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RESUMEN

Introduccidn: La inmunizacion por via nasal ofrece ventajas para la proteccion frente a infecciones
respiratorias, que se caracterizan por su alta transmisibilidad. Ademas, constituye una via segura y de
mayor aceptacion para la administracion de dosis de refuerzo en individuos previamente inmunizados
o infectados por SARS-CoV~2. Objetivos: Evaluar la seguridad e inmunogenicidad del candidato va-
cunal por subunidad de Mambisa, administrado por via intranasal en individuos previamente infecta-
dos con SARS=CoV=2. Demostrar su capacidad para inducir anticuerpos inhibidores de la unién del
virus al receptor celular, tanto a nivel sistémico como de mucosa, en adultos menores y mayores de
60 afios. Métodos: La formulacion incluye 40 ug de HBcAg como inmunopotenciador nasal y 50 ug del
antigeno RBD, obtenidos mediante ingenieria genética en Escherichia coli y Pichia pastoris. Se desa-
rrollé un ensayo clinico fase Ill, prospectivo, multicéntrico, aleatorizado y abierto, en adultos de (19 a
80) afios convalecientes de COVID=19, administrando una dosis Unica. La fase | exploré distintos
dispositivos de administracion intranasal para seleccionar el mas adecuado, que posteriormente se
empled en la fase Il. Resultados: En la fase | se evaluaron un atomizador intranasal, un espray nasal y
un gotero, cumpliendo todos los criterios de éxito; se selecciond el atomizador para la fase Il, que in-
cluyo 513 voluntarios. Se observo induccion de IgA e IgG en suero y secreciones nasales, con capaci-
dad de inhibir la interaccion RBD=ACE2. La respuesta inmunitaria fue significativa en ambos grupos
etarios. Conclusiones: Mambisa, administrado por via intranasal como refuerzo en convalecientes de
COVID19, fue seguro, bien tolerado y capaz de potenciar la inmunidad independientemente de la edad.

Palabras clave: SARS-CoV =2; inmunidad de mucosa; vacuna nasal; RBD; Mambisa
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Mambisa: Subunit vaccine candidate against
SARS-CoV-2

ABSTRACT

Introduction: Nasal immunization offers advantages for protection against respiratory
infections, which are characterized by high transmissibility. It also provides a safe and
more acceptable route for administering booster doses in individuals previously immu-
nized or infected with SARS=CoV=2. Objectives: To evaluate the safety and immuno-
genicity of the subunit vaccine candidate Mambisa, administered intranasally in indivi-
duals previously infected with SARSCoV2. To demonstrate its ability to induce
antibodies that inhibit the binding of the virus to its cellular receptor, both systemically
and at the mucosal level, in adults younger and older than 60 years—-Methods: The for-
mulation includes 40 pg of HBcAg as a nasal immunopotentiator and 50 ug of the RBD
antigen, produced by genetic engineering in Escherichia coli and Pichia pastoris. A pha-
se I-1l, prospective, multicenter, randomized, openlabel clinical trial was conducted in
adults aged 19 to 80 years convalescing from COVID19, administering a single dose.
Phase | explored different intranasal delivery devices to select the most suitable one,
which was subsequently used in Phase Il. Results: Phase | evaluated an intranasal
atomizer, a nasal spray, and a dropper, all meeting success criteria; the atomizer was
selected for Phase II, which included 513 volunteers. Induction of IgA and IgG in serum
and nasal secretions was observed, with the ability to inhibit RBD—ACE2 interaction.
The immune response was significant in both age groups. Conclusions: Mambisa, ad-
ministered intranasally as a booster in COVID19 convalescents, was safe, well tolera-
ted, and capable of enhancing immunity regardless of age.

Keywords: SARS=CoV=2; mucosal immunity; nasal vaccine; RBD; Mambisa

INTRODUCCION

La infeccién por SARS-CoV=2 proporciona inmunidad
natural debido a la respuesta de memoria humoral y celular
inducida por el virus, pero tanto la inmunidad inducida por la
enfermedad como por la vacuna tienden a disminuir con el
tiempo. (2 A medida que la variante Omicron (B.1.1.529) y
sus subvariantes se han propagado, se ha observado un alto
riesgo de infeccion y reinfeccion en los vacunados y en aque-
llos individuos previamente infectados con el virus, de ahi la
necesidad de dosis de refuerzo. ©® Estudios recientes sugieren
que la inmunidad hibrida (natural mas vacunacién) es mas
duradera y mas efectiva que la inmunidad inducida por la en-
fermedad o la vacunacion por si solas, lo que enfatiza la im-
portanciadevacunaralas personas previamente infectadas.

