
MÉTODOS Y COMPOSICIONES PARA VACUNAS QUE SE DIRIGEN A CÉLULAS DENDRÍTICAS

Referencia Cruzada a Solicitudes Relacionadas

[0001] Esta solicitud reclama la prioridad de las solicitudes de patente provisionales de los Estados Unidos No.

63/458,102, presentada el 8 de abril de 2023, y las solicitudes de patente provisionales de los Estados Unidos No.

63/587,231, presentada el 2 de octubre de 2023, las solicitudes de patente provisionales de los Estados Unidos No.

63/588,932, presentada el 9 de octubre de 2023, las solicitudes de patente provisionales de los Estados Unidos No.

63/549,343, presentada el 2 de febrero de 2024, las solicitudes de patente provisionales de los Estados Unidos No.

63/575,093, presentada el 5 de abril de 2024, y la publicación de patente PCT, presentada el 8 de abril de 2024, intitulada

“MÉTODOS Y COMPOSICIONES PARA LA NANOENTREGA QUE SE DIRIGE A CÉLULAS DENDRÍTICAS” (METHODS

AND COMPOSITIONS POR DENDRITIC CELL TARGETING NANO-DELIVERY). La totalidad de las solicitudes

mencionadas anteriormente se incorporan en este documento como referencia.

Listado de Secuencias

[0002] La presente solicitud contiene un Listado de Secuencias, que se ha presentado electrónicamente en formato

ASCII XML de conformidad con la Norma ST.26 y se incorpora por referencia en su totalidad. Esta copia en ASCII, creada

el 5 de abril de 2024, se denomina A1000-01100PCT-3_20240405_Seq l-isting.xml y tiene un tamaño de 168 bytes.

Campo de la Invención

[0003] La presente divulgación se refiere a formulaciones novedosas de vacunas para nanoadministración dirigida.

Específicamente, la divulgación se refiere a composiciones y métodos dirigidos a formulaciones novedosas de vacunas

con nanopartículas bifuncionales capaces de administrar selectivamente una carga útil a una región deseada de un tejido

o a un tipo de célula específico, incluyendo las células dendríticas.

Antecedentes de la Invención

[0004] La administración localizada mediante nanotecnología se ha utilizado ampliamente en aplicaciones científicas,

industriales y clínicas. Se ha convertido cada vez más en una forma prometedora de administrar fármacos, ya que

proporciona ventajas, incluyendo mejora de la solubilidad y la penetración de las moléculas de los fármacos. En ejemplos

recientes de las vacunas de ARNm desarrolladas contra los virus de COVID-19, en vista de la inestabilidad de las

moléculas de ARNm y la necesidad de almacenarlas a baja temperatura (por ejemplo, a -70°C), se desarrollaron

nanopartículas lipidicas (LNP, Lipid Nanoparticles) para encapsular y estabilizar las moléculas de ARNm durante tanto el

transporte como una vez inyectadas en el cuerpo humano. Las nanopartículas lipidicas suelen estar compuestas por varios

tipos de lipidos. La relación de esos lipidos requiere un ajuste preciso, y la fabricación de las nanopartículas lipidicas

puede ser costosa y, lo que es más importante, las nanopartículas lipidicas en general no pueden administrar las moléculas

de ARNm con mucha selectividad localizada. Por lo tanto, existe una necesidad no satisfecha de formulaciones novedosas

de nanopartículas para vacunas con funcionalidad de administración selectiva.

Breve Descripción de la Invención

[0005] Un aspecto de la presente divulgación se refiere a un compuesto bifuncional para formar una nanopartícula lipídica
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adecuada para formulaciones de vacunas farmacéuticas. El componente comprende la fórmula:
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en donde Ri comprende un grupo glicosilo sustituido o no sustituido;

en donde Xi y X2 son, cada uno independientemente, hidrógeno, alquilo C1.30, alquenilo C1.30, alquinilo C1.30, arilo,

ariloxi o una versión sustituida de los mismos, o

-(CH2)nX4, n es 0 a 30, y X4 es hidrógeno, arilo, ariloxi, grupo heterocíclico o una versión sustituida de los mismos,

siempre que cuando X4 es un grupo heterocíclico, el grupo heterocíclico comprende de 1 a 3 heteroátomos, seleccionados

del grupo que consiste en O, S y N, o una combinación de los mismos; y

en donde X3 es hidrógeno, alquilo C1.6 o hidroxilo.

[0006] Un aspecto de la presente divulgación se refiere a una formulación para formar una nanopartícula lipídica, que

comprende el compuesto de la presente divulgación, en donde el compuesto comprende 1 al 10% en mol de la

composición.

[0007] Un aspecto de la presente divulgación se refiere a una vacuna que se dirige a células dendríticas que comprende

una nanopartícula lipídica y/o una formulación de nanopartículas lipídicas. La nanopartícula lipídica y/o la formulación de

nanopartículas lipídicas comprende una membrana que define un espacio interior, en donde la membrana está formada

de una pluralidad de componentes lipidíeos que comprenden el compuesto de la presente divulgación.

[0008] Un aspecto de la presente divulgación se refiere a una composición/formulación de vacuna de nanotransportador

de direccionamiento bifuncional, que comprende la nanopartícula lipídica de la presente divulgación.

[0009] Un aspecto de la presente divulgación se refiere a un kit y/o una mezcla de reactivos para preparar una

nanopartícula lipídica, que comprende un primer reactivo, que comprende el compuesto de la presente divulgación; y un

segundo reactivo, que comprende un lípido ionizadle, un lipido auxiliar o una mezcla de los mismos.

[0010] Un aspecto de la presente divulgación se refiere a un método de administración dirigida de carga útil inmunogénica

en un sujeto que la necesita, que comprende administrar al sujeto una cantidad efectiva de la nanopartícula lipídica de

direccionamiento de la presente divulgación en una formulación de vacuna farmacéuticamente aceptable, en donde la

carga útil es un ácido nucleico, un compuesto, un polipéptido, una proteína, un glucano o una combinación de los mismos.
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y la carga útil está encapsulada por la nanopartícula lipídica.

[0011] Un aspecto de la presente divulgación se refiere a un método para prevenir o tratar una enfermedad en un sujeto

que lo necesite, que comprende administrara! sujeto una cantidad efectiva de la nanopartícula lipídica de direccionamiento

de la presente divulgación en una formulación de vacuna farmacéuticamente aceptable, en donde la carga útil es un ácido

nucleico, un compuesto, un polipéptido, una proteína, un glucano o una combinación de los mismos, y la carga útil está

encapsulada dentro de la nanopartícula lipídica; y en donde la carga útil es un agente inmunogénico/terapéutico o

derivados de un agente inmunogénico/terapéutico.

[0012] Un aspecto de la presente divulgación se refiere a un método para reforzar una respuesta inmunitaria adaptativa,

que comprende administrar al sujeto una cantidad efectiva de la nanopartícula lipídica de direccionamiento de la presente

divulgación en una formulación de vacuna farmacéuticamente aceptable, en donde la carga útil es un ácido nucleico, un

compuesto, un polipéptido, una proteína, un gíucano o una combinación de los mismos, y la carga útil está encapsulada

dentro de la nanopartícula lipídica; y en donde la carga útil es inmunogénica o es derivada de una biomolécula

inmunogénica.

[0013] En ciertas modalidades de la molécula bifuncional y las formulaciones de vacuna de la misma, la Fórmula 1 puede

ser análogos/miméticos estructurales y/o funcionales con funcionalidades de direccionamiento a células, y la Fórmula 2

puede ser análogos/miméticos estructurales/funcionales con funcionalidades de inserción/anclaje en la membrana lipídica.

Breve Descripción de los Dibujos

[0014] La Figura 1 proporciona una representación gráfica de ios resultados del análisis de clasificación de células

activadas por fluorescencia (FACS, Fluorescence-Activated Cell Sorting) que demuestran la eficacia de las modalidades

inventivas ejemplares. Los experimentos demostraron la absorción de las formulaciones novedosas de nanoadministració n

que se dirigen a bisdemetoxicurcuminas (BDMC), de acuerdo con las modalidades de la presente divulgación, en

comparación con las LNP tradicionales. Los valores positivos para fluoresceína isotiocianato (FITC+) mostrados en las

figuras son intensidades fluorescentes en unidades arbitrarias (U.A.).

[0015] La Figura 2 proporciona una representación gráfica de los resultados del análisis FACS que demuestran la

eficacia de las formulaciones novedosas ejemplares que se dirigen a células dendríticas de la presente divulgación. Los

experimentos mostraron la absorción de las formulaciones novedosas ejemplares que se dirigen a células dendríticas, de

acuerdo con modalidades de la presente divulgación, que se dirigen a células dendríticas (DC, Dendritic Cell), células B y

células T, en comparación con las LNP convencionales. Los valores FITC+ mostrados en las figuras son intensidades

fluorescentes en unidades arbitrarias (U.A.).

[0016] La Figura 3 proporciona una representación gráfica que muestra los resultados del análisis FACS que demuestran

la eficacia de las formulaciones novedosas ejemplares que se dirigen a células dendríticas de la presente divulgación. Los

experimentos mostraron la absorción de las formulaciones que se dirigen a células dendríticas, de acuerdo con

modalidades de la presente divulgación que se dirigen a BDMC, en comparación con LNP convencionales. Los valores

FITC+ mostrados en las figuras son intensidades fluorescentes en unidades arbitrarias (U.A.). 22-LNP representa la

formulación de direccionamiento fabricada utilizando el compuesto 22 de la presente divulgación, y el porcentaje entre
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paréntesis indica la reiación molar del compuesto 22, Asimismo, 23-LNP representa ia formulación de direccionamiento

fabricada utilizando el compuesto 23 de la presente divulgación, y el porcentaje entre paréntesis indica la relación molar

del compuesto 23. El control negativo fue una LNP que no utiliza el compuesto/formulación de direccionamiento novedoso

de ia presente divulgación (es decir, la “LNP tradicional” como se describe en este documento).

[0017] La Figura 4 proporciona una representación gráfica que muestra los resultados del análisis FACS que demuestran

la eficacia de las formulaciones novedosas ejemplares que se dirigen a las células dendriticas de la presente divulgación.

Los experimentos mostraron la transfección de las formulaciones de direccionamiento que se dirigen a BDMC en

comparación con LNP sin el compuesto de la presente divulgación. Los valores FITC+ mostrados en las figuras son

intensidades fluorescentes en unidades arbitrarias (U.A.). 22-LNP representa la formulación de direccionamiento fabricada

utilizando el compuesto 22 de la presente divulgación, y el porcentaje entre paréntesis indica ia reiación molar del

compuesto 22. Asimismo, 23-LNP representa ia formulación de direccionamiento fabricada utilizando el compuesto 23 de

la presente divulgación, y el porcentaje entre paréntesis indica la relación molar del compuesto 23. El control negativo fue

una LNP formada sin utilizar el compuesto/formulación de direccionamiento novedoso de la presente divulgación (es decir,

la “LNP tradicional" como se describe en este documento).

[0018] La Figura 5 proporciona una representación gráfica que demuestra ia eficacia y la especificidad de

direccionamiento de ia formulación ejemplar con base en la distribución de ias LNP de direccionamiento en un modeio

animal. Las LNP transportaban un ARNm configurado para codificar una luciferasa en las células objeto de

direccionamiento de los animales sometidos a prueba. Ei ensayo generaría una luminiscencia detectable si las LNP

transfectaran con éxito las células y estas expresaran la luciferasa. Los resuitados mostraron claramente el

direccionamiento específico a tejido de tejido dei bazo y linfático de la formulación ejempiar de direccionamiento,

proporcionando de esta manera evidencia de la especificidad de las células inmunitarias (por ejemplo, las células

dendriticas).

[0019] La Figura 6 muestra el espectro de una resonancia magnética nuciear de protón (^H RMN) del compuesto 12 de

la presente divulgación.

[0020] La Figura 7 muestra ei espectro de una resonancia magnética nuclear de carbono 13 (^^C RMN) del compuesto

12 de la presente divulgación.

[0021] La Figura 8 presenta gráficas de barras que muestran la inducción de interferón-y (IFNy) (A) e interleucina-4 (IL-

4) (B) por ia formulación ejemplar de LNP de direccionamiento de acuerdo con una modalidad de la presente divulgación

in vivo. Los sueros se recogieron de animales experimentales 2 horas, 24 horas y 48 horas después de la administración.

[0022] La Figura 9 muestra una representación gráfica que demuestra ios efectos inhibidores de neutralización de las

LNP ejemplares de la presente divulgación en comparación con las LNP de control. La inhibición de neutralización se

evaluó frente a diferentes factores de dilución para mostrar ia diferencia entre las muestras.

[0023] La Figura 10 proporciona una gráfica de barras que demuestra que las LNP ejemplares de acuerdo con la

presente divulgación, que transportan ARNm que codifica la proteína de espícula de tipo amplio, fueron capaces de invocar

la producción de inmunoglobulina G (IgG) in vivo contra el virus de tipo salvaje y las cepas Delta y Ómicron del mismo.
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[0024] La Figura 11 muestra una gráfica de barras comparativa que demuestra el título de IgG (A) y la capacidad de

neutralización (B) inducidos respectivamente por LNP disponibles comercialmente frente a la formulación de LNP

formulada con base en, y/o construida con, compuestos ejemplares de acuerdo con modalidades de la presente

divulgación. Ambos LNP portaban ARNm que codifica una proteína de espícula de tipo amplio,

[0025] La Figura 12 muestra el espectro de cromatografía liquida-espectrometría de masas (LCMS, Liquid

Chormatography-Mass Spectrometry) del compuesto 21 de la presente divulgación.

Descripción Detallada de la Invención

[0026] Las nanopartículas se han utilizado ampliamente en diferentes aplicaciones. Entre ellas, las nanopartículas

lipidicas (por ejemplo, los liposomas) son los sistemas de administración de medicamentos más consolidados debido a su

biocompatibilidad y biodegradabilidad. Un liposoma común tiene una estructura bicapa formada porfosfolípidos debido a

sus propiedades anfipáticas. La estructura bicapa (es decir, una membrana bicapa) encierra un espacio interior, que puede

encapsular moléculas hidrófilas, mientras que la estructura bicapa en sí misma puede transportar moléculas hidrófobas.

Las nanopartículas lipidicas (LNP) también son los vehículos más estudiados para la administración de ácidos nucleicos,

tal como el ARN. Mediante la encapsulación, las LNP protegen los ácidos nucleicos de las nucleasas extracelulares,

permitiendo de esta manera su administración segura a las células.

[0027] Las LNP comúnmente tienen cuatro tipos de componentes lipídicos en las relaciones deseadas; (i) lípidos

auxiliares para encapsular la carga, (ii) lípidos ionizadles para mejorar el escape endosomal y la administración, (iii)

colesterol para promover la estabilidad, y (iv) polietilenglicol anclado a lípidos (PEG-lípido) para reducir el reconocimiento

del sistema inmunitario y mejorar la biodistribución. El colesterol y el PEG-lípido también pueden clasificarse como lípidos

auxiliares. Las propiedades de un liposoma se pueden ajustar seleccionando los componentes lipídicos deseados o las

relaciones de los mismos. Sin querer apegarnos a teorías, las porciones de direccionamiento también se pueden conjugar

con los componentes lipídicos para proporcionar una administración selectiva.

[0028] COMPUESTO LIPÍDICO DE DIRECCIONAMIENTO

[0029] Un aspecto de la presente divulgación proporciona un compuesto para formar una formulación de nanopartículas

lipidicas (LNP) adecuada para el direccionamiento a células específicas. En ciertas modalidades, el compuesto es un

compuesto bifuncional que contiene una porción de direccionamien to a una célula basada en glucanos y una porción

lipídica, que puede incorporarse a una bicapa lipidica, tal como una LNP. En algunas modalidades, el compuesto

bifuncional está diseñado para tener una porción de direccionamiento configurada para proporcionar funcionalidades de

administración selectiva como parte de la molécula bifuncional y para tener una porción de cola lipídica ejemplar capaz de

incorporarse en la membrana de doble capa lipídica de una formulación ejemplar, incluyendo una nanopartícula lipídica.

El compuesto de la presente divulgación puede tener una estructura de doble cola, que comprende dos estructuras

extendidas (por ejemplo, el grupo Xi y X2de más adelante). Al menos una de las dos estructuras extendidas se configura

para incorporarse en una membrana bicapa de la nanopartícula lipídica formada. El término ‘‘incorporado en una bicapa”

describe en este documento que al menos una porción de la estructura extendida se incorpora en la bicapa. En algunas

modalidades, toda la estructura extendida se incorpora en la bicapa, pero el término no se limita a ese escenario.
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[0030] En un aspecto ejemplar, el compuesto de la presente divulgación comprende:
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en donde Ri comprende un grupo glicosilo sustituido o no sustituido; en donde Xi y X2 son, cada uno independientemen te,

hidrógeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, ariloxi o una versión sustituida de los mismos, o -(CH2)nX4, n es 0 a 50, y X4 es

hidrógeno, arilo, ariloxi, grupo heterocíclico o una versión sustituida de los mismos, siempre que cuando X4 es un grupo

heterocíclico, el grupo heterocíclico comprende de 1 a 3 heteroátomos, seleccionados del grupo que consiste en O, S y

N; y en donde X3 es hidrógeno, alquilo Ci^ o hidroxilo.

