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Q.

Investigaciones en curso

Estudios de Microscopia Electronica a muestras de anatomia patoldégicay muestras de

aislamientos virales.

Estudio clinico de vacuna para potenciar la Inmunidad Innata (CIGB 2020)

Estudio clinico de comparacion de Interferones alfay alfa + gamma (ESPERANZA)

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

Estudio de prueba de concepto de formulacién para administracion nasal de Interferon alfa.

Estudio compasional y generalizacion de uso del péptido CIGB 258 (Jusvinza) contra la

hiperinflamacion
Arafia de transmisidon epidemioldgica.
Estudio de lentos negativizadores.

Estudio de comparacion de medios de transportacion de exudados.

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

11. Estudio de impacto de protocolo cubano de tratamiento en la negativizacion temprana por RT-PCR.



Estudios de Microscopia electrénica en
necropsias

r\\,/-(: l G B Hospital Dr. Luis Diaz Soto
/ Centro de Estudios Avanzados (CEA)



Microscopia Electronica del SARS Cov-2 (70nm-160nm)
Pulmon, Higado y Rifion




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

Higado RiAon (Glomérulo) Pulmon

cavidad
alveolar

p cavidad / ‘
alveolar
\

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 | JEs MIRA3 TESCAN SEM HV: 25.0 kV WD: 3.3 mm Ll MIRA3 TESCAN SEM HV: 15.0 kV \ WD: 4.61 mm MIRA3 TESCAN
View field: 81.2 ym Det: SE 20 pm View field: 2.91 pm Det: SE 500 nm View field: 8.72 ym ‘ Det: SE 2pm

SEM MAG: 3.58 kx | Date(m/dly): 06/19/20 CEA - Cuba SEM MAG: 100 kx  Date(m/d/y): 06/19/20 CEA - Cuba SEM MAG: 25.0 kx  [Date(m/dly): 07/01/20 CEA - Cuba

Flechas rojas: Conglomerado de SARS Cov-2



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

/ e ' Hospital Dr. Luis Diaz Soto-CIGB
NGB



CIGB-258 (Jusvinza): Péptido inmunomodulador de la hiperinflamacién
o0 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 Il contra la artritis reumatoide.
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Pacientes tratados compasionalmente con el peptido CIGB-258

Respiratory distress
Caze Clinical . at the end of Clinical cutcomes
No. | =% | classification Comarbidities treatment
- — —
1 M Critically ill Cardiac arrhythmia Racoversd Alive, discharged from
- : Hospital
Hypartension Facoverad Alrva, cﬁﬁmﬁd from
2 M Critically il Diabetes ospita
Cibesity
- — =
3 M Critically il MNone Recovered Alive, discharged from
: Hospital
4 F Critically il Hypertension Recovered Alive, discharge from
Hospital
Adrenal gland mmor Facovered Alive, discharge from
Diahetes ICT
- NP Cibesity
5 F Critically ill Cushing's syndrome,
Mnltiple thyroid
nrdules
- . ST Eladder cancer, Facovered Alive, discharged fom
§ M Critically ill Diabetes Hospital
- - =
7 M Critically ill None Racoversd Alive, “f‘;"']f'fd e
Hypartansion Facoverad Alive, discharzed fom
8 M Crtical il bronchial asthma Hospital
Ischemic heart diseass
Hyperansion Facovered Alive, discharzed fom
9 M Critically il Obesity, Hospital
Bronchial asthma
. . - Facovered Alive, discharged from
10 M Serpushy il MNone Hospital
Hyp=ertension Facoverad Alive, discharged fom
11 .| Seriously ill Diabetes Hospital
Ischemic heart diseass
- - - — —
12 F Seriowsly ill . ];ilqbete:.“ ) Facovered Alree, m::::l._rged. from
Ischemic heart diseass Hospital
13+ M Critically ill bronchial asthma Recovered Deceased
14* F Critically ill Hypertension Recovered Deceased
- — —
15+ F Sarigusly ill Glomeralopathy Recovered Alive, “;I‘;;ffd o
- iocharzed B
14 5| Seriously il Hyp=artension Racoversd Alive, ﬂﬁz:spﬂﬂl e

* Treatment with monochonal antibody Itolinums

b (11).

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




Resolucion del distrés respiratorio

Antes 48 h Antes de extubar

Comorbilidades de este paciente: Hipertension, diabetes, obesidad



Conclusiones

 EIl tratamiento con el péptido CIGB-258 logra controlar la respuesta

hiperinflamatoria en los pacientes con COID-19.

 Se evidencia una disminucion del dafio del tejido pulmonar sin secuelas

radiogaficas de fibrosis.