En Cuba se han desarrollado 5 vacunas contra la
COVID-19. ® El candidato vacunal Mambisa (en lo adelante
Mambisa) se obtuvo en el Centro de Ingenieria Genética y Bio-
tecnologia (CIGB) de La Habana, es una vacuna de subunidad
proteica basada en el fragmento del dominio de unién al re-

ceptor (RBD) de la proteina S de la espicula del SARS-CoV=2
producida en la levadura Pichia pastoris (actualmente Koma-
gataella phaffii). © La formulacion de Mambisa incluye RBD
mas el antigeno de la nucleocapsida del virus de la hepatitis B
(HBcAg) producido en Escherichia coli; no contiene adyuvante
y su administracién es intranasal.

Las ventajas de Mambisa incluyen la administracion por
el sitio natural de la infeccion, la generacion de inmunidad en
la mucosa del tracto respiratorio y una administracion ami-
gable sin inyeccion. Ensayos clinicos previos de Mambisa
evaluaron la seguridad y la inmunogenicidad en esquemas de
3 dosis en adultos seronegativos, y también como dosis de
refuerzo en adultos sanos. #

Este es el primer informe sobre la respuesta inmune de
individuos convalecientes al SARS-CoV-2 después de recibir
una dosis de refuerzo de las vacunas Abdala o Mambisa. Ade-
mas, también es el primer estudio que documenta induccion
de respuesta inmunolégica funcional con una vacuna de su-
bunidad administrada por la ruta nasal.
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La investigacion tuvo como objetivos evaluar la seguri-
dad e inmunogenicidad del candidato vacunal por subunidad
Mambisa, administrado por via intranasal en individuos pre-
viamente infectados con SARSCoV2. Demostrar su capaci-
dad para inducir anticuerpos inhibidores de la union del virus
al receptor celular, tanto a nivel sistémico como de mucosa,
en adultos menores y mayores de 60 afios.

METODOS

Vacunas

Mambisa contiene 50 ug de RBD y 40 ug de HBcAg por
0,2 mL (se administra 0,1 mL por fosa nasal). La secuencia
del antigeno RBD es idéntica a la cepa ancestral SARS-CoV =2
Wuhan-Hu-1 (NCBI Acc. No. YP_009724390). Se almacena a
2°Ca8°C. El estudio clinico fue aprobado por el Centro para
el Control Estatal de Medicamentos, Equipos y Dispositivos
Médicos (CECMED) y cuenta con la aprobacion de los Comité
de Etica y Revision de los sitios clinicos participes del
estudio. ® Todos los voluntarios firmaron el consentimiento
informado para participar en el estudio.

Dispositivos nasales para la administracion de la
vacuna

Se utilizaron 3 dispositivos de administracion nasal: un
atomizador (Wuxi NEST Biotechnology, Wuxi, China) identi-
ficado como AZ; un aerosol nasal (Gaasch Packaging, Glas-
gow, Reino Unido) identificado como S; y un gotero nasal
(Sopac Medical, Goussainville, Francia) identificado como D.

Se disefi¢ un ensayo clinico en 2 fases (I-11) prospectivo,
multicéntrico, aleatorizado, abierto, para evaluar la seguri-
dad e inmunogenicidad de la vacuna Mambisa como dosis
Unica de refuerzo contra la COVID-19, en adultos entre (19 y
80) afios de edad y con al menos 2 meses después de la re-
cuperacioén de la enfermedad. Todos los individuos incluidos
en el estudio eran sanos o con comorbilidades.