[0031] Grupo Ri

[0032] Funcionalidad de Dirección. En ciertas modalidades, el grupo Ri está configurado para proporcionar una

funcionalidad de administración selectiva o administración de direccionamiento para la formulación de LNP ejemplar

formada por el componente de la presente divulgación. En algunas modalidades, el grupo Ri está configurado para dirigirse

a una célula presentadora de antígenos (por ejemplo, una célula dendrítica). En algunas modalidades, la célula objetivo

puede ser de otros tipos de células inmunitarias. En todavía otras modalidades, el objetivo puede ser cualquier célula

biológica donde se haya diseñado la carga útil. En ciertas modalidades, el grupo Ri está diseñado para tener una porción

de direccionamiento, que puede ser un ligando de un receptor en una célula objetivo. Por ejemplo, el grupo Ri podría estar

configurado para dirigirse a no integrinas que capturan moléculas de adhesión intercelular 3 específicas de células

dendríticas (DC-SIGN, Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesión molecule-3-Grabbing Non-integrin) de una célula

dendrítica.

[0033] Sin querer limitarnos a la teoría, se cree que el manósido y el fucósido se pueden unir a una célula dendrítica (por

ejemplo, mediante la unión a DC-SIGN) con especificidad. Por lo tanto, en algunas modalidades, el grupo Ri comprende

un manósido, un fucósido o ambos como la porción de direccionamiento. El manósido y/o el fucósido pueden ser una

mañosa terminal o un fucósido terminal del grupo Ri, lo que podría proporcionar mejores oportunidades para interactuar

con una célula dendrítica.

[0034] En algunas otras modalidades, el grupo Ri está configurado para dirigirse a la lactina tipo inmunoglobulina que se

une al ácido siálico-1 (Siglec-1, Sialic Acid-Binding Immunoglobulin-like Lectin-1), de manera que el grupo glicosilo puede
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comprender 9-N-(4H-tieno[3,2-c]cromeno-2-carbamoil)-Neu5Ac-a2,3-Gal-GlcNAc. En algunas modalidades, el grupo Ri

está configurado para dirigirse a la Siglec-2, y el grupo glicosilo puede comprender 9-Bifenil Neu5Ac-a2,6-Gal-GlcNAc. En

algunas modalidades, el grupo Ri está configurado para dirigirse a la Siglec-5/E, y el grupo glicosilo puede comprender

Neu5Ac-a2,3-Gal-GlcNAc.

[0035] En algunas modalidades, el grupo Ri comprende una fórmula de Rz-Ra-, en donde R2 es el grupo glicosilo

sustituido o no sustituido, y Ra es un grupo de fijación, y en donde el grupo de fijación es un arilo, un alquilo, una amida,

una alquilamida, una combinación de los mismos, o un enlace covalente. En algunas modalidades, el arilo comprende 0

a 3 sustituyentes (por ejemplo, 1 a 3 sustituyentes), en donde el sustituyente del arilo es un alquilo C1.6, un haluro, o un

haluro de alquilo Ci^. En algunas modalidades, el grupo de fijación está configurado para proporcionar flexibilidades

estructurales y/o facilitar la unión entre la porción de direccionamiento y el objetivo. En ciertas modalidades, R2 está

conjugado covalentemente con Ra en un carbono del grupo glicosilo, resultando en una 0-glucosilación.

[0036] Unión en condiciones acidas. En algunas modalidades, la unión entre el grupo glicosilo de Ri y un objetivo está

correlacionada con Ca^\ y la coordinación del calcio podría disminuir en un entorno con pH bajo, lo que resultaría en una

menor afinidad de unión. Por lo tanto, para proporcionar una mejor afinidad de unión en condiciones ácidas, el grupo de

fijación puede comprender un grupo arilo. Sin querer apegarnos a teorías, el grupo arilo puede participar en interacciones

de CH-tt e hidrófobos que mejoran la unión en condiciones ácidas. El grupo arilo puede ser un benceno no sustituido o

un benceno sustituido con un haluro o un haluro de alquilo (por ejemplo, un CF3). En algunas modalidades, el grupo arilo

se acoplado a la porción de direccionamiento. Por ejemplo, el grupo Ri puede comprender un manósido 0-arilo.

[0037] Espaciador. En algunas modalidades, el grupo de fijación de Ri comprende un espaciador. El espaciador está

configurado para proporcionar flexibilidad estructural a Ri. Sin querer apegarnos a teorías, la flexibilidad permite que el

grupo glicosilo de Ri se mueva durante la interacción entre la porción de direccionamiento y el objetivo, facilitando de esta

manera la unión entre ellos.

[0038] En ciertas modalidades, un espaciador preferido es biocompatible. En algunas modalidades, el espaciador

iniciador comprende una porción de carbono saturado, una porción de polietilenglicol (PEG) o una combinación de las

mismas. Por ejemplo, el espaciador puede ser una porción de polietilenglicol (PEG), formado por 1,2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9,

10,12,15,18, 20, 24, 30, 36,40,48, 50, 55, 60, 65 o 72 subunidades de (OCH2CH2), o cualquier intervalo definido por

los puntos extremos anteriores, tal como 2 a 72, 2 a 60,2 a 48,2 a 36, 2 a 24,2 a 18,2 a 15,2 a 10,4 a 72,4 a 60,4 a

48, 4 a 36, 4 a 24, 4 a 18, 4 a 15.4 a 10, 8 a 72, 8 a 60, 8 a 48, 8 a 36, 8 a 24, 8 a 18, 8 a 15 u 8 a 10 subunidades de

(OCH2CH2). En algunas modalidades, la porción PEG puede ser una estructura lineal, ramificada o en estrella.

[0039] Configuración estructurai. En ciertas modalidades, el grupo glicosilo puede ser una estructura lineal o una

estructura ramificada. En algunas modalidades, el grupo glicosilo puede tener una pluralidad de porciones de

direccionamiento, por ejemplo, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10 porciones de direccionamiento. La pluralidad de porciones de

direccionamiento puede acomodarse en una configuración lineal, ramificada o en estrella. Por ejemplo, el grupo glicosilo

puede comprender un monomanósido, un dimanosido o un trimanosido, y cuando el grupo glicosilo comprende un

trimanosido, el trimanosido puede ser de forma lineal o una estructura ramificada, tal como un a-1,3-a-1,6-trimanosido . En
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ciertas modalidades, se observa que una configuración ramificada (por ejemplo, una cabeza de glucano trimanosida)

muestra una superior afinidad de unión a su receptor objetivo.

[0040] En algunas modalidades, el grupo Ri es un grupo glicosilo sustituido. El grupo glicosilo puede comprender 1 a 6

sustituyentes, y cada sustituyante puede ser alquilo Ci.6, alquenilo C1.6, halógeno, haluro de alquilo C1.6, alcoxi Cu, amina,

nitro, alquil amina Cu, amida, azido, arilo, cicloalquilo, heterocicloalquilo, sulfito o una versión sustituida de los mismos, o

una combinación de los mismos. En ciertas modalidades, el sustituyante se conjuga con un carbono del grupo glicosilo

directamente o se conjuga con el carbono a través de una conjugación 0-il (por ejemplo, reemplazando el hidrógeno del

grupo hidroxilo en el carbono).

[0041] En ciertas modalidades, el sustituyante del grupo glicosilo se selecciona del grupo que consiste en arilo,

cicloalquilo de 5 miembros, cicloalquilo de 6 miembros, heterocicloalquilo de 5 miembros y heterocicloalquilo de 6

miembros, y una versión sustituida de los mismos, que comprende 1 a 6 sustituyentes seleccionados del grupo que

consiste en alquilo C1.6, halógeno, haluro de alquilo C1.6, alcoxi C1.6, amina, nitro, alquilamina Cu, azido, amida, carboxilo,

hidroxilo, arilo, cicloalquilo, heterocicloalquilo o una versión sustituida de los mismos, o una combinación de los mismos.

En algunas modalidades, el heterocicloalquilo comprende 1 a 3 heteroátomos, seleccionados del grupo que consiste en

0,SyN.

[0042] En algunas modalidades, el sustituyente del grupo glicosilo es un arilo sustituido o no sustituido, por ejemplo, un

grupo fenilo sustituido o no sustituido. En ciertas modalidades, el arilo está sustituido con 1 a 6 sustituyentes, cada uno de

los cuales se selecciona independientemente del grupo que consiste en alquilo C1.6, halógeno, haluro de alquilo C1.6, alcoxi

C1-6, amina, nitro, alquilamina Cu, azido, amida, carboxilo, hidroxilo, arilo, cicloalquilo, heterocicloalquilo o una versión

sustituida de los mismos, o una combinación de los mismos. En ciertas modalidades, el sustituyente del grupo glicosilo es

un fenilo (anillo de benceno) sustituido con OH, CH3, NH2, CF3, OCH3, F, Br, Cl, NO2, N3 o una combinación de los mismos.

Por ejemplo, el anillo de benceno sustituido puede ser un grupo fenol.

[0043] En algunas modalidades, el grupo Ri es un monomanósido sustituido con 1 a 6 sustituyentes, y cada sustituyente

puede ser alquilo C1.6, alquenilo Cu, halógeno, haluro de alquilo Cu, amina, alquil amina Ci-e, amida, arilo, cicloalquilo,

heterocicloalquilo, sulfito o una versión sustituida de los mismos, o una combinación de los mismos. En ciertas

modalidades, elgrupo Ri es un monomanósido sustituido con un primer sustituyente y un segundo sustituyente; cada uno

del primer y segundo sustituyentes se selecciona independienteme nte de un grupo que consiste en alquilo Ci-e, alquenilo

C1.6, halógeno, haluro de alquilo C1.6, amina, alquilamina C14, amida, arilo, cicloalquilo, heterocicloalquilo y sulfito.

[0044] En algunas modalidades, el grupo Ri comprende un primer manósido y un segundo manósido. Cada uno del

primer manósido y el segundo manósido es sustituido independientemente con 1 a 6 sustituyentes, y cada sustituyente

puede ser alquilo C1.6, alquenilo C1.6, halógeno, haluro de alquilo Ci-e, amina, alquilamina C1.6, amida, arilo, cicloalquilo,

heterocicloalquilo, sulfito o una versión sustituida de los mismos, o una combinación de los mismos.

[0045] Afinidad de unión. En algunas modalidades, la afinidad de unión entre el grupo glicosilo de Ri y un objetivo se

puede definir con una constante de disociación (Kd). En algunas modalidades, la Kd con pH 7.4 puede ser 5,10,15, 20,

30,40, 50, 75,100,125,150, 200,250, 300, 350, 400, 450, 500, 600, 700, 800, 900,1000,1250,1500,1750,2000, 2250,
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2500, 3000, 3250, 3500, 3750, 4000, 4250, 4500, 4750, 5000, 5250, 5500, 5750, 6000, 6250, 6500, 6750, 7000, 7250,

7500, 7750, u 8000 nM, o cualquier intervalo definido por los puntos extrennos anteriores, tal como 5 a 8000,5 a 7000, 5

a 6000, 5 a 5000, 5 a 4000,5 a 3000, 5 a 2500, 5 a 2000,5 a 1500, 5 a 1250, 5 a 1000,5 a 900, 5 a 800, 5 a 700, 5 a

600,5 a 500,5 a 400, 5 a 300,5 a 200,5 a 150,5 a 100,5 a 75,5 a 50,5 a 30,5 a 20,10 a 8000,10 a 7000,10 a 6000,

10 a 5000,10 a 4000,10 a 3000,10 a 2500,10 a 2000,10 a 1500,10 a 1250,10 a 1000,10 a 900,10 a 800,10 a 700,

10 a 600,10 a 500,10 a 400,10 a 300,10 a 200,10 a 150,10 a 100,10 a 75,10 a 50,10 a 30 o 10 a 20 nM.

[0046] En algunas otras modalidades, la Kd con pH 5 puede ser 1, 2, 3,4, 5,10,15,20, 30,40, 50, 75,100,125,150,

200, 250, 300, 350,400,450,500,550, 600, 650,700, 750,800, 850, 900,1000,1250,1500,1750 o 2000 nM, o cualquier

intervalo definido por los puntos extremos anteriores, tal como 1 a 2000,1 a 1500,1 a 1000,1 a 900,1 a 800,1 a 750,1

a 700,1 a 650,1 a 600,1 a 550,1 a 500,1 a 450,1 a 400,1 a 350,1 a 300,1 a 250,1 a 200,1 a 150,1 a 100,1 a 75,1

a 50,1 a 40,1 a 30,1 a 20,1 a 10, o a 5,5 a 2000, 5 a 1500, 5 a 1000,5 a 900, 5 a 800,5 a 750, 5 a 700, 5 a 650, 5 a

600,5 a 550,5 a 500,5 a 450,5 a 400,5 a 350,5 a 300,5 a 250,5 a 200,5 a 150,5 a 100,5 a 75,5 a 50,5 a 40,5 a 30,

5 a 20, 5 a 10 nM.

[0047] Ejemplos. En algunas modalidades, el grupo Ri se selecciona del grupo que consiste en (cada estructura

mostrada más adelante es independiente de las demás, a pesar de estar separada o no, utilizando un punto y coma, de

una estructura adyacente):

5

10

5

HC

o

20

c-

HD

MC

25
OH

HO

MO

'Cu.í/,
30

35



10

«o., iju«o- , W

•%^

m:hO
»*0•%\:^

*-. o»

°XX^J m ■̂

«©'■ OM

t 6: 9T^- O

t>-.. .-X.^O--;v«"^jj'*
W»-. «N

i /*•o a ,0 C) í

0..^yV^.,><':-.^,:,4
■•.HQ'

f

WO-.. M ■•5
iC>-..

«o o

Ó ' . , 0H
4.

HO OM•-a..t
«o ' OM IMmO •' 0

e-N■^T) /1.
U"^ '

MO ■■ CM
- :oHO

«o
HN"

J T-' 9 ^
■ V*^

6
y o'f

hO

10
®rV

m -,̂Oi

f*Q: ¿M« m o
„ ,9 Ao í"!^ HUINÓ eí»

1 Cí»
ó. ..•.

1. J, - Ún
I

'./■

OH

*KO
ó

5

LOWl« ALewis X

20

H OH

Y^'
NHAt ¿

i ONHAC O

25
L®wls Y Lowi» B

H

' O
NHAc

30 H tipo 2 ■y

35



15

MO

5

r^O

TX.

10
HO

I

[0048] En algunas modalidades, el compuesto de la presente divulgación tiene la estructura mostrada en la Fórmula 3:

O

#15 O
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N O I
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Fórmula 3; y

en donde el grupo Ri se selecciona del grupo que consiste en (cada estructura mostrada más adelante es independiente

de las demás, a pesar de estar separada o no, utilizando un punto y coma, de una estructura adyacente):
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[0050] Xi y X2 son, cada uno independientemente, hidrógeno, alquilo C1.30, alquenilo C1-30, alquinilo C1.30, arilo, ariloxi o35
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una versión sustituida de los mismos, o -(CH2)nX4,n es 0 a 30, y X4 es hidrógeno, arilo, ariloxi, grupo heterocíclico o una

versión sustituida de los mismos, siempre que cuando X4 es un grupo heterociclico, el grupo heterocíclico comprende 1 a

3 heteroátomos, seleccionados del grupo que consiste en O, S y N, o una combinación de los mismos. Sin querer

apegarnos a teorías, al menos uno de los grupos Xi y X2 está diseñado para proporcionar al compuesto de la presente

divulgación la hidrofobicidad deseada.

[0051] En algunas modalidades, al menos uno de Xi y X2 comprende una cadena de hidrocarburos saturados, que

comprende al menos 2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17,18,19 ,20,22,24,26,28 o 30 carbonos, o cualquier

intervalo de carbonos definido por los puntos extremos anteriores, tal como 2 a 30,2 a 28, 2 a 26,2 a 24, 2 a 20, de 2 a

18, 2 a 15, 2 a 12, 2 a 10,2 a 8,2 a 6, 2 a 4, 3 a 30, 3 a 28,3 a 26, 3 a 24, 3 a 20, 3 a 18,3 a 15, 3 a 14, 3 a 13, 3 a 12,3

a 11,3a 10,3 a 9,3 a 8,3 a 7,3 a 6,3 a 5,4 a 30,4 a 28,4 a 26,4 a 24,4 a 20,4 a 18,4 a 15,4 a 14,4 a 13,4 a 12,4

a 11,4 a 10,4 a 9,4 a 8,4 a 7,4 a 6,6 a 15,6 a 14,6 a 13,6 a 12,6 a 11,6 a 10,6 a 9,6 a 8,10 a 30,10 a 20,15 a 30,

15 a 28,15 a 26 o 15 a 20 átomos de carbono.