« ElI peptido CIGB-258 (Jusvinza) recibié un autorizo de uso de
emergencia de la autoridad reguladora cubana y forma parte en la
actualidad del protocolo terapéutico para el tratamiento de pacientes de

COVID-19 en Cuba.



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

y C Hospital Dr. Luis Diaz Soto-CIGB
ANNIGB



Objetivo General

Evaluar la seguridad y eficacia del tratamiento por via nasal y sublingual con
CIGB 2020 en personas que han sido contactos o sospechosos de infeccion por
SARS-CoV-2.
Hipotesis

La vacunacion por vias nasal y sublingual que emplea CIGB 2020, un
compuesto capaz de inducir la activacion de multiples receptores del sistema
inmune innato, -relevantes para la deteccion del Coronavirus SARS-CoV-2 en las
primeras etapas de la infeccion- permitira prevenir, detener o incluso revertir los

eventos inmuno-patoldgicos que se generan por el virus y reducir la proporcion
de pacientes que progresan a estado critico o terminal.

Variable Principal

Activacion de marcadores del sistema inmune innato (TLR3, TLR7, TLR8),
antes del inicio del tratamiento y en los dias 4 y 8.



Pacientes con Eventos Adversos Porcentaje de EA segun dosis Eventos

. d
(%) aplicadas (%) a 2‘_’;;2 /005

Pacientes

con EA o
7H7 \ ~ Dosis

aplicadas
sin EA
73%

Proporcion de EA segun intensidad (%)

62.5

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

Secrecion Nasal 0.58

25
Estornudos

2.5

Fiebre

Astenia
LEVE MODERADO SEVERO

Causalidad de los EA

Definitiva
25%

Otalgia

Neumonia

Tension arterial elevada

Posible Un evento adverso es cualquier incidente meédico desfavorable que
ocurre en un sujeto que participa en un ensayo clinico ante la
administracion de un producto farmacéutico y que no guarda
necesariamente una relacion causal con el tratamiento.

25%



Anadlisis 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
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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) TLR8
(receptores gque detectan ARN) en pacientes tratados con las primeras 3 dosis sublinguales y una dosis
intranasal de CIGB2020. Se presenta en D) el anélisis 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

p=0.007 (**) B Tratados 5=00003 (™) B Tratados

Mo tratados No tratados
28+ ] 304 |
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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 gque detectan ARN) en pacientes tratados con las primeras 7 dosis sublinguales y dos dosis
intranasales de CIGB2020. Se presenta en D) el andlisis 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 DO
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)



Conclusiones

Al cuarto y octavo dia de tratamiento, en pacientes tratados con dosis
sublinguales e intranasal de CIGB2020, se pudieron observar
incrementos significativos de la expresidon génica de los receptores
TLR3, TLR7 y TLRS.

Se evidencio, ademas, un incremento en el porcentaje de pacientes
gue incrementaron sus niveles de expresion de HLA en el cuarto dia en
monocitos ( p= 0.0448) y linfocitos (p=0.018), con tendencia positiva
hacia el octavo dia en ambos, lo que indicO una mayor preparacion
potencial de las células del sistema inmune innato para repeler una
agresion viral a partir de un incremento en su capacidad presentadora

de antigenos y de activacion en general.



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

/ e ' Hospital Dr. Luis Diaz Soto
NGB



NOCIGB e Caracteristicas del

)E INGENIERIA GENETICA

Y BIOTECNOLOGIA E n SayO CI lln 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



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

DE INGENIERIA GENETICA

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

140 300 7
P=0.00
7
120 - 6 -
250
100 - 5 -
200
80 - 4 -
150 - — n H 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



ANACIGB centro CO n C | U S I C,) n

)E INGENIERIA GENETICA
Y BIOTECNOLOGIA

« La aplicacion de CIGB 325 resulto segura para los pacientes con COVID
19

* No se encontraron diferencias entre los grupos en cuanto al tiempo
hasta la negativizacion del PCR de Exudados Nasofaringeos.

 Laevolucién clinico radiolégicay de los indices inflamatorios y de
disfuncidon organica sugieren un efecto favorable de la aplicacion del
CIGB 325 en pacientes con Covid 19

» El Protocolo establecido para el tratamiento de COVID y adicionalmente la
aplicacion de CIGB 325 permiten un adecuado control de la enfermedad y
evitan el progreso a estadios graves de la misma.