La fase | consistio en un estudio exploratorio para seleccio-
nar en términos de seguridad e inmunogenicidad el dispositivo
nasal apropiado para la administracion de Mambisa, el cual se
utilizé en la fase Il para confirmar los resultados de la fase I. En
la fase | se incluyeron 120 participantes divididos en 4 grupos
de 30 sujetos. 9 En 3 de estos grupos se evaludé Mambisa con
los 3 dispositivos diferentes de administracion de la vacuna y el
cuarto grupo se inmunizoé con la vacuna de uso intramuscular
Abdala (CIGB, La Habana, Cuba), la cual no es objeto del presen-
te reporte ya que el estudio no persiguié comparar ambas vacu-
nas si no evidenciar la posibilidad de utilizar ambas para refuerzo
de lainmunidad. El sitio clinico del estudio fue el Hospital Clinico
Quirdrgico Hermanos Ameijeiras en La Habana, Cuba.

En la fase Il se incluyeron 513 participantes vacuna-
dos con Mambisa estratificados en edades menor e igual
a 60 afios (307 individuos) y mayor que 60 afios (206 indivi-
duos). 19 El tamafio de la muestra en la fase Il, considerando
un 10 % de abandono, se calcularon n = 232 sujetos para cada
uno de los 2 estratos previstos. El nivel de significancia definido
(a =0,0125) garantizé un nivel de significancia global a = 0,05
y una potencia del 85 % para los criterios de éxito del estudio.

En esta fase se incorporaron como sitios clinicos: el Hos-
pital Provincial Docente Clinico Quirdrgico Manuel Ascunce
Domenech (Camagley), el Policlinico Docente Pedro Radl
Sénchez (Pinar del Rio) y el Hospital Provincial Clinico Quirur-
gico Saturnino Lora (Santiago de Cuba). El estudio fue regis-
trado en el Registro Publico Cubano de Ensayos Clinicos.

Variables evaluadas

La seguridad. Tipo de evento adverso (EA) (local o sisté-
mico), duracion, gravedad y relacion causal. La gravedad se
clasificé como no grave o grave (cuando se requirié hospitali-
zacion, o la reaccion fue potencialmente mortal o contribuyd
a la muerte del paciente). La inmunogenicidad: aumento del
titulo de anticuerpos séricos IgG e IgA contra RBD; porcentaje
de inhibicion de la union de RBD:ACE2; y niveles de anticuer-
pos neutralizantes (NAb) del SARS-CoV=-2.

Criterios de éxito

Los resultados primarios fueron la seguridad (EA grave
con una relacion causal atribuible a Mambisa en menor que
5 % de los sujetos) y la inmunogenicidad. El criterio principal
para el éxito de la inmunogenicidad fue una seroconversion
de IgG anti-RBD mayor e igual a 4 veces o un aumento mayor
e igual a 20 % en los anticuerpos inhibidores de la union RB-
D:ACE2 con respecto al valor inicial, en mayor que 55 % de los
vacunados en la fase | y mayor que 70 % en la fase Il. Los cri-
terios de valoracion secundarios fueron los titulos de IgA an-
ti-RBD, el porcentaje de inhibicion de RBD:ACE2 y los NAb con-
tra las variantes del SARS-CoV=-2. Para IgA y NAb, la
seroconversion se definié como un aumento de 4 veces en
los titulos de anticuerpos.

Métodos analiticos y de evaluacion de la seguridad

Entre los EA se registraron el tipo, la duracion, la grave-
dad vy la relacién causal. Se buscaron especialmente los EA
sistémicos (cefalea, fiebre, nduseas e hipertension, entre
otros) y las reacciones adversas locales asociadas con ruta
de administracion.

En la inmunogenicidad se recogieron muestras de sangre
periférica el dia 0, antes de la aplicacién de la dosis de refuer-
zoy 14 dias después de la vacunacion. Las muestras de suero
se almacenaron a -20 °C hasta su evaluacion.
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Los anticuerpos IgG se cuantificaron mediante UMELISA
anti-SARS-CoV-2, SARS-CoV=2 RBD (Centro de Inmunoen-
sayo, La Habana, Cuba). Los titulos se dieron en unidades ar-
bitrarias por mL (UA/mL) con un limite de deteccién
de 1,95. (9 La inhibicion de la union ACE2:RBD se determind
utilizando una prueba desarrollada en el CIGB. Los resultados
se expresaron en porcentajes de inhibicién. El umbral de posi-
tividad del ensayo fue del 20 %. ("