[0052] En algunas modalidades, Xi y X2 son cada uno independientemente hidrógeno, alquilo C4-30, alquenilo C4-30,

alquinilo C4.30, arilo, ariloxi o una versión sustituida de los mismos, o -(CH2)nX4, n es 4 a 30, y X4 es hidrógeno, arilo,

ariloxi, un grupo heterocíclico o una versión sustituida de los mismos, siempre que cuando X4 es un grupo heterocíclico,

el grupo heterocíclico comprende 1 a 3 heteroátomos, seleccionados del grupo que consiste en O, S y N, o una

combinación de los mismos.

[0053] En algunas modalidades, Xi y X2 son cada uno independientemente hidrógeno, alquilo Cs-so, alquenilo Cb-so,

alquinilo Cb-so, arilo, ariloxi o una versión sustituida de los mismos, o -(CH2)nX4, n es 8 a 30, y X4 es hidrógeno, arilo,

ariloxi, un grupo heterocíclico o una versión sustituida de los mismos, siempre que cuando X4 es un grupo heterocíclico,

el grupo heterocíclico comprende 1 a 3 heteroátomos, seleccionados del grupo que consiste en O, S y N, o una

combinación de los mismos.

[0054] En algunas modalidades, cuando uno de Xi y X2 es hidrógeno, el otro no es hidrógeno. En algunas modalidades,

cuando uno de Xi y X2 es hidrógeno, el otro comprende una cadena de hidrocarburos saturados, que comprende al menos

2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 22, 24, 26, 28 o 30 carbonos, o cualquier intervalo de

carbonos definido por los puntos extremos anteriores, tal como 2 a 30, 2 a 28, 2 a 26,2 a 24,2 a 20, 2 a 18, 2 a 15,2 a

12, 2 a 10, 2 a 8,2 a 6,2 a 4,3 a 30, 3 a 28,3 a 26,3 a 24,3 a 20, 3 a 18, 3 a 15,3 a 14,3 a 13, 3 a 12,3 a 11,3 a 10,3

a 9, 3 a 8, 3 a 7, 3 a 6, 3 a 5,4 a 30,4 a 28,4 a 26,4 a 24,4 a 20,4 a 18,4 a 15,4 a 14,4 a 13,4 a 12,4 a 11,4 a 10,4

a 9,4 a 8,4 a 7,4 a 6,6 a 15,6 a 14,6 a 13,6 a 12,6 a 11,6 a 10,6 a 9,6 a 8,10 a 30,10 a 20,15 a 30,15 a 28,15 a

26 o 15 a 20 átomos de carbono. En algunas modalidades, uno de Xi y X2 es alquilo C15.30 y el otro es -(CH2)nX4, como

se ha definido anteriormente.

[0055] En algunas modalidades, X4 es un arilo, ariloxi, un grupo heterocíclico, cicloalquilo, heterocicloalquilo o una

combinación de los mismos, y en donde X4comprende O a 6 sustituyentes, seleccionados del grupo que consiste en alquilo

Cu, halógeno, alquilo halógeno Cu y alcoxi Cu. En ciertas modalidades, X4 comprende 1 a 3 sustituyentes. El

sustituyente puede ser, pero sin estar limitado a, CHb, CFb, F, o OCH3.
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[0056] En algunas modalidades, X4 es -R3-O-R4, en donde R3 y R4 son cada uno independientemente arilo, grupo

heterocíclico, cicloalquilo, heterocicloalquilo, cada uno comprendiendo 0 a 6 sustituyentes seleccionados del grupo que

consiste en alquilo Ci-e, halógeno, alquilo halógeno C1.6 y alcoxi Ci^.

[0057] En ciertas modalidades, X4 se selecciona del grupo que consiste en:
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[0058] Compuesto Ejemplar de la Presente Divulgación

[0059] En esta sección se enumeran algunas estructuras ejemplares del compuesto de la presente divulgación. Sin

embargo, la presente divulgación no se limita a las estructuras ejemplares enumeradas a continuación o en la

especificación. En algunas modalidades, el compuesto de la presente divulgación no comprende el glucolípido C34 ni la

a-galactosilceramida (a-GalCer).
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[0060] COMPOSICIÓN PARA FORMAR UNA NANOPARTÍCULA LIPÍDICA

[0061 ] Otro aspecto de la presente divulgación se refiere aúna composición que comprende el compuesto de la presente

divulgación. En algunas modalidades, el compuesto comprende un 1 a un 10% en mol de la composición. En ciertas

modalidades, el compuesto comprende aproximadamente un 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10% en mol de la composición, o

cualquier intervalo de carbonos definido por los puntos extremos anteriores, tal como 1 al 10% en mol, 1 al 9% en mol, 1

al 8% en mol, 1 al 7% en mol, 1 al 6% en mol, 1 al 5% en mol, 1 al 4% en mol, 1 al 3% en mol, 1 al 2% en mol, 2 al 10%

en mol, 2 al 9% en mol, 2 al 8% en mol, 2 al 7% en mol, 2 al 6% en mol, 2 al 5% en mol, 2 al 4% en mol, 2 al 3% en mol,

3 al 10% en mol, 3 al 9% en mol, 3 al 8% en mol, 3 al 7% en mol, 3 al 6% en mol, 3 al 5% en mol, 3 al 4% en mol, 4 al

10% en mol, 4 al 9% en mol, 4 al 8% en mol, 4 al 7% en mol, 4 al 6% en mol, 4 al 5% en mol, 5 al 10% en mol, 5 al 9% en

mol, 5 al 8% en mol, 5 al 7% en mol o 5 al 6% en mol de la composición.

[0062] En algunas modalidades, la composición podría comprender un primer compuesto de la presente divulgación y

un segundo compuesto de la presente divulgación. En algunas modalidades, la composición podria comprender más de

uno, dos o tres compuestos, cada uno independientemente de acuerdo con el compuesto de la presente divulgación. El

primer compuesto, el segundo compuesto, o cualquiera, o cualquiera de los dos de los más de uno, dos o tres compuestos

pueden diseñarse para tener la misma porción de direccionamiento del grupo Ri, diferentes porciones de direccionamiento

del grupo Ri que se dirigen al mismo objetivo, o diferentes porciones de direccionamiento del grupo Ri que se dirigen a

diferentes objetivos.

[0063] En algunas modalidades, la composición está configurada para formar una nanoparticula lipídica. Se espera que
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la nanopartícula lipídica formada, en algunas modalidades, realice la administración ded contribuida por el compuesto de

la presente divulgación. En algunas modalidades, la composición configurada para formar una nanopartícula lipídica podría

comprender además un lípido ionizadle, un lípido auxiliar o una mezcla de los mismos. En algunas modalidades, el lípido

ionizadle comprende 30 al 60% en mol de la composición, el lípido auxiliar comprende 5 al 60% en mol de la composición

y el porcentaje restante es un transportador o un disolvente.

[0064] En algunas modalidades, la composición comprende además una carga útil (es decir, una carga), que se describe

detalladamente más adelante. En ciertas modalidades, la carga útil es una primera carga útil, y la composición encapsula

además una segunda carga útil. La primera carga útil y la segunda carga útil pueden ser iguales o diferentes.

[0065] Lípido ionizable.

[0066] En algunas modalidades, el lípido ionizable estaría cargado positivamente en un entorno con pH bajo. Esta

característica facilita la encapsulación de moléculas cargadas, tal como el ácido nucleico (por ejemplo, moléculas de ARN),

y el escape endosomal, que permite la liberación eficiente de la carga útil en el citoplasma. En algunas modalidades, el

lípido ionizable sería neutro en un entorno con pH fisiológico, reduciendo de esta manera los posibles efectos tóxicos para

un organismo vivo. En algunas modalidades, el lípido ionizable comprende entre 30 al 60% en mol de la composición. En

ciertas modalidades, el lípido ionizable comprende aproximadamente el 30, 35, 40, 45, 50, 55 o 60% en mol de la

composición, o cualquier intervalo de carbonos definido por los puntos extremos anteriores, tal como 30 al 60% en mol,

30 al 55% en mol, 30 al 50% en mol, 30 al 45% en mol, 30 al 40% en mol, 30 al 35% en mol, 35 al 60% en mol, 35 al 55%

en mol, 35 al 50% en mol, 35 al 45% en mol, 35 al 40% en mol, 40 al 60% en mol, 40 al 55% en mol, 40 al 50% en mol,

40 al 45% en mol, 45 al 60% en mol, 45 al 55% en mol, 45 al 50% en mol o 50 al 60% en mol de la composición. En

algunas modalidades, el lípido ionizable comprende, pero sin estar limitado a, heptadecano-9-il 8-[2-hidroxietil-(6-oxo-6-

undecoxihexiljaminojoctanoato (SM-102™), (4-hidroxibutil)azanedi il)bis(hexano-6,1-diil)bis(2-hexildecanoato) (ALC-

0315™, Pfizer), o una combinación de los mismos.

[0067] Lípido auxiliar.

[0068] Un lípido auxiliar es un lípido utilizado para aumentar la estabilidad y la fluidez de partícula de las nanopartículas

lipídicas. Un lípido auxiliar puede ser, pero sin estar limitado a, fosfatidilcolina, colesterol o un derivado de los mismos, un

polietilenglicol-lipido (PEG-lípido) o una mezcla de los mismos. Sin querer apegarnos a teorías, la fosfatidilcolina puede

ayudar a aumentar la estabilidad de la bicapa de la nanopartícula lipídica y puede reducir la unión no específica; el

colesterol puede llenar los espacios entre los componentes lipidíeos que forman las nanopartículas lipídicas y mejorar de

esta manera la estabilidad de las partículas modulando la integridad y la rigidez de la membrana; los lípidos PEGilados

(PEG lípidos) pueden mejorar la estabilidad coloidal y el tiempo de circulación de las nanopartículas lipídicas in vivo.

[0069] En algunas modalidades, el lípido auxiliar comprende 5 al 60% en mol de la composición. En ciertas modalidades,

el lípido auxiliar comprende aproximadamente el 5,10,15,20,25,30 ,35,40,45,50,55 y 60% en mol de la composición,

o cualquier intervalo de carbonos definido por los puntos extremos anteriores, tal como 5 al 60% en mol, 5 al 55% en mol,

5 al 50% en mol, 5 al 45% en mol, 5 al 40% en mol, 5 al 35% en mol, 5 al 30% en mol, 5 al 25% en mol, 5 al 20% en mol,

5 al 15% en mol, 5 al 10% en mol, 10 al 60% en mol, 10 al 55% en mol, 10 al 50% en mol, 10 al 45% en mol, 10 al 40%
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en mol, 10 al 35% en mol, 10 al 30% en mol, 10 al 25% en mol, 10 al 20% en mol, 10 al 15% en mol, 15 al 60% en mol,

15 al 55% en mol, 15 al 50% en mol, 15 al 45% en mol, 15 al 40% en mol, 15 al 35% en mol, 15 al 30% en mol, 15 al 25%

en mol, 15 al 20% en mol, 20 al 60% en mol, 20 al 55% en mol, 20 al 50% en mol, 20 al 45% en mol, 20 al 40% en mol,

20 al 35% en mol, 20 al 30% en mol, 20 al 25% en mol, 25 al 60% en mol, 25 al 55% en mol, 25 al 50% en mol, 25 al 45%

en mol, 25 al 40% en mol, 25 al 35% en mol, 25 al 30% en mol, 30 al 60% en mol, 30 al 55% en mol, 30 al 50% en mol,

30 al 45% en mol, 30 al 40% en mol, 30 al 35% en mol, 40 al 60% en mol, 40 al 55% en mol, 40 al 50% en mol, 40 al 45%

en mol, 50 al 55% en mol o 50 al 60% en mol de la composición.

[0070] Fosfatidilcolina. En algunas modalidades, la fosfatidilcolina comprende 5 al 10% en mol de la composición. En

ciertas modalidades, la fosfatidilcolina comprende aproximadamente un 5, 6, 7, 8, 9 o 10% en mol de la composición, o

cualquier intervalo de carbonos definido por los puntos extremos anteriores, tal como 5 al 10% en mol, 5 al 9% en mol, 5

al 8% en mol, 5 al 7% en mol, 5 al 6% en mol, 6 al 10% en mol, 6 al 9% en mol, 6 al 8% en mol, 6 al 7% en mol, 7 al 10%

en mol, 7 al 9% en mol, 7 al 8% en mol, 8 al 10% en mol, 8 al 9% en mol o 9 al 10% en mol de la composición. Ejemplos

de fosfatidilcolina incluyen pero sin estar limitados a, la distearoilfosfatidilcolina (DSPC), la dioleoilfosfatidilet anolamina

(DPOE) o una mezcla de las mismas.

[0071] Colesterol. En algunas modalidades, el colesterol o un derivado del mismo comprende 30 al 40% en mol de la

composición. En ciertas modalidades, el colesterol o un derivado del mismo comprende aproximadamente el 30, 32, 34,

36,38 o 40% en mol de la composición, o cualquier intervalo de carbonos definido por los puntos extremos anteriores, tal

como 30 al 40% en mol, 30 al 38% en mol, 30 al 36% en mol, 30 al 34% en mol, 30 al 32% en mol, 32 al 40% en mol 32

a 38% en mol, 32 al 36% en mol, 32 al 34% en mol, 34 al 40% en mol, 34 al 38% en mol, 34 al 36% en mol, 36 al 40% en

mol, 36 al 38% en mol o 38 a 40% en mol de la composición. Ejemplos del colesterol o un derivado del mismo incluyen,

pero sin estar limitados a, colesterol, campesterol, beta-sitosterol, brassicasterol, ergosterol, deshidroergosterol,

estigmasterol, fucosterol, HCI de DC-colesterol, colesterol con grupo de hidroxilo (OH-Chol), colesterol con carbamoil de

aminopropano hidroxietilo (HAPC-Chol, Hydroxyethyl Aminopropane Carbamoyl Cholesterol), colesterol con carbamoil de

aminopropano monohidroxietilo (MHAPC-Chol, Mono-Hydroxyethyl Aminopropane Carbamoyl Cholesterol), colesterol con

carbamoil de aminopropano dimetil hidroxietilo (DMHAPC-Chol, Dl-Methyl Hydroxyethyl Aminopropane Carbamoyl

Cholesterol), colesterol con carbamoil de di-metil propil amino (DMPAC-Chol, Di-Methyl Propyl Amino Carbamoyl

Cholesterol), cloroformiato de colesterilo, GL67, miristato de colesterilo, oleato de colesterilo, nervonato de colesterilo,

LC10, hemisuccinato de colesterilo, ácido (3p,53)-3-hidroxicolan o-24-oico, colesterol alquino, colesterol 27-alquino,

Alquino de E-colesterol, sal trifluoroacetato (DIos-Arg, 2H-Cho-Arg o Cho-Arg), o una mezcla de los mismos.

[0072] PEG-lípido. En algunas modalidades, el PEG-lípido comprende 1 al 10% en mol de la composición. En ciertas

modalidades, el PEG-lípido comprende aproximadamente 1, 2, 4, 6, 8 o 10% en mol de la composición, o cualquier

intervalo de carbonos definido por los puntos extremos anteriores, tal como 1 al 10% en mol, 1 al 8% en mol, 1 al 6% en

mol, 1 al 4% en mol, 1 al 2% en mol, 2 al 10% en mol, 2 al 8% en mol, 2 al 6% en mol, 2 al 4% en mol, 4 al 10% en mol,

4 al 8% en mol, 4 al 6% en mol, 6 al 10% en mol, 6 al 8% en mol u 8 al 10% en mol de la composición. Ejemplos de PEG-

lípidos incluyen pero sin estar limitados a, 1,2-dimiristoil-rac-glicero-3-polietilenglicol (DMG-PEG), disteariil-rac-glicerol-
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polietilenglicol (DSG-PEG), metoxi polietilenglico-1,2-ci¡palmitoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (mPEG-DPPE), 1,2-

dioleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-[amino(polietilenglicol )] (DOPE-PEG), metoxi polietilenglico 1,2-dimiristoil-sn-

glicero-3-fosfoetanolamina (mPEG-DMPE), mPEG-DOPE, 1,2-distearo¡l-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-polietilenglicol-

amina (DSPE-PEG-amine), DSPE-PEG, mPEG-DSPE, PEG-PE, ácido m-PEG-pentacosadinoico, bromoacetamido-PEG,

amina-PEG, azida-PEG o una mezcla de los mismos. En algunas modalidades, la función de un PEG-lipido en la

composición/nanopartícula lipídica puede ser provista por el compuesto de la presente divulgación, especialmente por

modalidades de la presente divulgación donde el grupo de fijación de Ricomprende una porción de PEG. En esas

circunstancias, la composición no necesita comprender un PEG-lípido.

