatrocientos treinta sujetos de entre 19 afios y 78 afios
fueron asignados aleatoriamente 4:1 a los grupos experimen-
tal (N = 344) y de control (N = 86) en la Fase lIb, y recibieron
una dosis Unica de la vacuna o de placebo, respectivamente.
Hubo 3 abandonos voluntarios en el grupo experimental. No
se evaluaron 8 muestras de suero debido a un gran retraso en
el procesamiento de las muestras: 3 en el grupo experimental
y 5 en el grupo de control. Todos los sujetos aleatorizados se
incluyeron en el andlisis de seguridad y se evalud la inmuno-
genicidad en la mayoria de los sujetos, excepto en aquellos
sefialados anteriormente.

Entre los grupos experimental y de control no hubo dife-
rencias en las caracteristicas de linea base y demograficas de
la poblacion incluida. El tiempo medio desde el alta hospitala-
ria hasta la vacunacion fue de 4,5 meses (DE = 3,3) en el grupo
experimental, y de 4,8 meses (DE = 3,3) en el grupo control.
Predomind la COVID-19 leve en ambos grupos.

Se cumplieron los criterios para estimar el tamafio de la
muestra. El calculo del tamafio de la muestra en la Fase lla se
baso en una tasa de acontecimientos adversos graves inferior
a 0,05 y no se notificaron acontecimientos adversos graves.
El calculo del tamafio de la muestra en la Fase llb se basd
en una respuesta inmunitaria satisfactoria del 50 % con un
limite inferior del intervalo de confianza para la diferencia con
respecto al control superior al 30 %. La respuesta inmunitaria
satisfactoria se encontré en el 80,7 % de los participantes.

El dolor local fue el efecto adverso asociado a la vacuna-
cién mas frecuente (28,8 %), seguido del edema (4,4 %). Las
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principales reacciones sistémicas solicitadas fueron el ma-
lestar general (6,6 %) y la cefalea (4,1 %). La frecuencia de las
reacciones locales y sistémicas fue mayor durante las prime-
ras 24 h después de la vacunacion; en general, desaparecie-
ron en los primeros 3 dias.

No se encontraron eventos adversos graves asociados a
la vacuna. La intensidad de los acontecimientos adversos so-
licitados fue generalmente leve; solo un sujeto (0,3 %) informd
de un acontecimiento adverso severo (dolor de cabeza), pero
se recupero en la primera hora después de la vacunacion. Cin-
co participantes (1,37 %) tuvieron acontecimientos adversos
moderados: dolor local en el lugar de la vacunacion (3), males-
tar general (1) y cefalea (7). Los acontecimientos adversos no
solicitados fueron predominantemente leves y se resolvieron
espontaneamente durante el periodo de seguimiento. No se
encontraron parametros de laboratorio anormales relaciona-
dos con la vacunacion.

Se detectd un aumento significativo de los anticuerpos
RBD tras la vacunacion (mediana: 301,0 U/mL). Los valores
de la mediana fueron 6 veces superiores a los del CCSP, 31
veces superiores al nivel previo a la vacunacion y 46 veces
superiores a los del grupo de control (p = 1,9e-27). La serocon-
version fue del 84,4 %.

Se midio la inhibicion de la interaccion RBD:hACE2 a una
dilucion sérica de 1/100. En el dia 28 después de la vacuna-
cion, los niveles de anticuerpos inhibidores eran significativa-
mente superiores a los titulos previos a la vacunacion, y la
mediana de los titulos de anticuerpos inhibidores (93,5 %) era
3 veces mayor que la del CCSP y 7 veces mayor que la del
grupo de control (p = 1,7e-27).

Se detectaron niveles elevados de mVNT50 el dia 28 pos-
vacunacion; significativamente superiores a los titulos preva-
cunacion, al grupo control y al CCSP. El GMT de mVNT50 en
el dia 28 representa un aumento de 15 veces sobre el valor
del CCSP, un aumento de 51 veces sobre el valor de preva-
cunacion y un aumento de 45 veces sobre el grupo control
(p = 4,7e-33). El mVNT50=250 se utilizd para definir la res-
puesta inmunitaria satisfactoria, y es el resultado primario. Se
encontro en la mayorfa de los sujetos (81 %) inmunizados con
SOBERANA®PIus, frente a Solo el 5 % en el grupo de control
(p = 1,6e-83).

Se demostrd la asociacién entre la respuesta inmunitaria
satisfactoria y la clasificacion de la enfermedad, asi como el
alta hospitalaria. Se encontré un mayor nimero de sujetos va-
cunados con respuesta satisfactoria en los casos moderados
de COVID-19 y en aquellos con alta hospitalaria de mas de 4
meses (p = 0,0001). No se encontré asociacion con el sexo,
larazay la edad.
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La prueba de neutralizacion viral vivo se evalué en 57 su-
jetos: todos los sujetos de la fase Ila y 37 sujetos de la fase
llb. EI GMT fue de 400,3, lo que representa un aumento de 9
veces con respecto al valor de CCSP (cVNT=46,4) y fue 26 ve-
ces superior a los titulos previos a la vacunacion (p = 1,6e-25).

En el Hospital Amadeo di Savoia de lItalia, se demostrd
que la vacuna induce anticuerpos neutralizantes contra las
variantes alfa, beta y delta del virus.

Hubo una buena correlacion entre la cVNT y otras varia-
bles (coeficientes superiores a 0,7), excepto con la inhibicion
de RBD:hACE?2 a una dilucion de 1/100. La mVNT50 y la cVNT
alcanzaron el coeficiente de correlacion mas fuerte: 0,889; la
correlacion fue de 0,826 para la cVNT y la concentracion de
IgG anti-RBD. También se encontré una fuerte correlacién en-
tre MVNT50 y la concentracion de IgG anti-RBD (0,934).

Conclusiones

SOBERANA®PIus es una vacuna muy segura, bien tolera-
da, con pocos eventos adversos, por lo general leves y locales.
Una sola dosis de esta vacuna es capaz de estimular fuerte-
mente la inmunidad humoral y celular en individuos con inmu-
nidad natural preexistente. Induce anticuerpos neutralizantes
contra diferentes variantes del virus, incluyendo la variante
delta, la mas transmisible.

La mayor parte de los convalecientes de la COVID-19 que-
dan protegidos de la reinfeccion con solo 1 dosis de SOBERA-
NA®PIus.
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