Los anticuerpos IgA se cuantificaron mediante una prue-
ba ELISA de fabricacién propia. Los titulos se expresaron en
UA/mL con un limite de deteccion de 0,6. UV Los titulos de
NAb se detectaron mediante un ensayo de microneutraliza-
cion viral utilizando variantes del SARS-CoV-2: D614G
(30654/21 D614G 1PVEG), Beta (34959/21 1TPVE6 Sudafrica),
y Delta (57383/21 Delta TPVES6) en la fase |, y D614G y Omi-
cron (8649/22 OMICRON BA1 1PVE6) en la fase II.

Se utilizaron células Vero E6 (ATCC No. CRL-1586) para
aislar el pasaje y el MNA. Las muestras de suero se inactiva-
ron por calor a 56 °C durante 30 min y se realizaron dilucio-
nes seriadas dobles (de 1:10 a 1:2560). Los titulos de NAb se
calcularon utilizando el método de Reed-Muench, como lo
describen Johnson y colaboradores. (2 La neutralizacion viral
se realizd en el Instituto de Medicina Tropical Pedro Kouri
(IPK, La Habana, Cuba) bajo condiciones de bioseguridad
nivel 3 (BSL-3). Los titulos de NAb se calcularon como la dilu-
cion sérica mas alta sin efecto citopatico en el quinto dia pos-
terior a la infeccién. Para un titulo de NAb < 10, se asigné un
valor final de 5 para los célculos estadisticos. El manejo de los
datosy el procesamiento estadistico se realizd como se expli-
ca en Lemos-Pérez G y colaboradores. (19
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RESULTADOS

Seguridad

En la primera fase del estudio la seguridad de la vacuna se
siguid por 28 dias. Se notificaron EA relacionados con la vacu-
nacion con Mambisa en el 45,6 % (41/90) de los participantes,
13,3 % (12/90); 16,7 % (15/90) y 15,6 % (14/90) de los grupos
con atomizador intranasal (AZ), espray nasal (S) y gotero na-
sal (D), cada uno con 30 individuos respectivamente. En esos
47 individuos con EA se reportaron un total de 102 EA relacio-
nados con la vacunacién con Mambisa, el 31,6 % (31/98) en
los que utilizaron el dispositivo AZ, el 33,7 % (33/98) en el gru-
po que utilizo el dispositivo Sy el 34,7 % (34/98) en el grupo D.
Las cefaleas fueron los EA mas frecuentes observados en to-
dos los grupos y como eventos locales asociados a la ruta de
inmunizacion se observo la congestién nasal y la rinitis.

En cuanto a la intensidad predominaron los EA de inten-
sidad leve. En esta fase el 4,4 % (4/90) de los participantes
reportaron EA de intensidad severa, incluyendo, uno con hi-
pertension, uno con prurito (grupo S), uno con dolor de cabe-
za, dolor de garganta y otalgia, y uno con otalgia y congestion
nasal (ambos en el grupo D), (tabla 1).

La seguridad de la vacuna se confirmd en el estudio cli-
nico fase Il donde los EA se siguieron por 14 dias. Se noti-
ficaron EA relacionados con la vacunacion con Mambisa en
el 26,1 % (134/513) de los participantes, cifra inferior a lo re-
portado en la fase I. En esos 134 individuos se reportaron un
total de 274 EA relacionados con la vacunacion. Las cefaleas
fueron los EA mas frecuentes observados y como eventos lo-
cales asociados a la ruta de inmunizacion, al igual que en la

Tabla 1. Porcentajes de respondedores a la vacunacion con Mambisa en cada grupo incluido en el estudio fase I, en el analisis por

intencion de tratar y por protocolo

Variable Grupos Total
Atomizador (AZ) Espray (S) Gotero (D)

Por intencion de tratar

Respondedores-n/N 25/30 25/30 22/30 72/90

(%; 95 % 1C) (83,3; 65,2-94,3) (83,3; 65,2-94,3) (73,3; 54,1-87,7) (80,8; 72,6-87,4)