[0073] Ejemplos. La tabla de más adelante enumera algunas composiciones ejemplares de acuerdo con la presente

divulgación. Sin embargo, la presente divulgación no se limita a las composiciones ejemplares o a las descritas en la

especificación.

[0074] Tabla: Ejemplos de Modalidades de la Formulación de la Presente Divulgación

5

10

L5:
L1:

L2: L3: L4: el compuesto de
la presente
divulgación

Modalidades Lipido
ionizable

Fosfatidilcolina Colesterol PEG-Lípido
#15

DMG-
C1 SM-102

50% en mol

DSPC Colesterol

38.5% en mol
PEG2000

1.5% en mol
ninguno

(control) 10 mol

Colesterol

34.65% en

DMG-
SM-102

45 mol

DSPC

9% en mol
Compuesto 22
10 mol

C2-1 PEG2000

1.35% en molmol

Colesterol

34.65% en

DMG-20 SM-102

45% en mol

DSPC

9% en mol
Compuesto 23
10 mol

C2-2 PEG2000

1.35% en molmol

Colesterol

34.65% en

DMG-
SM-102

45% en mol

DSPC

9% en mol

Compuesto 24
10 mol

C2-3 PEG2000

1.35% en molmol

Colesterol

34.65% en

DMG-
SM-102

45% en mol

DSPC

9% en mol
Compuesto 25
10 mol

C2-4 PEG2000

1.35% en mol25 mol

Colesterol

34.65% en

DMG- Compuesto 22 +
Compuesto 23
10 mol

SM-102

45% en mol

DSPC

9% en mol
C2-5 PEG2000

1.35% en molmol

Colesterol

34.65% en

DMG- Compuesto 24 +
Compuesto 25
10 mol

SM-102

45% en mol

DSPC

9% en mol
C2-6 PEG2000

1.35% en molmol

Colesterol

34.65% en

DMG-30
ALC-0315

45% en mol

DSPC

9% en mol
Compuesto 22
10 mol

C2-7 PEG2000

1.35% en molmol

Colesterol

34.65% en

DMG-
ALC-0315

45% en mol

DSPC

9% en mol

Compuesto 24
10 mol

C2-8 PEG2000

1.35% en molmol

DMG-
SM-102

47.5% en mol

DSPC

9.5% en mol

Colesterol

36.5% en mol

Compuesto 22
5 mol

C3-1 PEG2000

1.5% en mol
35
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DMG-
SM-102

47.5% en nnol

DSPC

9.5% en mol

Colesterol

36.5% en mol
Compuesto 23
5 mol

C3-2 PEG2000

1.5% en mol

DMG-
SM-102

47.5% en mol

DSPC

9.5% en mol

Colesterol

36.5% en mol
Compuesto 24
5 mol

C3-3 PEG2000

1.5% en mol
5 DMG-

SM-102

47.5% en mol

DSPC

9.5% en mol

Colesterol

36.5% en mol
Compuesto 25
5 mol

C3-4 PEG2000

1.5% en mol

DMG-
ALC-0315

47.5% en mol

DSPC

9.5% en mol

Colesterol

36.5% en mol
Compuesto 22
5 mol

C3-5 PEG2000

1.5% en mol

DMG-
ALC-0315

47.5% en mol

DSPC

9.5% en mol

Colesterol

36.5% en mol
Compuesto 24
5% en mol

C3-6 PEG2000

1.5% en mol

10

DMG-
SM-102

40% en mol

DSPC

8% en mol

Colesterol

30.5% en mol
Compuesto 22
20% en mol

C4-1 PEG2000

1.5% en mol

DMG-
SM-102

40% en mol

DSPC

8% en mol

Colesterol

30.5% en mol
Compuesto 23
20% en mol

C4-2 PEG2000

1.5% en mol
5

DMG-
SM-102

40% en mol

DSPC

8% en mol

Colesterol

30.5% en mol
Compuesto 24
20% en mol

C4-3 PEG2000

1.5% en mol

DMG-
SM-102

40% en mol

DSPC

8% en mol

Colesterol

30.5% en mol
Compuesto 25
20% en mol

C4-4 PEG2000

1.5% en mol

DMG- Compuesto 22 +
Compuesto 23
20% en mol

SM-102

40% en mol

DSPC

8% en mol

Colesterol

30.5% en mol
C4-520 PEG2000

1.5% en mol

DMG- Compuesto 24 +
Compuesto 25
20% en mol

SM-102

40% en mol

DSPC

8% en mol

Colesterol

30.5% en mol
C4-6 PEG2000

1.5% en mol

DMG-
ALC-0315

40% en mol

DSPC

8% en mol

Colesterol

30.5% en mol
Compuesto 22
20% en mol

C4-7 PEG2000

1.5% en mol
25

DMG-
ALC-0315

40% en mol

DSPC

8% en mol

Colesterol

30.5% en mol
Compuesto 23
20% en mol

C4-8 PEG2000

1.5% en mol

DMG-
SM-102

45% en mol

DSPC

9% en mol

Colesterol

34.5% en mol

Compuesto 22
10% en mol

C5-1 PEG2000

1.5% en mol

DMG-
SM-102

45% en mol

DSPC

9% en mol

Colesterol

34.5% en mol
Compuesto 23
10 mol

30 C5-2 PEG2000

1.5% en mol

DMG-
SM-102

45% en mol

DSPC

9% en mol

Colesterol

34.5% en mol
Compuesto 24
10% en mol

C5-3 PEG2000

1.5% en mol

DMG-
SM-102

45% en mol

DSPC

9% en mol

Colesterol

34.5% en mol
Compuesto 25
10% en mol

C5-4 PEG2000

1.5% en mol35
C6-1 SM-102 DSPC Colesterol DMG- Compuesto 22
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50% en mol 10% en mol 38.5% en mol PEG2000

1,5 % en mol

10 % en mol

DMG-
SM-102

50% en mol

DSPC

10% en mol

Colesterol

38.5% en mol
Compuesto 23
10 mol

C6-2 PEG2000

1.5% en mol

DMG-
SM-102

50% en mol

DSPC

10% en mol

Colesterol

38.5% en mol
Compuesto 24
10 mol

5 C6-3 PEG2000

1.5% en mol

DMG-
SM-102

50% en mol

DSPC

10% en mol

Colesterol

38.5% en mol
Compuesto 25
10 mol

C6-4 PEG2000

1.5% en mol

DMG- Compuesto 22 +
Compuesto 23
10% en mol

SM-102

50% en mol

DSPC

10% en mol

Colesterol

38.5% en mol
C6-5 PEG2000

1.5% en mol10

DMG- Compuesto 24 +
Compuesto 25
10 mol

SM-102

50% en mol

DSPC

10% en mol

Colesterol

38.5% en mol
C6-6 PEG2000

1.5% en mol

DMG-
ALC-0315

50% en mol

DSPC

10% en mol

Colesterol

38.5% en mol
Compuesto 24
10 mol

C6-7 PEG2000

1.5% en mol

®5 DMG-
ALC-0315

50% en mol

DSPC

10% en mol

Colesterol

38.5% en mol
Compuesto 25
10 mol

C6-8 PEG2000

1.5% en mol

[0075] NANOPARTÍCULA LIPÍDICA (LNP)

[0076] Otro aspecto de la presente divulgación se refiere a una nanopartícula lipídica (LNP). La nanopartícula lipídica de

la presente divulgación comprende una membrana que define un espacio interior, en donde la membrana está formada

por una pluralidad de componentes lipidíeos que comprenden el compuesto de la presente divulgación. La membrana de

la nanopartícula lipídica puede ser una estructura bicapa, que puede ser una estructura de una sola bicapa o una estructura

de múltiples bicapas. En algunas modalidades, la pluralidad de componentes lipidíeos puede comprender además un

lípido ionizadle, un lípido auxiliar o una combinación de los mismos. El lípido ionizadle y el lípido auxiliar pueden ser los

descritos anteriormente. Sin querer apegarnos a teorías, la membrana se forma mediante la interacción hidrofóbica entre

la pluralidad de componentes lipidíeos, mientras que en algunas circunstancias puede haber una interacción electrostática

implicada en la formación de la membrana.

[0077] En algunas modalidades, la pluralidad de componentes lipidíeos no comprende glucolípido C34 ni a-

galactosilceramida (a-GalCer). En algunas modalidades, la pluralidad de compuestos lipidíeos comprende glucolípido C34

o a-galactosilceramida (a-GalCer), y el glucolípido C34 o la a-galactosilceramida (a-GalCer) comprende menos del 100%,

90%, 80%, 70%, 60%, 50%, 40%, 30%, 25%, 20%, 15%, 10%, 5% de la relación molar de la pluralidad de compuestos

lipidíeos, o cualquier intervalo definido por los puntos extremos anteriores, tal como 100% al 5%, 90% a 5%, 70% al 5%,

70% al 5%, 60% al 5%, 50% al 5%, 40% al 5%, 30% al 5%, 25% al 5%, 20% al 5%, 15% al 5%, 10% al 5%, 100% al 10%,

90% al 10%, 70% al 10%, 70% al 10%, 60% al 10%, 50% al 10%, 40% al 10%, 30% al 10%, 25% al 10%, 20% al 10% o

15% al 10%.

[0078] En algunas modalidades, la pluralidad de componentes lipidíeos de la membrana de LNP podría comprender un
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primer compuesto de la presente divulgación y un segundo compuesto de la presente divulgación. En algunas

modalidades, la pluralidad de componentes lipidíeos podría comprender más de uno, dos o tres compuestos, cada uno de

ellos independientemente de acuerdo con el compuesto de la presente divulgación. El primer compuesto, el segundo

compuesto, o cualquiera, o cualquiera de los dos de los más de uno, dos o tres compuestos pueden diseñarse para tener

la misma porción de direccionamiento del grupo Ri, diferentes porciones de direccionamiento del grupo Ri que se dirigen

al mismo objetivo, o diferentes porciones de direccionamiento del grupo Ri que se dirigen a diferentes objetivos.

[0079] En algunas modalidades, el compuesto de la presente divulgación comprende al menos un 0.1%, 0.5%, 1%, 2%,

3%, 4%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65% o 70% de la pluralidad de componentes

lipidíeos que forman la membrana de la LNP, o cualquier intervalo definido por los puntos extremos anteriores, tal como

0.1% al 70%, 0.1% al 60%, 0.1% al 50%, 0.1% al 40%, 0.1% al 35%, 0.1% al 30%, 0.1% al 25%, 0.1% al 20%, 0.1% al

15%, 0.1% al 10%, 0.1% al 5%, 0.1% al 4%, 0.1% al 3%, 0.1% al 2%, 0.1% al 1%, 0.1% al 0.5%, 0.5% al 70%, 0.5% al

60%, 0.5% al 50%, 0.5% al 40%, 0.5% al 35%, 0.5% al 30%, 0.5% al 25%, 0.5% al 20%, 0.5% al 15%, 0.5% al 10%, 0.5%

al 5%, 0.5% al 4%, 0.5% al 3%, 0.5% al 2%, 0.5% al 1%, 1% al 70%, 1% al 60%, 1% al 50%, 1% al 40%, 1% al 35%, 1%

al 30%, 1% al 25%, 1% al 20%, 1% al 15%, 1% al 10%, 1% al 5%, 1% al 4%, 1% al 3%, 1% al 2%, 5% al 70%, 5% al 60%,

5% al 50%, 5% al 40%, 5% al 35%, 5% al 30%, 5% al 25%, 5% al 20%, 5% al 15%, 5% al 10%, 10% al 70%, 10% al 60%,

10% al 50%, 10% al 40%, 10% al 35%, 10% al 30%, 10% al 25%, 10% al 20%, 10% al 15%, 20% al 70%, 20% al 60%,

20% al 50%, 20% al 40%, 20% al 30%, 30% al 70%, 30% al 60%, 30% al 50%, 30% al 40%, 50% al 70%, 50% al 65%,

50% al 60%, 60% al 70% o 60% al 65%.

[0080] Tamaño de la LNP.

[0081] En algunas modalidades, la LNP de la presente divulgación tiene un diámetro de 0.01, 0.05, 0.1, 0.15, 0.2, 0.3,

0.4,0.5,0.6,0.7,0.8,0.9,1,1.5,2,2.5,3,3.5,4,4.5 o 5 micrómetros, o cualquier intervalo definido por los puntos extremos

anteriores, tal como 0.00 a 5, 0.01 a 4,0.00 a 3, 0.01 a 2,0.01 a 1, 0.01 a 0.8, 0.01 a 0.6, 0.01 a 0.4, 0.01 a 0.2, 0.01 a

0.1,0.01 a 0.05, 0.01 a 0.01,0.05 a 5, 0.05 a 4,0.05 a 3,0.05 a 2,0.05 a 1,0.05 a 0.8,0.05 a 0.6, 0.05 a 0.4,0.05 a 0.2,

0.05 a 0.1,0.1 a 5,0.1 a 4,0.1 a 3, 0.1 a 2,0.1 a 1,0.1 a 0.8,0.1 a 0.6, 0.1 a 0.4,0.1 a 0.2,0.5 a 5,0.5 a 4, 0.5 a 3,0.5 a

2,0.5 a 1, 0.5 a 0.8,1a5,1a4,1a3o1a2 micrómetros. El tamaño de la LNP se puede determinar utilizando, pero sin

estar limitado a, la dispersión dinámica de luz (DLS, Dynamic Light Scattering). En algunas modalidades, la LNP de la

presente divulgación tiene un índice de polidispersidad (PDI, Polydispersity Index) de aproximadamente 0.01, 0.05, 0.1,

0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7, 0.8, 0.9 o 1, o cualquier intervalo definido por los puntos extremos anteriores, tal como 0.01 a

1,0.01 a 0.9, 0.01 a 0.8,0.01 a 0.7, 0.01 a 0.6,0.01 a 0.5,0.01 a 0.4,0.01 a 0.3,0.01 a 0.2,0.01 a 0.1,0.01 a 0.05,0.1 a

1,0.1 a 0.9, 0.1 a 0.8,0.1 a 0.7,0.1 a 0.6, 0.1 a 0.5, 0.1 a 0.4, 0.1 a 0.3 o 0.1 a 0.2.

[0082] Potencial zeta y peso molecular.

[0083] Sin querer apegarnos a teorías, el potencial zeta y el peso molecular de una LNP pueden afectar a la absorción

celular de la LNP. En algunas modalidades, la LNP de direccionamiento ejemplar de la presente divulgación comprende

un potencial zeta de aproximadamente -50, -40, -30, -20, -15, -10, -5, 0, +5, +10, +15, +20, +30, +40 o +50, o cualquier

intervalo definido por los puntos extremos anteriores, tal como -50 a +50, -50 a +40, -50 a +30, -50 a +20, -50 a +15, -50
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a +10, -50 a +5, -50 a -5, -50 a -10, -50 a -15, -50 a -20, -20 a +50, -20 a +40, -20 a +30, -20 a +20, -20 a +15, -20 a +10,

-20 a +5, -20 a -5, -20 a -10, -20 a -15, -15 a +50, -15 a +40, -15 a +30, -15 a +20, -15 a +15, -15 a +10, -15 a +5, -15 a -

5, -15 a -10, +5 a +50, +5 a +40, +5 a +30, +5 a +20, +5 a +15 o de +5 a +10. En algunas modalidades, la LNP de

direccionamiento ejemplar de la presente divulgación comprende un peso molecular de aproximadamente 1,2,3,4,5,6,

7,8,10,12,15,20,25,30,35,40,45,50 kDa, o cualquier intervalo definido por los puntos extremos anteriores, tal como

1 a 50 kDa, 1 a 40 kDa, 1 a 30 kDa, 1 a 20 kDa, 1 a 15 kDa, 1 a 10 kDa, 1 a 5 kDa, 2 a 50 kDa, 2 a 40 kDa, 2 a 30 kDa, 2

a 20 kDa, 2 a 15 kDa, 2 a 10 kDa, 2 a 5 kDa, 5 a 50 kDa, 5 a 40 kDa, 5 a 30 kDa, 5 a 20 kDa, 5 a 15 kDa, 5 a 10 kDa, 8 a

50 kDa, 8 a 45 kDa, 8 a 40 kDa, 8 a 35 kDa, 8 a 30 kDa, 8 a 25 kDa, 8 a 20 kDa, 8 a 15 kDa, 8 a 10 kDa, 12 a 50 kDa, 12

a 45 kDa, 12 a 35 kDa, 12 a 25 kDa, 12 a 15 kDa, 25 a 50 kDa, 25 a 40 kDa o 25 a 30 kDa.