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

/ e ' Hospital Dr. Luis Diaz Soto-CIGB
NGB



Negativizacidon en 63 pacientes en el Hospital Luis Diaz Soto

Interferon a2b (Heberdn)
Interferon a2b + Interferon y (Heberferdon)

v
o
=~ 100 —— HeberFERON
)
§ — Heberon Alpha R
Z-E
E_ 50 Mediana negativizacion  Dias
i T HeberFERON 3
o Heberon Alpha R 5
1=
2 E—
£
DG_ ﬂ T T 1
0 2 4 6
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 @.U D“IS)'
N S—x>

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



Centro de Ingenieria Genéticay Biotecnologia AVN\C|(GGB
Negativizacion al Séptimo Dia

Total |Positivo/Negativo| %  |Promedio Dias

35 32.1 12.4
1 (2 6/7.3 11.1

Heberon Al R HebepFERON®

|me”emn A"a 2b Humano Recombiname Combinacidn sinérgica de IFN-alfa 2b y gamma humanos recombinantes,



Interferon a2b (Heberon)
Interferon a2b + Interferdon y (Heberferdn)

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%)




Conclusion

Se demuestra el efecto de la administraciéon temprana del Interferon
alfa y de la combinacion de Interferones alfa + gamma en el
tratamiento del SASR-CoV-2 y la negativizacion temprana al virus

evitando el paso a una condicion severa de la enfermedad.



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

NGB



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 formulacién 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
aplicacion)

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



Deteccion de IFN en sangre

Medicion de IFN alfa

_ o . Tiempo O Tiempo 72h
30-45min post-administracion Voluntario | pg/mL | Ul/mL | pg/mL | UI/mL | dif [Tiempo*
AA 186.5 33.6 149.9 26.9 -37 60
400 7 = DD 33.1 5.2 0.0 00 | -33 95
= DQ 227.3 41.0 508.8 92.0 281 60
500+ GG 1981 | 357 | 3360 | 60.7 | 138 | 30
GL 44.9 7.4 194.5 35.0 150 30
> _El HM 73.4 12.7 227.3 41.0 154 45
w5 2007 ¢ G 6.0 00 | 1508 | 270 | 145 | 30
= o LA 177.6 31.9 496.2 89.7 319 60
100 e MLO 66.8 11.5 0.0 0.0 -67 80
:‘ MP 205.2 37.0 122.9 21.9 -82 60
0 ' : RB 191.0 34.4 85.4 15.0 -106 60
0 Z9h SC 112.9 20.1 73.4 12.7 -40 60
WR 54.5 9.2 104.7 18.6 50 45

* tiempo entre administracién de Nasalferon y la extraccion

Se detectaincremento de la concentracion de interferon en sangre en los 5
voluntarios que la muestra se tom¢ alos 30-45 min de la administracion nasal
realizada a los tres dias del inicio de la aplicacion.

En los que demord una hora o mas latoma de muestras, no resulté

signficativo.



Media aritmeética de incremento de los genes
en raspados orofaringeos
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antiviral.
Se observan incrementos

de biomarcadores

Factor Cambio T1 vs TO

relacionados con la
respuesta inmunitaria
TLR3, 7 y 8 en varios

voluntarios.

= NWAONORWO
1 —_11

Cambio de expresion de genes en RASPADOS
biomarcador OAS1, gg

° A
T TS
1 )\ v
1 o . % N
A L *le
| | 1 I
N ) > A
F & F &
Genes



Media aritmeética de incremento de los genes
en linfocitos de sangre periféerica

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

de todos los genes hasta z 151 o
una media aritmética de: - g"

. OAS1 (1,8) % ‘; . * _

.+ TLR3 (2,3) E f :. % %
« TLR7 (3,1) E 0 . .

. TLRS (2,0) T 5 © @



Incremento de la capacidad de desarrollar una respuesta efectiva
contralos patdogenos

Relacion CD4+/CD8+

CD4+/CD8+

5— **, p=0.0088
Se incrementa la relacion de células

4 ‘ T CD4+/CD8+ que favorece el
desarrollo de una respuesta efectiva

3 Vs contra patdégenos. Sin una
reduccion de significacion en las

2 concentraciones de células CD8+

o -

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+

T

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

72

(=N

Tiempo (h)



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

Intensidad media de Fluorescencia
HLADR

Monocitos MFI HLA DR

14
12
10

E_

4+p=0.0303
L ]

=

il

Tiempo (h)

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



Conclusiones

Se demuestra el paso del Interferon a la sangre, detectandose los
maximos niveles de concentracion en sangre a los 30-45 minutos de la

administracion nasal.

Se evidencia incrementos de los marcadores de respuesta antiviral e
inmunitaria innata a nivel de la mucosa orofaringea y en linfocitos de
sangre periférica.

Se detectan incrementos significativos de marcadores de activacion

de respuesta humoral y celular en sangre.



Impacto de los resultados

Modificaciones al protocolo nacional de tratamiento ala 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.

— Introduccién del PCR el 9no dia para el alta médica.
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