Valor de p 0,0009 0,0009 0,0218 <0,0001

Por protocolo

Respondedores-n/N 25/30 25/29 22/29 72/88

(%; 95 % 1C) (83,3; 65,2-94,3) (86,2; 68,3-96,1) (80,0; 61,0-92,4) (84,3; 76,4-90,4)

Valor de p 0,0009 0,0007 0,0119 <0,0001

Nota: Los valores p corresponden a una prueba de comparacion unilateral de una proporcion (a = 0,0125) con respecto al punto final de criterio de éxito definido

para el estudio (> 55 % de respondedores).
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fase |, se observo la congestion nasal y la rinitis. La mayoria
de los EA se resolvieron espontdaneamente en las primeras
(24 a 48) horas sin medicacion.

Inmunogenicidad sistémica

Con relacion a la respuesta inmunolégica todos los indi-
viduos aumentaron sus titulos y la funcionalidad de anticuer-
pos anti-RBD después de la dosis de refuerzo, cumpliéndose
los criterios de éxito del estudio a pesar de que muchos de los
voluntarios partieron de titulos elevados debido a su contacto
previo con el virus, lo que impidié en estos individuos lograr
los parametros de incremento fijados como criterio de éxito.
Estos sujetos, no obstante incrementar a altos valores los titu-
los de anticuerpos y su capacidad inhibitoria, y posiblemente
manteniendo alto nivel de proteccion, se consideraron no res-
pondedores acorde con el protocolo clinico, manteniendo el
rigor de la investigacion.

En el estudio fase |, por intencién de tratar los resulta-
dos fueron comparables entre los grupos. En los grupos AZ
y S que emplearon el atomizador nasal y el espray nasal un
83,3 % y 86,2 % de los individuos respectivamente, incremen-
taron su respuesta cumpliendo con los criterios de éxito. El
grupo D que utilizé el gotero también mostrd un 73,3 % de
cumplimiento de los criterios de éxito. Se obtuvieron resulta-
dos similares en el andlisis por protocolo. En todos los grupos
se superdé de forma significativa los porcentajes de respuesta
definidos como criterio de éxito: mayor que 55 % de responde-
dores respecto a los valores iniciales (ver tabla 1).

En el estudio de fase Il los participantes se estratificaron
en menores y mayores de 60 afios con el proposito de evaluar
la inmunogenicidad de la vacuna en ambos grupos etarios.
En ambos estratos analizados en conjunto y por separado,
la administracion intranasal de Mambisa super6 el criterio de
éxito establecido (mayor que 70 % de respondedores respec-
to a los valores iniciales). En el andlisis por intencion de tra-
tar, 366 de los 5714 voluntarios respondieron, alcanzando un
71,2 % (IC 95 %: 67,1-75,1). En el andlisis por protocolo, 366 de
los 494 voluntarios respondieron, para un 74,1 % (IC 95 %:
70,0-77,9). Al estratificar por edad, en los voluntarios de hasta
60 afnos, el analisis por protocolo mostré respuesta en 222 de
294 participantes, equivalente a 75,5 % (IC 95 %: 70,2-80,3). En
los mayores de 60 afios, respondieron 144 de 200 voluntarios,
paraun 72,0 % (IC 95 %: 65,2-78,1).

En el estudio fase | los titulos séricos de IgG anti-RBD au-
mentaron significativamente en todos los grupos de vacuna-
cién (figura 1A). Enel grupo AZ la diferencia de las medianas de
los titulos (MD) fue de 22,0 UA/mL (IC 95%: 11,4-122,3); el gru-
po S mostrd la MD mas alta, 57,5 UA/mL (IC 95%: 28,6-186,3),
seguido por el grupo D; 45,5 UA/mL (IC 95%: 12,7-89,89). Los

titulos séricos de IgA anti-RBD también aumentaron en todos
los grupos de vacunacién (figura 1B). Sin embargo, al com-
parar los diferentes dispositivos de administracién el grupo D
mostro las tasas mas bajas de MD y de seroconversion.

La funcionalidad de los anticuerpos dada por los por-
centajes de inhibicion también aumentd después de las do-
sis de refuerzo (figura 1C). El grupo AZ mostré una DM de
53,0 % (IC 95 %: 30,7-65,6), similar al grupo S 57,7 % (IC 95 %:
40,1-75,5), siendo la mas baja la del grupo D 40,8 % (4,1-73,9).