[0084] Carga útil

[0085] En algunas modalidades, ia membrana de la LNP define un espacio interior configurado para encapsuiar o

transportar una carga útil (es decir, una carga). Como se describe en este documento, “encapsular una carga útil” o

“transportar una carga útil” se refiere a ia condición en la que la carga útil se retiene dentro de la LNP por la membrana de

la misma. La carga útii puede estar contenida dentro dei espacio interior definido por la LNP o incrustada dentro de ia

membrana (por ejemplo, incrustada dentro de la estructura bicapa). La carga útil podría moverse libremente dentro dei

espacio interior o estar fijada covaientemente o no covaientemente a ia membrana. La encapsulación puede ser sustancial,

completa o parcial y no excluye la posibilidad de que parte de la carga útil pueda quedar expuesta al entorno exterior de

ia LNP. En las modalidades de encapsuiación parcial, al menos el 1%, el 5%, el 10%, el 20%, el 30%, el 40%, el 50%, el

60%, el 70%, el 80%, el 90% o el 95% de la carga útil queda retenida, encerrada o rodeada por ia membrana de la LNP.

En algunas modalidades, la carga útil puede ser una biomolécula, tal como un ácido nucieico, un compuesto, un

polipéptido, una proteína, una cabeza de giucano o una combinación de los mismos.

[0086] En algunas modalidades, la carga útil es un ácido ribonucieico (ARN, por ejempio, un ARNm) o un ácido

desoxirribonucieico (ADN, por ejemplo, un ADN de cadena doble o un ADN de cadena sencilla) que, tras ser administrado

utilizando la LNP de la presente divulgación a una céiuia objetivo, puede codificar un polipéptido o una proteína in vivo. El

ácido nucieico, tal como una molécula de ARNm utilizada en la presente divulgación, puede prepararse mediante

transcripción in vitro a partir de un ácido nucleico de referencia. La transcripción in vitro puede realizarse como se describe

en la publicación de patente PCT WO2014/152027, presentada ei 13 de marzo de 2014, que se incorpora por referencia

en su totalidad.

[0087] En algunas modalidades, el polipéptido o la proteína son inmunogénicos (por ejemplo, antígénicos) para un

organismo al que se administra ia LNP de direccionamiento ejemplar. En estas modalidades, la LNP de direccionamiento

de ia presente divuigación se utiiiza para encapsular y transportar una proteína inmunogénica o un ácido nucleico

configurado para codificar la proteína inmunogénica in vivo, tal como una molécula de ARNm en una vacuna de ARN. La

protema inmunogénica puede ser una proteína de un patógeno de origen viral (por ejemplo, el coronavirus del síndrome

respiratorio agudo grave (SARS-CoV, incluyendo el SARS-CoV-2), la influenza (gripe), el virus respiratorio sincitial (VRS),

el virus de Epstein-Barr (VEB), el DENGUE, el virus de la varicela zóster (WZ), el VIH, el ZIKA o el NIPAH), bacteriano o

5

10

.^5

20

25

#

30

35



2^
23

fúngico. En algunas modalidades, una proteína inmunogénica puede ser una proteína de espícula de un virus. En ciertas

modalidades, la proteína de espícula puede ser de origen del coronavirus (CoV), tal como el SARS-CoV, el MERS-CoV y

el SARS-CoV-2. En algunas modalidades, los ejemplos del coronavirus (CoV) descritos en este documento incluyen, pero

sin estar limitados a, aifa-SARS-CoV2, beta-SARS-CoV2, gamma-SARS-CoV2, delta-SARS-CoV2, omicron-SARS-CoV2

y variantes de los mismos.

[0088] En algunas modalidades, la carga útil es un ácido nucleico, que puede ser un polinucieótido que tiene un marco

abierto de lectura configurado para codificar un polipéptido o una proteína in vivo. Este polinucieótido podría modificarse

con un bloqueo (cap) de terminal 5’, que se genera durante una reacción de transcripción in vitro utilizando los siguientes

anáiogos químicos del bloqueo de ARN: 3”-0-Me-m7G(5)ppp(5’) G [la cap ARCA], G(5)ppp(5’)A, G(5’)ppp(5’)G,

m7G(5’)ppp(5’)A o m7G(5’)ppp(5')G (New England BioLabs, Ipswich, Massachusetts). El 5’ de bloqueo (capping) de un

polinucieótido modificado puede completarse postranscripcionalmente utilizando una enzima de bloqueo del virus Vaccinia

para generar la estructura “Cap 0’’: m7G(5’)ppp(5’)G (New England BioLabs, Ipswich, Massachusetts). La estructura Cap

1 puede generarse utilizando tanto la enzima de bloqueo del virus Vaccinia como una 2’-0 metiitransferasa para generar

m7G(5’)ppp(5’)G-2’-0-metilo. La estructura Cap 2 puede generarse a partir de la estructura Cap 1, seguida de ia 2’-0-

metilación del nucleótido antepenúltimo 5’ utilizando una 2’-0 metiitransferasa. La estructura Cap 3 puede generarse a

partir de la estructura Cap 2, seguida de la 2’-0-metilación del nucleótido 5’-preantepenúltimo utilizando una 2’-0

metiitransferasa. Las enzimas pueden derivarse de una fuente recombinante. Tras ser transfectados en células de

mamíferos, los polinucleótidos modificados tienen una estabilidad de 12 a 18 horas, o más de 18 horas, por ejemplo, 24,

36,48,60, 72 o más de 72 horas.

[0089] En algunas modalidades, el ácido nucleico podría modificarse. En aigunas modalidades, el ácido nucleico podría

tener varias (más de una) modificaciones, iguales o diferentes entre sí. En algunas modalidades, el ácido nucleico

contiene, en una región particular, uno, dos o más (opcionalmente diferentes) modificaciones de nucleósidos o nucleótidos.

En algunas modalidades, un ácido nucleico modificado (por ejemplo, un polinucieótido de ARNm modificado) exhibe una

reducción de la degradación en una célula u organismo con respecto a ios no modificados. En algunas modalidades, un

ácido nucleico modificado puede exhibir una reducción en ia inmunogenicidad en un organismo, respectivamente (por

ejemplo, una respuesta innata reducida).

[0090] En algunas modalidades, la modificación puede comprender modificaciones químicas. En aigunas modalidades,

la modificación puede ser natural, no natural o ambas. Algunas modificaciones ejemplares útiles en la presente divulgación

incluyen, pero sin estar limitadas a. modificaciones de un azúcar, una base nucieica, un eniace internucieósido (por

ejemplo, a un fosfato de enlace, a un enlace fosfodiéster o a la cadena principal de fosfodiéster), o una combinación de

los mismos. En aigunas modalidades, el ácido nucieico (por ejemplo, ARN) utilizado como carga útil de la presente

divulgación puede estar optimizado por codones. Por ejempio, ei ácido nucleico puede modificarse para mejorar el

contenido de G/C del mismo. El contenido de G/C de un ácido nucleico puede influir en la estabilidad del mismo. Un ácido

nucleico que tiene una mayor cantidad de residuos de guanina (G) y/o citosina (C) puede ser funcionalmente más estable

que aquellos que contienen una gran cantidad de nucleótidos de adenina (A) y timina (T) o uracilo (U). Por ejemplo.
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W02002/098443 divulga una composición farmacéutica que contiene un ARNm estabilizado por las modificaciones de

secuencia en la región traducida. Debido a la degeneración del código genético, las modificaciones funcionan sustituyendo

los codones existentes por otros que promueven una mayor estabilidad del ARN sin cambiar el aminoácido resultante.

[0091] En algunas modalidades, el ácido nucleico podría comprender además una secuencia que codifica un péptido

señal. El péptido señal podría comprender tres reglones: (1) una región N-terminal de longitud variable, que suele

comprender aminoácidos con carga positiva, (2) una región hidrofóbica y (3) una región peptídica carboxi-terminal corta.

En los eucariotas, el péptido señal de una proteína precursora naciente (preproteína) dirige el ribosoma hacia la membrana

del retículo endoplásmico (ER, Endoplasmic Reticulum) rugoso e inicia el transporte de la cadena peptídica en crecimiento

a través de ella. Un péptido señal no suele ser responsable del destino final de la proteína madura, pero no está limitado

en la presente divulgación. Los péptidos señal suelen ser escindidos de las proteínas precursoras por una peptidasa señal

residente en el retículo endoplásmico (ER). Pueden permanecer sin escindir y funcionar como anclaje de una membrana.

En algunas modalidades, un péptido señal puede diseñarse para fusionarse con el polipéptido o la proteína que se va a

codificar con la carga útil en su extremo C-terminal o extremo N-terminal.

[0092] En algunas modalidades, la carga útil puede ser un reactivo terapéutico o profiláctico para tratar o prevenir una

enfermedad (por ejemplo, cáncer o una enfermedad infecciosa). Por ejemplo, la carga útil puede ser un agente antiviral,

incluyendo, pero sin estar limitado a, ribavirina, penciclovir, nitazoxanida, nafamostat, cloroquina, remdesivir (GS-5734) y

favipiravir (T-705), interferón, adefovir, tenofovir, aciclovir, brivudina, cidofovir, fomivirsen, foscarnet, ganciclovir,

amantadina, rimantadina, zanamivir, remdesivir, moinupiravir y paxiovid. En otros ejemplos, la carga útil puede ser un

agente anticancerígeno. En ciertas modalidades, la carga útil es un ácido nucleico configurado para codificar un reactivo

terapéutico o profiláctico.

[0093] En algunas modalidades, la relación N/P (amina con carga positiva (átomo de nitrógeno del lípido ionizadle, N =

nitrógeno) con respecto a los grupos de fosfato de ácido nucleico con carga negativa (P)) de la LNP de direccionamiento

ejemplar que encapsula un ácido nucleico es de aproximadamente 1,2,3,4, 5, 6, 7, 8, 9,10,11,12,13,14,15,16,17,

18,19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 35, 40, 45 o 50, o cualquier intervalo definido por los puntos extremos

anteriores, incluyendo o excluyendo, tal como 1 a 50,1 a 40,1 a 30,1 a 20,1 a 10,1 a 5,5 a 50,5 a 40,5 a 30,5 a 20,5

a 10,10 a 50,10 a 40,10 a 30,10 a 20, 8 a 40, 8 a 20, 8 a 12, 9 a 50, 9 a 30 o 9 a 15. En otra modalidad, la LNP de

direccionamiento ejemplar que encapsula un ARNm tiene una relación nanopartícula/ARNm (N/P) de aproximadamente

10 o aproximadamente 20.

[0094] En algunas modalidades donde la carga útil de la LNP es un ácido nucleico configurado para codificar un

polipéptido o una proteína en una célula objetivo, tras su absorción por la célula objetivo, la LNP está configurada para

codificar in vivo 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 o 50 copias del polipéptido o proteína, o cualquier

intervalo definido por los puntos extremos anteriores, incluidos o excluidos, tal como 1 a 50,1 a 40,1 a 30,1 a 20,1 a 10,

1 a 5, 2 a 50, 2 a 40, 2 a 30, 2 a 20, 2 a 15, 2 a 10, 2 a 8, 2 a 6, 2 a 5, 2 a 4, 5 a 50, 5 a 40, 5 a 30, 5 a 20, 5 a 15, 5 a 10,

5 a 8,4 a 50,4 a 45,4 a 35,4 a 25,4 a 15,4 a 9,4 a 6, 7 a 50, 7 a 45,7 a 35, 7 a 25, 7 a 15 O 7 a 9 copias. En algunas

modalidades, tras su absorción por la célula objetivo, la LNP está configurada para codificar in vivo el polipéptido o la
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proteína de forma continua e instantánea hasta que el ácido nucleico (es decir, la carga útil) se desactiva ¡n vivo.

[0095] Carga útil que codifica un péptido inmunogénico con bajo contenido en azúcar (Vacuna universal con

bajo contenido en azúcar). Sin querer apegarnos a teorías, está documentado que la remoción de los escudos de

glucanos de un péptido inmunogénico puede exponer los epitopos del péptido enmascarados por los escudos de glucanos,

aumentando de esta manera la presentación antigénica y las respuestas inmunitarias correspondientes inducidas por el

péptido inmunogénico.

[0096] En comparación con las proteínas de espícula de tipo salvaje, tal como las cepas de Wuhan y las cepas delta (tal

como los ID de SEC NO: 2,16,18 y 20), la proteina de espícula modificada descrita en este documento comprende uno

o más deleciones o adiciones de aminoácidos en los sequones de glucosilación enlazados a N (N-X-S/T) para eliminar los

sequones de glucanos enlazados a N. De manera alternativa, la proteína de espícula modificada descrita en este

documento comprende una o más sustituciones de aminoácidos de S/T por alanina (A) en los sitios de glucosilación

enlazados a O para eliminar los sitios de glucosilación enlazados a O.

[0097] En el primer aspecto, el ARNm ejemplar de una proteína de espícula del coronavirus puede utilizarse como vacuna

ejemplar contra el coronavirus, que tiene una mutación de uno o más sitios de glucosilación {giycosites) en el dominio de

unión al receptor (RBD, Receptor Binding Domain), el dominio de la subunidad 1 (SI) o de la subunidad 2 (S2), o una

variante de los mismos. Cuando dicho ARNm se formula adecuadamente en la formulación LNP de direccionamiento de

la presente divulgación, puede utilizarse efectivamente para la administración de direccionamiento a células dendríticas.

La mutación del CoV o una variante del mismo, como se describe en este documento, puede ser una delación, una adición

o una sustitución. En algunas modalidades, el ARNm de la proteína de espícula del coronavirus tiene una o más

mutaciones de los sitios de glucosilación en el RBD, SI o S2 con uno o más reemplazos de N por Q o SÍT por A, o una

combinación de las mismas. La mutación de los sitios de glucosilación de N consiste en cambiar el sequon putativo N-X-

S/T a Q-X-S/T y/o cambiar S/T del sitio de glucosilación de O a A. Los sitios de glucosilación con reemplazo de N por Q

incluyen, pero sin estar limitados a, los siguientes:

una S-(deg-RBD), que es una proteína S con los dos sitios de glucosilación de N en RBD mutados de N a Q, y

dos sitios de glucosilación de O mutados de S/T a A (tal como los ID de SEC NO: 4,22,24 o 26);

una S-(deg-S2), que es una proteína S con los 9 sitios de glucosilación en S2 mutados de N a Q (tal como los ID

de SEC NO: 6,28, 30 o 32);

una S-(deg-S2-1194), que es una proteina S con 8 sitios de glucosilación en S2 mutados de N a Q, excepto el

sitio de glucosilación de 1194 (tal como los ID de SEC NO: 8 o 34);

una S-(deg-RBD-801), que es una proteína S con los dos sitios de glucosilación de N en RBD mutados de N a Q,

y dos sitios de glucosilación de O mutados de S/T a A, y el sitio de glucosilación 801 mutado de N a Q (tal como los ID de

SEC NO: 10 o 36));

una S-(deg-RBD-1194), que es una proteína S con los dos sitios de glucosilación de N en RBD mutados de N a

Q, y dos sitios de glucosilación de O mutados de S/T a A, y el sitio de glucosilación 1194 mutado de N a Q (tal como los

ID de SEC NO: 12 o 38); y
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una S-(deg-RBD-122-165-234), que es una proteína S con los dos sitios de glucosilación de N en RBD mutados

de N a Q, y dos sitios de glucosilación de O mutados de S/T a A, y los sitios de glucosilación 122,165 y 234 mutados de

N a Q (tal como los ID de SEC NO: 14 o 40).

[0098] En otra modalidad, el ARNm o ADN para S-(deg-RBD) tiene la secuencia de ID de SEC NO: 3, 21, 23 o 25, el

ARNm o ADN para S-(deg-S2) tiene la secuencia de ID de SEC NO: 5,27,29 o 31, el ARNm o ADN para S-(deg-S2-1194)

tiene la secuencia de ID de SEC NO: 7 o 33, el ARNm o ADN para S-(deg-RBD-801) tiene la secuencia de ID de SEC NO:

9 o 35, el ARNm o ADN para S-(deg-RBD-1194) tiene la secuencia de ID de SEC NO: 11 o 37, el ARNm o ADN para S-

(deg-RBD-122-165-234) tiene la secuencia de ID de SEC NO: 13 o 39.

[0099] La presente divulgación también proporciona un ADN lineal que comprende un promotor, una región 5’ no

traducida, una región 3’ no traducida, un plásmido de expresión con o sin S-2P y una secuencia de señal de cola poli(A),

en donde el sequon putativo N-X-S/T se cambia a Q-X-S/T y el sitio glicosilado de O se cambió de S/T a A en el plásmido

de expresión. En una modalidad, el plásmido de expresión S-2P comprende el gen S del SARS-CoV-2 que codifica el

estado de prefusión del S que tiene sustituciones de prolina de K968 y V969.