Los titulos de anticuerpos neutralizantes (NAb) contra las
variantes del SARS=CoV=2 aumentaron significativamente
en todos los grupos de vacunacion (paneles de la figura 1D, E,
F), pero principalmente contra la variante Delta en todos los
grupos de vacunas. La respuesta mas baja se observo contra
la cepa D614G, y las diferencias entre las respuestas contra
las variantes, de mayor a menor, fueron: Delta > Beta > D614G.

Aungue los resultados para los 3 dispositivos nasales no
difirieron en gran medida entre el atomizador y el spray nasal,
se selecciond el atomizador para la fase Il del estudio, debido
a la mayor facilidad de adquisicion y la factibilidad de su pro-
duccién en el pais. En el estudio fase Il el andlisis por inten-
cién de tratar arrojo un 71,2 % (IC 95 %: 67,1-75,1) de respon-
dedores con el candidato vacunal Mambisa, similar al analisis
por protocolo con 74,1 % (IC 95 %: 70,0-77,9), siendo similar el
por ciento de respondedores en ambos grupos etarios 75,5 %
vs 72.0 % en menores y mayores de 60 afios respectivamente.

Los titulos de IgG anti-RBD aumentaron significativa-
mente después de la dosis de refuerzo (ver figura 1G). Los
valores de MD fueron superiores a los observados en la fase
|. Los titulos de IgA anti-RBD también aumentaron después
de la dosis de refuerzo (ver figura 1H), alcanzando el can-
didato vacunal Mambisa una DM de 2143 UA/mL (IC 95 %:
1658-2485). La inhibicion de la unién de RBD:ACE2 también
aumento significativamente después de la aplicacion de re-
fuerzo (figura 11) con una DM de 34,5 % (IC 95 %: 29,3-38,1).
Los titulos de NAb fueron altos después de la dosis de re-
fuerzo (paneles de la figura 1 J, K). Los titulos de NAb contra
la variante D614G casi duplicaron los de Omicron, alcanzan-
do 262,0 vs 156,3, respectivamente.

Cuando se comparé la respuesta inmunolégica por gru-
po de edad, se observd un aumento estadisticamente signi-
ficativo similar en los titulos de IgG anti-RBD. Sin embargo,
inesperadamente el GMT de IgG anti-RBD y de IgA fue lige-
ramente mayor en los vacunados de mayor edad el dia 14
(figura 2 A, B).

Con respecto a los titulos de IgA anti-RBD, el comporta-
miento fue similar, los vacunados con el candidato vacunal
Mambisa mayores de 60 afios mostraron una DM de 2460
(IC del 95 % 1811-3133), casi el doble que los menores de
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Fig. 1. Resultados cuantitativos de las variables de inmunogenicidad en ambas fases del estudio, al inicio (dia 0) y 14 dias después de la dosis de
refuerzo (dia 14). ACE2: enzima convertidora de angiotensina 2. UA/mL: unidades arbitrarias por mL. AZ, Sy D: dispositivos de aplicacién nasal
de Mambisa (atomizador, spray y gotero). NAb: titulos de anticuerpos neutralizantes. RBD: dominio de unién al receptor. Los nimeros representan
GMT (media geométrica de los titulos de inhibicion). Fase I: los gréficos representan los grupos de vacunacion con Mambisa AZ (n = 30), S (n = 29)
y D (n = 29). Panel (A): titulos de IgG anti-RBD. Panel (B): titulos de IgA anti-RBD. Panel (C): porcentajes de inhibicién de la union RBD:ACE2. Pane-
les (D-F): titulos de NAb en los grupos de vacunaciéon AZ (n=15), S (n =15) y D (n = 14) contra las variantes D614G, Beta y Delta del SARS=CoV =2,
respectivamente. Fase II: los gréficos representan el grupo de vacunacion Mambisa (n = 494). Panel (G): titulos de IgG anti-RBD. Panel (H): titulos
de IgA anti-RBD. Panel (I): porcentajes de inhibicion de la unién de RBD:ACE2. Paneles (J,K): titulos de NAb (n = 52) contra las variantes D614G y