[0100] En ciertas modalidades, la formulación que se dirige a células de la presente divulgación puede contener péptidos

inmunogénicos ejemplares con escudos de glucanos removidos, que además pueden incluir, pero sin estar limitados a,

un péptido inmunogénico, que comprende al menos una secuencia de aminoácidos seleccionada de un grupo que consiste

en: TESIVRFPNITNL (ID de SEC NO: 41), NITNLCPFGEVFNATR (ID de SEC NO; 42), LYNSASFSTFK (ID de SEC NO:

43), LDSKVGGNYN (ID de SEC NO: 44), KSNLKPFERDIST (ID de SEC NO: 45), KPFERDISTEIYQAG (ID de SEC NO:

46), GPKKSTNLVKNKC (ID de SEC NO: 47), NCDWIGIV[N]NTVY (ID de SEC NO: 48), PELDSFKEELDKYFK[N]HTS (ID

de SEC NO: 49), VNIQKEIDRLNEVA (ID de SEC NO: 50), NL[N]ESLIDLQ (ID de SEC NO: 51) y LGKYEQYIKWP (ID de

SEC NO: 52) o una secuencia de aminoácidos que tenga al menos aproximadamente un 99%, 98%, 97%, 96%, 95% o

90% de identidad con cualquiera de los ID de SEC NO: 41 a 52.

[0101] En algunas modalidades, la carga útil de la formulación que se dirige a células comprende un ARN que codifica

una proteína modificada que comprende (1) una o más sustituciones de aminoácidos de asparagina (N) por glutamina (Q)

en sequones de glucosilación enlazados a N (N-X-S/T), en donde X es cualquier residuo de aminoácido excepto prolina,

y S/T denota un residuo de serina o treonina; y/o (2) una o más sustituciones de aminoácidos de S/T por alanina (A) en

los sitios de glucosilación de O. En ciertas modalidades, la carga útil comprende un ARN que codifica un péptido

inmunogénico, que comprende al menos una secuencia de aminoácidos seleccionada de un grupo que consiste en:

TESIVRFPNITNL (ID de SEC NO: 41), NITNLCPFGEVFNATR (ID de SEC NO: 42), LYNSASFSTFK (ID de SEC NO: 43),

LDSKVGGNYN (ID de SEC NO: 44), KSNLKPFERDIST (ID de SEC NO: 45), KPFERDISTEIYQAG (ID de SEC NO: 46),

GPKKSTNLVKNKC (ID de SEC NO: 47), NCDVVIGIV[N]NTVY (ID de SEC NO: 48), PELDSFKEELDKYFK[N]HTS (ID de

SEC NO: 49), VNIQKEIDRLNEVA (ID de SEC NO: 50), NL[N]ESLIDLQ (ID de SEC NO: 51) and LGKYEQYIKWP (ID de

SEC NO: 52) o una secuencia de aminoácidos que tenga al menos aproximadamente un 99%, 98%, 97%, 96%, 95% o

90% de identidad con cualquiera de los ID de SEC NO: 41 a 52.

[0102] En algunas modalidades, la carga útil de la formulación que se dirige a células es un ácido nucleico que
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comprende una secuencia de nucleótidos establecida en ID de SEC NO: 01, ID de SEC NO: 3, ID de SEO NO: 5, ID de

SEO NO: 7. ID de SEC NO: 9, ID de SEC NO: 11, ID de SEC NO: 13, ID de SEC NO: 15, ID de SEC NO: 17, ID de SEC

NO: 19, ID de SEC NO: 21, ID de SEC NO: 23, ID de SEC NO: 25, ID de SEC NO: 27, ID de SEC NO: 29, ID de SEC NO:

31, ID de SEC NO: 33, ID de SEC NO: 35, ID de SEC NO: 37, ID de SEC NO: 39, o al menos aproximadamente un 99%,

98%, 97%, 96%, 95% o 90% de identidad con respecto a los mismos; o la carga útil está configurada para codificar un

péptido que comprende una secuencia de aminoácidos establecida en ID de SEC NO: 02, ID de SEC NO: 4, ID de SEC

NO: 6, ID de SEC NO: 8, ID de SEC NO: 10, ID de SEC NO: 12, ID de SEC NO: 14, ID de SEC NO: 16, ID de SEC NO:

18, ID de SEC NO: 20, ID de SEC NO: 22, ID de SEC NO: 24, ID de SEC NO: 26, ID de SEC NO: 28, ID de SEC NO: 30,

ID de SEC NO: 32, ID de SEC NO: 34, ID de SEC NO: 36, ID de SEC NO: 38, ID de SEC NO: 40, o al menos

aproximadamente un 99%, 98%, 97%, 96%, 95% o 90% de identidad con los mismos.

[0103] En el segundo aspecto, los péptidos inmunogénicos ejemplares con escudos de glucanos removidos incluyen,

pero sin estar limitados a, un péptido inmunogénico que comprende al menos una secuencia de aminoácidos seleccionada

de un grupo que consiste en: SSANNCTFEYVSQ (ID de SEC NO: 58), TESIVRFPNITNL (ID de SEC NO: 59),

KPFERDISTEIYQAG (ID de SEC NO: 60), GPKKSTNLVKNKC (ID de SEC NO: 61), TEVPVAIHADQ (ID de SEC NO: 62),

RVYSTGSNVFQTR (ID de SEC NO: 63), RRARSVASQS (ID de SEC NO: 64), DPSKPSKRSF (ID de SEC NO: 65),

FIKQYGDCLGDI (ID de SEC NO: 66), ENQKLIANQFNS (ID de SEC NO: 67), GKIQDSLSSTA (ID de SEC NO: 68),

NCDWIGIVNNTVY (ID de SEC NO: 69), PELDSFKEELDKYFKNHTS (ID de SEC NO: 70), TSPDVDLGDISGINA (ID de

SEC NO: 71), VNIQKEIDRLNEVA (ID de SEC NO: 72), NLNESLIDLQ (ID de SEC NO: 73), y LGKYEQYIKWP (ID de SEC

NO: 74),

[0104] En algunas modalidades, la carga útil de la formulación que se dirige a células comprende un ARN que codifica

una proteína modificada que comprende (1) una o más sustituciones de aminoácidos de asparagina (N) por glutamina (Q)

en sequones de glucosilación enlazados a N (N-X-S/T), en donde X es cualquier residuo de aminoácido excepto prolina,

y S/T denota un residuo de serina o treonina; y/o (2) una o más sustituciones de aminoácidos de S/T por alanina (A) en

los sitios de glucosilación de O. En ciertas modalidades, la carga útil comprende un ARN que codifica un péptido

inmunogénico, que comprende al menos una secuencia de aminoácidos seleccionada de un grupo que consiste en:

SSANNCTFEYVSQ (ID de SEC NO: 58), TESIVRFPNITNL (ID de SEC NO: 59), KPFERDISTEIYQAG (ID de SEC NO:

60), GPKKSTNLVKNKC (ID de SEC NO: 61), TEVPVAIHADQ (ID de SEC NO: 62), RVYSTGSNVFQTR (ID de SEC NO:

63), RRARSVASQS (ID de SEC NO: 64), DPSKPSKRSF (ID de SEC NO: 65), FIKQYGDCLGDI (ID de SEC NO: 66),

ENQKLIANQFNS (ID de SEC NO: 67), GKIQDSLSSTA (ID de SEC NO: 68), NCDWIGIVNNTVY (ID de SEC NO: 69),

PELDSFKEELDKYFKNHTS (ID de SEC NO: 70), TSPDVDLGDISGINA (ID de SEC NO: 71), VNIQKEIDRLNEVA (ID de

SEC NO: 72), NLNESLIDLQ (ID de SEC NO: 73), y LGKYEQYIKWP (ID de SEC NO: 74).

[0105] En algunas modalidades, la carga útil de la formulación que se dirige a céluias está configurada para codificar un

péptido que comprende una secuencia de aminoácidos establecida en los ID de SEC NO: 53, 54, 55, 56 o 57, o al menos

aproximadamente un 99%, 98%, 97%, 96%, 95% o 90% de identidad con respecto a la misma.

[0106] Como se describe en este documento, la vacuna universal con bajo contenido de azúcar (LSUV, Low Sugar
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Universal Vaccine) ejemplar también se describe en WO2022/221835 (donde el ARNm comprende una secuencia

seleccionada de ID de SEC NO 1-52), WO2022/221837A2 (donde el ARNm comprende una secuencia seleccionada de

ID de SEC NO 1-21) y US20200046826A1 (donde el ARNm comprende una secuencia seleccionada de ID de SEC N01-

20), que se incorporan en este documento por referencia en su totalidad.

[0107] Kit para Preparar una Nanopartícula Lipídica.

[0108] Un aspecto de ia presente divulgación se refiere a un kit/mezcla de reactivos para preparar una formulación de

LNP de direccionamiento de la presente divulgación. El kit comprende un primer reactivo y un segundo reactivo, en donde

el primer reactivo comprende el compuesto de la presente divulgación, y el segundo reactivo comprende un lípido

ionizadle, un lípido auxiliar o una mezcia de los mismos. El lípido ionizabie y el lípido auxiliar pueden ser los descritos en

este documento. En algunas modalidades, ei segundo reactivo comprende el lípido ionizadle y, en algunas modalidades,

el kit comprende además un tercer reactivo que comprende el lípido auxiliar. En algunas modalidades, el kit comprende

además un cuarto reactivo que comprende una carga útil, en donde la carga útil de direccionamiento a células puede ser

como las descritas en este documento.

[0109] Empaquetado. Todos los componentes del kit de la presente divulgación pueden empaquetarse en un recipiente

físico, respectivamente. En algunas modalidades, el primer reactivo y el segundo reactivo están contenidos en el mismo

recipiente; en otras palabras, en un paquete listo para usar. En algunas otras modalidades, el primer reactivo y el segundo

reactivo están contenidos en recipientes separados, de modo que un usuario puede decidir si mezciar el primer reactivo y

el segundo reactivo y cuándo hacerio.

[0110] COMPOSICIONES/FORMULACIONES

[0111] Un aspecto de ia presente divuigación se refiere aúna composición de vacuna farmacéuticamente aceptable que

comprende la LNP de direccionamiento de ia presente divuigación. La LNP de la composición puede encapsular una carga

útil y está configurada para administrar la carga útil a una región objetivo de un organismo. La carga útil puede ser como

se describe en este documento, y comprender un ácido nucleico, un compuesto, un péptido, una proteína, una cabeza de

glucano o una combinación de los mismos. En aigunas modalidades, la carga útil puede ser una proteína inmunogénica o

un ácido nucieico configurado para codificar ia proteína inmunogénica in vivo. En algunas modalidades, ia formuiación

comprende además un excipiente farmacéuticamente aceptable, un adyuvante o una combinación de los mismos. En

ciertas modalidades, la composición es una composición farmacéutica o una formulación farmacéutica.

[0112] En algunas modalidades, la composición comprende 0.01, 0.05,0.1,0.5,1,2, 3,4, 5,10,15, 20,25, 30,40, 50,

60, 70, 80, 90, 95% (p/p) de la LNP de la presente divulgación, que encapsula o no encapsula una carga útil, o cualquier

intervalo definido por los puntos extremos anteriores, tal como, incluidos o excluidos, 0.01% al 95% (p/p), 0.01% al 90%

(p/p), 0.01% al 80% (p/p), 0.01% al 70% (p/p), 0.01% al 60% (p/p). 0.01% al 50% (p/p). 0.01% al 40% (p/p), 0.01% al 30%

(p/p), 0.01% al 20% (p/p), 0.01% al 10% (p/p), 0.01% al 5% (p/p), 0.01% al 1% (p/p), 0.01% al 0.1% (p/p), 0.1% al 95%

(p/p), 0.1% al 90% (p/p), 0.1% al 80% (p/p), 0.1% al 70% (p/p), 0.1% al 60% (p/p), 0.1% al 50% (p/p), 0.1% al 40% (p/p),

0.1% al 30% (p/p), 0.1% al 20% (p/p), 0.1% al 10% (p/p), 0.1% al 5% (p/p). 0.1% al 1% (p/p), 1% al 95% (p/p), 1% al 90%

(p/p), 1% al 80% (p/p), 1% al 70% (p/p), 1% al 60% (p/p), 1% al 50% (p/p). 1% al 40% (p/p), 1% al 30% (p/p), 1% al 20%
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(p/p), 1% al 10% (p/p), 1% al 5% (p/p), 5% al 95% (p/p), 5% al 90% (p/p), 5% al 80% (p/p), 5% al 70% (p/p), 5% al 60%

(p/p), 5% al 50% (p/p), 5% al 40% (p/p), 5% al 30% (p/p), 5% al 20% (p/p) o 5% al 10% (p/p). El resto de los porcentajes

de la composición pueden ser un excipiente como se describe en este documento.

[0113] En algunas modalidades, la composición es una vacuna de ARNm, en donde la LNP encapsula un ARNm

configurado para codificar una proteína inmunogénica in vivo. La proteína ínmunogénica puede ser una proteína de

espícula del virus u otra molécuia antigénica de un patógeno. En ciertas modalidades, ia composición de ia presente

invención puede ser una vacuna de ARNm contra COVID-19.

[0114] Una vacuna de ARNm contra COVID-19 ejemplar, como se describe en este documento, puede diseñarse con

base en una tecnología de ARNm para remover los escudos de glucanos de una proteína de espícula de coronavirus (por

ejemplo, SARS-CoV-2) con el fin de exponer mejor las regiones conservadas de la proteína de espícula. La vacuna de

ARNm de la proteína de espícula del coronavirus tiene una deieción de los sitios de glucosiiación en el dominio de unión

al receptor (RBD) o el dominio de la subunidad 2 (S2) para exponer epítopos altamente conservados y provocar

anticuerpos y una respuesta de céiulas T CD8 con una protección más ampiia contra ias variantes alfa, beta, gamma,

delta, ómicron y diferentes variantes, en comparación con el ARNm no modificado. La vacuna puede ser una vacuna

universal con bajo contenido de azúcar (LSUV) como se describe en WO2022/221835 (donde el ARNm comprende una

secuencia seleccionada de ID de SEC NO 1-52), WO2022/221837A2 (donde el ARNm comprende una secuencia

seleccionada de ID de SEC NO 1-21) y US20200046826A1 (donde el ARNm comprende una secuencia seleccionada de

ID de SEC NO 1-20), que se incorporan en este documento por referencia en su totalidad.

[0115] En algunas modalidades, ia composición/formulación de la presente invención está configurada para tratar o

prevenir una enfermedad (por ejempio, cáncer). En estas modalidades, la carga útil transportada por la LNP puede ser un

reactivo terapéutico, un reactivo profiláctico o un ácido nucleico configurado para codificar el reactivo terapéutico o ei

reactivo profiláctico in vivo. Por ejemplo, la composición puede ser una vacuna personaiizada contra el cáncer (por

ejemplo, melanoma), una vacuna del homólogo del oncogén viral del sarcoma en ratas de Kirsten (KRAS, Kirsten Rat

Sarcoma Viral Oncogene Homolog) (impulsada por KRAS) o una vacuna de punto de control [checkpoint) (por ejemplo,

relacionada con la proteína 1 de muerte celular programada (PD-1, Programmed cell Death protein 1), ligando 1 de muerte

ceiular programada (PDL-1, Programmed ceil Death Ligand 1)).

[0116] En aigunas modaiidades, ia composición/formuiación de la presente invención puede administrarse junto con otra

composición (por ejemplo, una vacuna o un medicamento). Ejemplos de otra composición pueden ser, pero sin estar

limitados a, ia vacuna contra ia influenza (gripe), la vacuna contra el adenovirus, la vacuna contra el ántrax, la vacuna

contra el cólera, la vacuna contra la difteria, la vacuna contra la hepatitis A o B, ia vacuna contra el VPH, la vacuna contra

el sarampión, la vacuna contra las paperas, la vacuna contra la viruela, la vacuna contra el rotavirus, la vacuna contra la

tuberculosis, la vacuna neumocócica y la vacuna contra el Haemophilus influenzae tipo b.

[0117] Composiciones combinadas

[0118] En algunas modalidades, la composición puede ser una composición de combinación (por ejemplo, una vacuna

combinada) que comprende una primera LNP que encapsula una primera carga útil y una segunda LNP que encapsula
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una segunda carga útil. La primera LNP y ia segunda LNP pueden ser como las LNP descritas en este documento, pero

son diferentes entre sí en términos de la estructura o las propiedades de los copolímeros de las mismas. Por ejemplo, en

donde la primera LNP y la segunda LNP son diferentes en tamaño, copoiímeros que forman la membrana de las mismas,

ia carga útil encapsulada dentro de la LNP o una combinación de ios mismos.

[0119] Por ejemplo, la primera LNP comprende una cabeza de glucano configurada para unirse a DC-SIGN, mientras

que la segunda LNP comprende una cabeza de glucano configurada para unirse al grupo de diferenciación Id (CDId,

Cluster of Differentiation Id). En otro ejempio, la primera LNP comprende un glucano configurado para dirigirse hacia una

céluia presentadora de antígenos, mientras que la segunda LNP comprende un glucano configurado para dirigirse hacia

una céluia cancerosa.

[0120] En algunas modalidades, la primera carga útil y la segunda carga útil son diferentes entre si. Por ejemplo, la

primera carga útii puede ser una proteína o un péptido, mientras que la segunda carga útil puede ser un ácido nucleico.

En ciertas modalidades, la primera carga útii y la segunda carga útil pueden ser ambas moléculas de ARNm, pero codifican

proteínas diferentes. Por ejempio, la primera carga útil puede ser un ARNm configurado para codificar una proteína de

espícula del delta-SARS-CoV2, mientras que ia segunda carga útil puede ser un ARNm configurado para codificar una

proteína de espícula del omicron-SARS-CoV2.

[0121] Componentes adicionales de la composición

[0122] En algunas modalidades, ia composición de la presente divulgación puede comprender además un adyuvante y/o

una sustancia no activa, tai como un excipiente farmacéuticamente aceptable. En ciertas modalidades, el adyuvante puede

ser, pero sin limitarse a, C34, Gluco-C34, 7DW8-5, C17, C23, C30, a-gaiactosilceramida (a-GalCer), sal de aluminio (por

ejemplo, hidróxido de aluminio, fosfato de aiuminio, alumbre (sulfato de potasio y aluminio), sales mixtas de aluminio),

escualeno, MF59, QS-21, adyuvante completo de Freund, adyuvante incompleto de Freund, AS03 (GlaxoSmithKIine),

MF59 (Seqirus), CpG 1018 (Dynavax) o una combinación de los mismos.

[0123] En ciertas modalidades, ei excipiente farmacéuticamente aceptable podría comprender un disolvente, un medio

de dispersión, un diluyente, un dispersante, un coadyuvante de suspensión, un agente tensoactivo, un agente isotónico,

un agente espesante o emulsionante, un conservador, un polímero, un péptido, una proteína, una céluia, una hialuronidasa

o mezclas de los mismos. En la técnica se conocen diferentes excipientes para formular composiciones farmacéuticas y

técnicas para preparar la composición (véase Remington: La Ciencia y la Práctica de la Farmacia (The Science and

Practica of Pharmacy), 22.® edición, editado por Alien, Loyd V., Jr, Pharmaceutical Press). El uso de un medio excipiente

convencional puede contemplarse dentro del alcance de la presente divulgación, excepto en ia medida en que cuaiquier

medio excipiente convencionai pueda ser incompatibie con una sustancia o sus derivados, tal como al producir cuaiquier

efecto bioiógico indeseable o de otra manera interactuar de manera perjudicial con cualquier otro componente de la

composición farmacéutica. La formulación de excipientes estándar farmacéuticamente aceptables puede llevarse a cabo

utilizando métodos habituales en el ámbito farmacéutico (véase Ciencias Farmacéuticas de Remington (Remington’s

Pharmaceutical Sciences), 19.® edición, Mack Publishing Company, Pennsylvania del Este, EE. UU.).

[0124] En algunas modalidades, la composición comprende además un conjugado de fosfato. Sin querer apegarnos a
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teorías, el conjugado de fosfato puede aumentar los tiempos de circulación in vivo y/o aumentar la administración dirigida

de la LNP de la presente divulgación. Los conjugados de fosfato para uso con la presente divulgación pueden fabricarse

utilizando los métodos descritos en la publicación PCT No. WO2013/033438, presentada el 30 de agosto de 2012, o en la

publicación de los Estados Unidos No. US2013/0196948, presentada el 23 de junio de 2011, cuyo contenido se incorpora

en este documento por referencia en su totalidad. A modo de ejemplo no limitativo, los conjugados de fosfato pueden

incluir un compuesto de cualquiera de las fórmulas descritas en la publicación PCT No. WO2013/033438, presentada el

30 de agosto de 2012, que se incorpora en este documento por referencia en su totalidad.

[0125] En algunas modalidades, la composición comprende además un conjugado para mejorar la administración de la

LNP de la presente divulgación. Sin querer apegarnos a teorías, el conjugado seleccionado que se va a utilizar puede

inhibir la eliminación fagocítica de la LNP en un sujeto. En algunos ejemplos, el conjugado puede ser una proteína de

membrana humana CD47 o un péptido "propio” (se//) derivado de la misma (por ejemplo, las partículas “propias” descritas

por Rodríguez et al. (Science 2013,339,971-975), que se incorporan en este documento por referencia en su totalidad).

[0126] En algunas modalidades donde la carga útil es un agente inmunogénico o un ácido nucleico configurado para

codificar el agente inmunogénico, la composición comprende además un agente inmunoestimulador para potenciar la

respuesta inmunitaria inducida por el agente inmunogénico. Como ejemplo no limitativo, la composición puede comprender

un agente inmunoestimulador de células T auxiliares de tipo 1 (Thl, T Helper 1) que puede potenciar una respuesta del

sistema inmunitario basada en Thl (véase la publicación PCT No. WO2010/123569y la publicación de los Estados Unidos

No. 2011/0223201, cada una de las cuales se incorpora en este documento por referencia en su totalidad).

[0127] En algunas modalidades, la composición no incluye componentes virales (por ejemplo, cápsides virales, enzimas

virales u otras proteínas virales, por ejemplo, las necesarias para la replicación basada en virus), ni está empaquetada

dentro de, encapsulada dentro de, ligada a o de otro modo asociada con un virus o una particula viral.

[0128] MÉTODOS DE USO

[0129] Un aspecto de la presente divulgación se refiere a métodos de uso de la LNP o la formulación de direccionamiento

de la presente divulgación. Particularmente, los métodos se llevan a cabo para obtener un efecto deseado, tal como la

administración dirigida de una carga útil, prevención o tratamiento de una enfermedad, o el refuerzo de una respuesta

inmunitaria adaptativa en un sujeto. En algunas modalidades, el sujeto puede ser, pero sin estar limitado a, un animal o

un ser humano, para quien la carga útil está diseñada para exhibir su eficacia, para quien es necesario el tratamiento o la

prevención de una enfermedad, o para quien es necesario el refuerzo de la respuesta inmunitaria adaptativa.

[0130] Métodos de administración dirigida de carga útil en un sujeto

[0131] En algunas modalidades, se proporciona un método de administración dirigida de una carga útil en un sujeto, que

comprende administrar una cantidad efectiva de la LNP al sujeto o la formulación de direccionamiento de la presente

divulgación. La LNP y la carga útil son las descritas en este documento, y la carga útil está encapsulada por la LNP. Sin

querer apegarnos a teorías, la administración dirigida se lleva a cabo mediante el compuesto de la presente divulgación.

Particularmente, el grupo Ri del compuesto de la presente divulgación proporciona la afinidad/especificidad de unión

deseada que se dirige a una región deseada del sujeto a través del grupo glicosilo del mismo.
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[0132] Métodos para prevenir o tratar una enfermedad en un sujeto

[0133] En algunas modalidades, se proporciona un método para prevenir o tratar una enfermedad en un sujeto, que

comprende administrar una cantidad efectiva de la LNP al sujeto o la formulación de la presente divulgación. La LNP de

este método encapsula una carga útil, y la carga útil es un agente terapéutico o deriva un agente terapéutico configurado

para prevenir y/o tratar la enfermedad.

[0134] Sin querer apegarnos a teorias, la LNP o la formulación de la presente divulgación proporciona una administración

dirigida a través del compuesto de la presente divulgación. Por lo tanto, al utilizar la LNP de la presente divulgación para

administrar la carga útil, la eficacia de la carga útil se puede llevar a cabo de manera más efectiva. Por ejemplo, en las

modalidades en las que el grupo Ri del compuesto comprende una estructura que se une específicamente al DC-SIGN

en las células dendríticas, se puede administrar efectivamente una carga útil antigénica o inmunogénica a las células

dendríticas para provocar respuestas inmunitarias para prevenir la enfermedad en cuestión. Esta estrategia es beneficiosa

para administrar un antigeno o un ácido nucleico que codifica un antígeno de una vacuna. Algunos otros ejemplos incluyen

tener un grupo Ri diseñado para dirigirse a células cancerosas, de modo que se pueda administrar eficazmente un reactivo

antitumoral al microambiente del cáncer. Esta estrategia puede aumentar la eficacia del reactivo antitumoral y reducir los

efectos secundarios del tratamiento.

[0135] En algunas modalidades, la enfermedad se caracteriza por una actividad proteica o polipeptídica disfuncional o

aberrante. Por ejemplo, la enfermedad se selecciona del grupo que consiste en enfermedades raras, enfermedades

infecciosas, cáncer y enfermedades proliferativas, enfermedades genéticas (por ejemplo, fibrosis quística), enfermedades

autoinmunes, diabetes, enfermedades neurodegenerativas, enfermedades cardio y renovasen lares, y enfermedades

metabólicas.

[0136] En algunas modalidades, la enfermedad puede ser cáncer o enfermedades Infecciosas. En ciertas modalidades,

la enfermedad puede ser una infección asociada a virus, incluyendo, pero sin estar limitado a, el virus parainfluenza

humano 3, el virus respiratorio sincitial (VRS), el citomegalovirus (CMV), el metapneumovirus humano (hMPV) o las

infecciones asociadas al SARS-CoV-2 (COVID-19).

[0137] Métodos para reforzar una respuesta inmunitaria adaptativa

[0138] En algunas modalidades, se proporciona un método para reforzar una respuesta inmunitaria adaptativa, que

comprende administrar una cantidad efectiva de la LNP de la presente divulgación a un sujeto. La LNP de este método

encapsula una carga útil dentro de un espacio interior definido por una membrana de la LNP, y la carga útil es un agente

terapéutico o deriva un agente terapéutico configurado para provocar una respuesta inmunitaria adaptativa en el sujeto.

[0139] Sin querer apegarnos a teorías, la LNP de la presente divulgación proporciona una administración dirigida a una

célula inmunitaria a través del compuesto de la presente divulgación. En algunas modalidades, el grupo Ri del compuesto

comprende una estructura que se une a una célula presentadora de antígenos con la especificidad o afinidad deseadas.

Por ejemplo, el grupo Ri podría comprender una estructura que se une especificamente al DC-SIGN en las células

dendríticas, de modo que la LNP sea capaz de administrar la carga útil inmunogénica específicamente a las células

dendríticas para facilitar el inicio de una respuesta inmunitaria adaptativa.
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[0140] En algunas modalidades, la respuesta inmunitaria adaptativa reforzada es contra una enfermedad, incluyendo,

pero sin estar limitada a, el cáncer o una enfermedad infecciosa. La enfermedad infecciosa, por ejemplo, puede ser una

infección asociada a un virus, incluyendo, pero sin estar limitada a, el virus parainfluenza humano 3, el virus respiratorio

sincitial (VRS), el citomegalovirus (CMV), el metapneumovirus humano (hMPV) o las infecciones asociadas al SARS-CoV-

2(COVID-19).

[0141] Administración

[0142] En cuanto a los métodos de la presente divulgación, en algunas modalidades, se administra al sujeto una dosis

única de la LNP o de la formulación de direccionamiento de la presente divulgación, que encapsula o no encapsula una

carga útil. Sin embargo, en algunas modalidades, se administra al sujeto la LNP en una dosis inicial seguida de al menos

una dosis de estimulación, por ejemplo, una, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez, once, doce, trece,

catorce, quince, dieciséis, diecisiete, dieciocho, diecinueve, veinte o más dosis de seguimiento, con un intervalo entre cada

dosis de aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 días, aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10 semanas, o

aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 o 12 meses, o cualquier intervalo definido por los puntos extremos

anteriores, tal como, incluidos o excluidos, 1 a 7 días, 1 a 5 días, 1 a 3 días, 1 a 10 semanas, 1 a 8 semanas, 1 a 6

semanas, 1 a 4 semanas, 1 a 2 semanas, 1 a 12 meses, 1 a 8 meses, 1 a 6 meses, 1 a 4 meses, 1 a 2 meses o 6 a 12

meses. En ciertas modalidades, la LNP de la presente divulgación que encapsula una carga útil se administra dos veces

en dosis iguales o diferentes, y las dos administraciones están separadas por 1 dia, 3 días, 5 dias, 1 semana, 2 semanas,

1 mes, 2 meses, 3 meses, 6 meses, 1 año, 1 a 5 dias, 1 a 2 semanas, 1 a 3 meses, 1 a 6 meses, 1 mes a 1 año, 3 meses

a 1 año o 6 meses a 1 año.

[0143] Vía de administración. La LNP o la formulación descritas en este documento pueden administrarse por cualquier

vía. Las vías adecuadas incluyen, pero sin estar limitadas a, vías oraí, nasaí, mucosa, submucosa, intravenosa,

intramuscular, intraperitoneal, subcutánea, intradérmica, transdérmica y bucal. Algunas aplicaciones tópicas prácticas

incluyen, pero sin estar limitadas a, gotas, aerosoles, geles o pomadas para el epitelio mucoso de los ojos, la nariz, la

boca, el ano o la vagina. Otras vías de administración posibles son la aplicación de aerosoles o polvos mediante inhalación

a través de las vías respiratorias.

[0144] Cantidad de administración efectiva. La cantidad efectiva descrita en este documento se refiere a la cantidad

suficiente para proporcionar un efecto deseado. En las modalidades donde el propósito de administrar la LNP de la

presente divulgación es tratar una enfermedad, la cantidad efectiva se refiere a una cantidad terapéuticamente efectiva,

mientras que en algunas otras modalidades donde el propósito es prevenir una enfermedad, la cantidad efectiva se refiere

a una cantidad profilácticamente efectiva.

[0145] Sin embargo, en algunas otras modalidades donde el propósito de administrar la LNP con carga útil es el refuerzo

de una respuesta inmunitaria adaptativa, la cantidad efectiva puede determinarse como una cantidad suficiente para

inducir una respuesta inmunitaria específica del antígeno en un sujeto al que se le administra la LNP y la carga útil. La

respuesta inmunitaria especifica del antígeno puede caracterizarse midiendo el título de anticuerpos contra el polipéptido

antigénico (es decir, la carga útil o el producto de la carga útil) producido en un sujeto al que se le administran la LNP y la
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carga útil. En algunas modalidades, la medición puede realizarse utilizando un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas

(ELISA, Enzyme-LInked Immunosorbent Assay).

[0146] En algunas modalidades, se utiliza un título de anticuerpos para evaluar si un sujeto ha tenido una infección o

para determinar si se requieren inmunizaciones. En algunas modalidades, se utiliza un título de anticuerpos para

determinar la fuerza de una respuesta autoinmune, para determinar si se necesita una inmunización de estímulo o si se

ha aplicado un estímulo a una inmunización, para determinar si una vacuna anterior fue eficaz y/o para identificar cualquier

infección reciente o anterior.

[0147] La cantidad efectiva de los métodos de la presente divulgación puede determinarse con base en varios factores,

incluyendo, pero sin estar limitados a, las condiciones de los sujetos (edad, sexo, especie, peso corporal, estado de salud,

etc.), la evolución de la enfermedad que se va a tratar, la vía de administración, la dosis y el intervalo de administración,

y la naturaleza de la carga útil. En cuanto a la naturaleza de la carga útil, por ejemplo, en las modalidades donde se utiliza

la LNP de la presente divulgación para transportar un ARNm como en una vacuna de ARNm, la cantidad efectiva puede

determinarse con base en la cantidad efectiva de ARNm necesaria para provocar una respuesta inmunitaria suficiente en

el sujeto. En consecuencia, en algunas modalidades en las que la carga útil es ARNm, la cantidad efectiva de los métodos

de la presente divulgación es de aproximadamente 5,10,15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 90,100,

125,150,175,200,250, 300,350,400,450, 500, 550, 600, 650, 700, 750, 800, 850, 900,950 o 1000 microgramos (pg o

ug), o cualquier intervalo definido por los puntos extremos anteriores, tal como incluir o excluir, 5 microgramos a 1000

microgramos, 5 microgramos a 900 microgramos, 5 microgramos a 800 microgramos, 5 microgramos a 700 microgramos,

5 microgramos a 600 microgramos, 5 microgramos a 500 microgramos, 5 microgramos a 400 microgramos, 5 microgramos

a 300 microgramos, 5 microgramos a 200 microgramos, 5 microgramos a 175 microgramos, 5 microgramos a 150

microgramos, 5 microgramos a 125 microgramos, 5 microgramos a 100 microgramos, 5 microgramos a 90 microgramos,

5 microgramos a 80 microgramos, 5 microgramos a 70 microgramos, 5 microgramos a 60 microgramos, 5 microgramos a

50 microgramos, 5 microgramos a 40 microgramos, 5 microgramos a 30 microgramos, 5 microgramos a 20 microgramos,

5 microgramos a 10 microgramos, 10 microgramos a 1000 microgramos, 10 microgramos a 900 microgramos, 10

microgramos a 800 microgramos, 10 microgramos a 700 microgramos, 10 microgramos a 600 microgramos, 10

microgramos a 500 microgramos, 10 microgramos a 400 microgramos, 10 a 300 microgramos, 10 a 200 microgramos, 10

a 175 microgramos, 10 a 150 microgramos, 10 a 125 microgramos, 10 a 100 microgramos, 10 microgramos a 90

microgramos, 10 microgramos a 80 microgramos, 10 microgramos a 70 microgramos, 10 microgramos a 60 microgramos,

10 microgramos a 50 microgramos, 10 microgramos a 40 microgramos, 10 microgramos a 30 microgramos, 10

microgramos a 20 microgramos, 50 microgramos a 1000 microgramos, 50 microgramos a 900 microgramos, 50

microgramos a 800 microgramos, 50 microgramos a 700 microgramos, 50 microgramos a 600 microgramos, 50

microgramos a 500 microgramos, 50 microgramos a 400 microgramos, 50 microgramos a 300 microgramos, 50

microgramos a 200 microgramos, 50 microgramos a 175 microgramos, 50 microgramos a 150 microgramos, 50

microgramos a 125 microgramos, 50 microgramos a 100 microgramos, 50 microgramos a 90 microgramos, 50

microgramos a 80 microgramos, 50 microgramos a 70 microgramos o 50 microgramos a 60 microgramos. 100
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microgramos a 1000 microgramos, 100 microgramos a 900 microgramos, 100 microgramos a 800 microgramos, 100

microgramos a 700 microgramos, 100 microgramos a 600 microgramos, 100 microgramos a 500 microgramos, 100

microgramos a 400 microgramos, 100 microgramos a 300 microgramos, 100 microgramos a 200 microgramos, 100

microgramos a 175 microgramos, 100 microgramos a 150 microgramos, 300 microgramos a 1000 microgramos, 300

microgramos a 900 microgramos, 300 microgramos a 800 microgramos, 300 microgramos a 700 microgramos, 300

microgramos a 600 microgramos, 300 microgramos a 500 microgramos, 300 microgramos a 400 microgramos, 500

microgramos a 1000 microgramos, 500 microgramos a 900 microgramos, 500 microgramos a 800 microgramos, 500

microgramos a 700 microgramos, 500 microgramos a 600 microgramos, 600 microgramos a 800 microgramos, o 700 a

900 microgramos.