Omicron (BA.5) del SARS=CoV =2, respectivamente.
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Fig. 2. Resultados de inmunogenicidad del estudio Fase Il por grupo de etario (< 60 afios y > 60 afios) al inicio (dia 0) y 14 dias después de la
dosis de refuerzo (dia 14). ACE2: enzima convertidora de angiotensina 2. UA/mL: unidades arbitrarias por mL. NAb: titulos de anticuerpos neutra-
lizantes. RBD: dominio de union al receptor. Los paneles (A, B) muestran los titulos de anticuerpos 1gG e IgA anti-RBD, respectivamente. El panel
(C) muestran los porcentajes de inhibicion de la union de RBD:ACE2. Los paneles (D, E) muestran los titulos de NAb contra las variantes D614G y
Omicron del SARSCoV?2, respectivamente. Los nimeros representan la media GMT (en el caso de la inhibicidn).

60 que fue de 1893 (IC del 95 % 1435-2376). Los resultados
de la inhibicién de la unién de RBD:ACE2 fueron similares en
ambos grupos de edad (figura 2 C).

En cuanto a la influencia de la edad en los resultados de
NADb, los titulos de neutralizacion basales fueron bajos fren-
te a la cepa D614G y a Omicron. Tras la dosis de refuerzo se
observé un aumento significativo de NAb debido a la vacuna-
cion. Este aumento fue mayor en sujetos de edad mayor que
60 afos, tanto frente a las variantes D614G como con Omicron
(figura 2 D, E).

Los NAb frente a D614G y Omicron no mostraron dife-
rencias significativas en individuos de edad menor que 60
y mayor que 60 afos, siendo mayor la DM en los mayor que
60 afios con DM de 290 (IC del 95 % 0,0-560,0) vs 200 (IC del
95 % 40,0-310,0) frente a la cepa D614G respectivamente y
150,0 (IC del 95 % 20,0-290,0) vs 120,0 (IC del 95 % 50,0-260,0)
frente a la variante Omicron en mayor que 60 vs menor que
60 afos, respectivamente.

Inmunogenicidad de mucosa

En el caso de la respuesta de anticuerpos IgA en secre-
cion nasal, se analizaron 24 muestras de individuos inclui-
dos en el estudio fase |, en el grupo S, en el que se utilizoé el
dispositivo de administracién spray nasal, similar al utiliza-
do en la fase Il. Los niveles de IgA se incrementaron hacia
el dia 14 del estudio alcanzando una media geométrica de
159,9 UA/mL (IC del 95 % 126,5-202,2), mostrando la ma-
yor DM geomeétricas con respecto al dia 0 del estudio, con
valores de 102,17 UA/mL. (figura 3).

En el caso de la inhibicion de la unién RBD:ACE2, en
las mismas muestras de secrecion nasal (figura 4), se ob-
servé un aumento significativo de los porcentajes de inhi-
bicién a partir del dia 5 con 21,43 % y que se incrementan
hacia el dia 14 hasta 34,14 %. Las DM son de 15,2y 27,9
los dias 5y 14 del estudio, respectivamente.
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Fig. 3. Comportamiento de los titulos de anticuerpos IgA en mues-
tras de mucosa nasal de los convalecientes vacunados con Mambisa,
antes de la inmunizacion, y los dias 5y 14 del estudio. Los grupos
se compararon por un test de comparacion multiple de Kruskal-Wa-
llis (p < 0,05) contra los niveles basales de anticuerpos (dia 0). Los
numeros en rojo muestran las diferencias de medias con respecto a
los valores del dia 0 del estudio.

DISCUSION

El perfil de seguridad mostrado por el candidato vacu-
nal Mambisa evidencio la elevada seguridad del empleo de
vacunas de subunidades proteicas obtenidas por técnicas
de ingenieria genética, incluida la administracion por la ruta
nasal, contrario a lo que sucede con otras plataformas de
vacunas. 13 La respuesta humoral inducida por la via intra-
muscular protege el tracto respiratorio inferior, pero no activa
las células de memoria residentes especificas del tejido de
MUCOsa, necesarias para una proteccion duradera en el tracto
respiratorio superior y la reduccion de las tasas de transmi-
sién. 19 A diferencia de la ruta intramuscular la inmunizacion
mucosal puede inducir respuestas inmunes adaptativas, ca-
racterizadas por anticuerpos IgA secretores y también puede
estimular eficazmente una potente respuesta inmune sisté-
mica y generar anticuerpos séricos con propiedades neutrali-
zantes, lo que refleja la conexion entre los sistemas inmunes
mucosal y sistémico, como se evidencio en el estudio fase |l
donde los titulos de IgG anti-RBD aumentaron mas de 5 veces,
y la capacidad de inhibicion de los anticuerpos aumentaron
en mas del 30 %. Ademas, los titulos de IgA sérica anti-RBD
aumentaron en mas de 2000 UA/mL. (1617)

La capacidad inmunopotenciadora del HBcAg, incluido en
la formulacion de Mambisa, favorece una respuesta inmune
local y sistémica a través de multiples vias de sefalizacion de
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Fig. 4. Comportamiento de los porcentajes de inhibicién en muestras
de la secrecion nasal de los individuos vacunados con Mambisa, antes
de la inmunizacion, y a los 5y 14 dias de la administracion del candi-
dato vacunal. Los grupos se compararon por un test de comparacion
multiple de Kruskal-Wallis (p < 0,05) contra los niveles basales de an-
ticuerpos (dia 0). Los numeros en rojo muestran las diferencias de
medias con respecto a los valores del dia 0 del estudio.

receptores tipo Toll, siendo un componente esencial para el
desarrollo de Mambisa al no poder utilizarse por la ruta nasal
los adyuvantes que han sido ampliamente utilizados en vacu-
nas intramusculares. ('

Los por cientos de inhibicion inducidos a nivel de la mu-
cosa nasal, son inferiores a los que se logran en suero, lo que
posiblemente esté influenciado por la insuficiencia de la téc-
nica analitica y la composicion y densidad de la muestra, asi
como su limitado volumen; no obstante la funcionalidad de
los anticuerpos producto de la inmunidad hibrida (infeccion
natural y vacunacion) es superior a la vacunacion o la infec-
cion natural por separado, correlacionando estos niveles de
inhibicién con neutralizacion viral.

En la fase | se observaron diferentes niveles de respuesta
a las variantes virales de SARSCoV?2, siendo los titulos mas
altos de NADb contra las variantes Delta y Beta, y los titulos
mas bajos contra D614G. Esto resulta interesante porque, en
general, las vacunas COVID-19 han mostrado una respuesta
neutralizante menor a la variante Beta. (% Una explicacién
podria ser que las variantes Beta y Delta eran las que mas
habian circulado en Cuba antes del reclutamiento de volun-
tarios para este estudio y los resultados muestran la capa-
cidad de la vacuna para activar las células B secretoras de
anticuerpos de alta afinidad contra los epitopos conservados
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entre las diferentes variantes. ®® Estos hallazgos subrayan el
papel fundamental de las dosis de refuerzo para las personas
convalecientes y destacan la sélida respuesta generada por la
inmunidad hibrida.

En la fase I, los anticuerpos post-refuerzo mostraron
actividad neutralizante contra la variante Omicron en ambos
grupos de vacunacion. Cabe destacar, que los voluntarios
incluidos en el estudio se infectaron antes de noviembre de
2021, cuando las variantes de Omicron aun no circulaban en
Cuba. ® Esto corrobora que la evasion inmunitaria de Omi-
cron es menos pronunciada en individuos con inmunidad hi-
brida como resultado de una infeccion previa y la vacunacion.

Conclusiones

La administracion del candidato vacunal Mambisa por la
ruta intranasal como dosis de refuerzo en individuos convale-
cientes de COVID-19 fue segura y bien tolerada. Mambisa for-
talecio la respuesta inmunitaria de forma significativa inde-
pendientemente del grupo etario de los voluntarios. Estos
resultados constituyen el primer reporte de respuesta inmu-
nolégica a nivel de mucosa en humanos con un candidato
vacunal de subunidad contra el SARS=CoV =2 y permiten pro-
yectar estudios mas amplios para evaluar la eficacia de la va-
cuna.
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