[0148] No obstante, dada la administración dirigida que proporciona ia LNP de la presente divulgación, cabe esperar que

la cantidad efectiva necesaria en los métodos de la presente divulgación sea inferior a la cantidad efectiva necesaria en

otros métodos de administración no dirigida. Por ejemplo, la cantidad efectiva requerida en los métodos de la presente

divulgación podria ser inferiora la cantidad efectiva requerida en otros métodos de administración no dirigida en al menos

un 1,2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,10,15, 20,25,30,35,40,45, 50,60, 70,80, 90, 95 o 99%, o cualquier intervalo definido por los

puntos extremos anteriores, tal como, incluidos o excluidos, 1 ai 99%, 1 a 95%, 1 al 90%, 1 al 80%, 1 al 70%, 1 al 60%, 1

al 50%, 1 al 40%. 1 al 30%, 1 al 20%, 1 al 10%, 1 al 5%, 5 al 99%, 5 al 95%, 5 al 90%, 5 al 80%, 5 al 70%, 5 al 60%, 5 al

50%, 5 al 40%, 5 al 30%, 5 al 20%, 5 al 10%, 10 al 90%, 10 al 80%, 10 al 70%, 10 al 60%, 10 al 50%, 10 al 40%, 10 al

30%, 10 al 20%, 30 al 99%, 30 al 95%, 30 al 90%, 30 al 80%, 30 al 70%, 30 al 60%, 30 al 50%, 30 al 40%, 50 al 99%, 50

al 95%, 50 al 90%, 50 al 80%, 50 al 70%, 50 al 60%, 70 al 99%, 70 al 95%, 70 al 90%, 70 al 80%, 80 al 99%, 80 al 95%,

80 al 90%, 90 al 99% o 95 al 99%.

[0149] Además, en algunas modalidades donde se utiliza la LNP de la presente divulgación para administrar un agente

antigénico o un ácido nucleico que codifica el agente antigénico para inducir anticuerpos contra el agente antigénico, el

titulo del anticuerpo inducido por la presente divulgación, en comparación con el titulo del anticuerpo inducido por métodos

de administración no dirigida, aumenta 1,2,3,4,5,6,7,8,9 o 10 logaritmos, o cualquier intervalo definido por los puntos

extremos anteriores, tal como, incluidos o excluidos, 1 a 10 logaritmos, 1 a 8 logaritmos, 1 a 6 logaritmos, 1 a 4 logaritmos,

2 a 9 logaritmos, 2 a 7 logaritmos, 2 a 5 logaritmos, 3 a 10 logaritmos, 3 a 8 logaritmos, 3 a 5 logaritmos o 4 a 6 logaritmos.

[0150] En algunas otras modalidades, donde se utiliza la LNP de la presente divulgación para administrar un agente

antigénico o un ácido nucleico que codifica el agente antigénico para inducir una respuesta inmunitaria contra el agente

antigénico, el titulo de anticuerpos contra el agente antigénico inducido por la presente divulgación, en comparación con

el de los métodos de administración no dirigida, es 0.1, 0.2, 0.5,1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10 veces mayor, o cualquier

intervalo definido por los puntos extremos anteriores, tal como, incluidos o excluidos, 0.1 a 10,0.1 a 9,0.1 a 8,0.1 a 7,0.1

a 6, 0.1 a 5, 0.1 a 4,0.1 a 3,0.1 a 2,0.1 a 1,0.1 a 0.5, 0.5 a 10,0.5 a 9, 0.5 a 8,0.5 a 7, 0.5 a 6, 0.5 a 5,0.5 a 4, 0.5 a 3,

0.5 a 2, 0.5 a 1.1 a 10,1 a 9, 1 a 8,1 a 7, 1 a 6, 1 a 5, 1 a 4, 1 a 3, 1 a 2, 3 a 10, 3 a 9, 3 a 8, 3 a 7, 3 a 6, 3 a 5, 3 a 4, 5

a 10,5 a 9,5 a 8,5 a 7,5 a 6,7 a 10,7 a 9,7 a 8, u 8 a 10.

[0151] Sin embargo, en algunas modalidades donde se utiliza la LNP de la presente divulgación para administrar un
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agente antigénico o un ácido nucleico que codifica el agente antigénico para Inducir una respuesta inmunitarla contra el

agente antigénico, la respuesta inmunitaria se Induce 1,2,3,4, 5,6, 7,8, 9,10,12,14,16,18 o 20 días antes de que la

respuesta inmunitarla Inducida por métodos de administración no dirigida, o cualquier Intervalo definido por los puntos

extremos anteriores, tal como. Incluidos o excluidos, 1 a 20,1 a 18,1 a 14,1 a 10,1 a 6,2 a 20,2 a 18,2 a 14,2 a 10, 2

a 6,5 a 20,5 a 18, 5 a 14 o 5 a 10 días antes.

[0152] En algunas modalidades, la LNP, Como se describe en este documento en los métodos de la presente

divulgación, se administra en un nivel de dosis suficiente para administrar una carga útil de aproximadamente 0.0001

mg/kg a 100 mg/kg, de aproximadamente 0.001 mg/kg a 0.05 mg/kg, de aproximadamente 0.005 mg/kg a 0.05 mg/kg, de

aproximadamente 0.001 mg/kg a 0.005 mg/kg, de aproximadamente 0.05 mg/kg a 0.5 mg/kg, de aproximadamente 0.01

mg/kg a 50 mg/kg, de aproximadamente 0.1 mg/kg a 40 mg/kg, de aproximadamente 0.5 mg/kg a 30 mg/kg, de

aproximadamente 0.01 mg/kg a 10 mg/kg, de aproximadamente 0.1 mg/kg a 10 mg/kg, o de aproximadamente 1 mg/kg a

25 mg/kg, por peso corporal del sujeto por día, uno o más veces al día, para obtener el efecto in vivo deseado.

[0153] DEFINICIÓN

[0154] A menos que se defina específicamente lo contrario, todos los términos técnicos y científicos utilizados en este

documento tienen el mismo significado que entendería comúnmente una persona experimentada en la materia a la que

pertenece esta divulgación. A menos que se indique lo contrario, las técnicas empleadas o contempladas en este

documento son metodologías estándar bien conocidas por los experimentados en la materia. La práctica de la presente

divulgación empleará, a menos que se Indique lo contrario, técnicas convencionales de microbiología, cultivo de tejidos,

biología molecular, química, bioquímica y tecnología de ADN recombinante, que se encuentran dentro de ios

conocimientos técnicos del campo. Los materiales, métodos y ejemplos son solo ilustrativos y no limitativos. Lo siguiente

se presenta a modo de ilustración y no pretende limitar el alcance de la divulgación.

[0155] Debe entenderse que los números que expresan cantidades de ingredientes, propiedades tal como el peso

molecular, las condiciones de reacción y los resultados, etc., utilizados para describir y reclamar ciertas modalidades de

la presente divulgación en algunas instancias son modificados por el término “aproximadamente”. Un experimentado en

la materia comprendería el significado del término “aproximadamente” en el contexto del valor que califica. Los valores

numéricos presentados en algunas modalidades de la presente divulgación pueden contener ciertos errores resultantes

de la desviación estándar en sus respectivas mediciones de prueba. Por ejemplo, el término “aproximadamente”. Como

se utiliza en este documento, se refiere a un valor medible, tal como una cantidad, una duración temporal y similares, y

pretende abarcar variaciones de ±20%, ±10%, ±5%, ±1% o ±0.1% con respecto al valor especificado, ya que estas

variaciones son apropiadas.

[0156] Como se utiliza en este documento, “sustancialmente’’ significa suficiente para funcionar con el fin previsto. Por

lo tanto, el término “sustancialmente” permite variaciones menores e insignificantes con respecto a un estado, dimensión,

medición, resultado o similar absoluto o perfecto. Como lo esperaría una persona experimentada en la materia, pero que

no afectan de manera apreciable al rendimiento general. Cuando se utiliza con respecto a valores numéricos o parámetros

o características expresados como valores numéricos, “sustancialmente” significa dentro del diez por ciento.
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[0157] Como se utiliza en este documento, "tratar”, "tratamiento” y "tratando” hacen referencia aun enfoque para obtener

resultados beneficiosos o deseados, por ejemplo, resultados clínicos. A los efectos de esta divulgación, los resultados

beneficiosos o deseados pueden incluir la inhibición o supresión del inicio o la progresión de una infección o una

enfermedad; la mejora o la reducción dei desarrolio de los síntomas de una infección o enfermedad; o una combinación

de los mismos.

[0158] Como se utilizan en este documento, "prevenir” y "prevención” se utilizan de manera intercambiable con "profilaxis”

y pueden significar la prevención completa de la infección o la prevención del desarrollo de los síntomas de esa infección,

un retraso en la aparición de una enfermedad o sus síntomas, o una disminución de la gravedad de una infección

desarrollada posteriormente o de sus síntomas.

[0159] Como se utiliza en este documento, “glucano” o “grupo glicosilo” se refiere a un polisacárido, oligosacárido o

monosacárido. Los glucanos pueden ser monómeros o polímeros de residuos de azúcar y pueden ser lineales o

ramificados. Un glucano puede incluir residuos de azúcar natural (por ejemplo, glucosa, N-acetilglucosamina, ácido N-

acetilneuramínico, galactosa, mañosa, fucosa, hexosa, arabinosa, ribosa, xilosa, etc.) y/o azúcares modificados (por

ejemplo. 2’-fluororribosa, 2’-desoxirribosa, fosfomanosa, 6’-sulfo N-acetilglucosamina, etc.).

[0160] Como se utiliza en este documento, “alquilo” se refiere a una cadena de hidrocarburos que puede ser una cadena

lineal o cadena ramificada, saturada o insaturada, que contiene un número indicado de átomos de carbono. Por ejemplo,

Ci.6 indica que el grupo puede tener de 1 a 6 (incluidos los extremos) átomos de carbono. Algunos ejemplos no limitativos

incluyen metilo, etilo, isopropilo, tere-butilo y n-hexilo. Un grupo "heteroalquilo” es un grupo alquilo en el que al menos un

carbono de la cadena ha sido reemplazado por un heteroátomo. En algunas modalidades, el grupo heteroalquilo tiene 1 a

20 átomos de carbono. El término “alcoxi” se refiere a la porción —OR, donde R es alquilo. El término "ariloxi” se refiere a

la porción —OR, donde R es arilo.

[0161] Como se utiliza en este documento, "alquenilo” se refiere a una cadena de hidrocarburos que incluye al menos

un doble enlace, que puede ser una cadena lineal o cadena ramificada, y que contiene un número indicado de átomos de

carbono. Por ejemplo, C2.6 indica que el grupo puede tener 2 a 6 (incluidos los extremos) átomos de carbono. Algunos

ejemplos no limitativos incluyen etenilo y prop-1-en-2-ilo.

[0162] Como se utiliza en este documento, “alquinilo” se refiere a una cadena de hidrocarburos que incluye al menos un

triple enlace, que puede ser una cadena lineal o cadena ramificada, y que contiene un número indicado de átomos de

carbono. Por ejemplo, C2.6 indica que el grupo puede tener 2 a 6 (incluidos los extremos) átomos de carbono. Ejemplos no

limitativos incluyen etinilo y 3,3-dimetilbut-1-in-1-ilo.

[0163] Como se utiliza en este documento, “cicloalquilo” se refiere a un radical hidrocarburo no aromático cíclico, bicíclico,

fusionado o espiránico que tiene 3 a 10 carbonos, tal como 3 a 8 carbonos, tal como 3 a 7 carbonos, en donde el grupo

cicloalquilo puede estar opcionalmente sustituido. Entre los ejemplos de cicloalquilos se incluyen los anillos de cinco, seis

y siete miembros. Un cicloalquilo puede Incluir uno o más elementos de insaturación; un cicloalquilo que incluye un

elemento de insaturación también se denomina en este documento “cicloalquenilo”. Algunos ejemplos incluyen

ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, ciclopentenilo, ciciohexilo, ciciohexenilo, cicioheptilo y ciclooctilo.
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[0164] Como se utiliza en este documento, "heterocicloalquilo” se refiere a un radical no aromático de sistema de anillo

monocíclico de 5 a 8 miembros, bicíclico de 8 a 12 miembros o tricíclico de 11 a 14 miembros fusionados o espiránicos

que tiene 1 a 3 heteroátomos si es monocíclico, 1 a 6 heteroátomos si es bicíclico o 1 a 9 heteroátomos si es tricíclico,

dichos heteroátomos seleccionados de O, N o S (por ejemplo, átomos de carbono y1a3,1a6o1a9 heteroátomos de

N, O o S si es monocíclico, bicíclico o tricíclico, respectivamente), en donde 0,1,2 o 3 átomos de cada anillo pueden ser

sustituidos por un sustituyente. Los heterocicloalquilos también pueden incluir miembros de anillo oxidados, tal como —

N(0)—, —S(0)— y —S(0)2—. Ejemplos de heterocicloalquilos incluyen anillos heterocíclicos de cinco, seis y siete

miembros. Algunos ejemplos son piperazinilo, pirrolidinilo, dioxanilo, morfolinilo, tetrahidrofurano y similares,

[0165] Como se utiliza en este documento, “arilo” o “grupo arilo” se refiere a una porción formada por la remoción de uno

o más átomos de hidrógeno (H) o deuterio (D) de un compuesto aromático. El grupo arilo puede ser un solo anillo

(monocíclico) o tener múltiples anillos (bicíclicos o más) fusionados entre sí o enlazados covalentemente. Un “arilo

carbocíclico” solo tiene átomos de carbono en el(los) anillo(s) aromático(s). Por “heteroarilo” se entiende un sistema de

anillos aromáticos que contiene 5 a 14 átomos de anillo aromático, que puede ser un solo anillo, dos anillos fusionados o

tres anillos fusionados, en donde al menos un átomo de anillo aromático es un heteroátomo seleccionado de, pero sin

estar limitado a, el grupo que consiste en O, S y N. Los heteroarilos también pueden incluir miembros de anillo oxidados,

tal como —N(0)—, —S(0)— y —S(0)2—. Ejemplos incluyen furilo, tienilo, pirrolilo, imidazolilo, oxazolilo, tiazolilo,

isoxazolilo, pirazolilo, isotiazolilo, oxadiazolilo, triazolilo, tiadiazolilo, piridinilo, pirazinilo, pirimidinilo, piridazinilo, triazinilo y

similares. Ejemplos también incluyen carbazolilo, quinolizinilo, quinolinilo, isoquinolinilo, cinolinilo, ftalazinilo, quinazolinilo,

quinoxalinilo, triazinilo, indolilo, isoindolilo, indazolilo, indolizinilo, purinilo, naftiridinilo, pteridinilo, carbazolilo, acridinilo,

fenazinilo, fenotiazinilo, fenoxazinilo, benzoxazolilo, benzotiazolilo, IH-bencimidazolilo, imidazopiridinilo, benzotienilo,

benzofuranilo, isobenzofurano y similares,

[0166] Como se utiliza en este documento, “amina” se refiere aun compuesto que contiene un átomo de nitrógeno básico

con un par solitario. El término “amino" se refiere al grupo funcional o porción —NH2, —NHR o —NR2, donde R es igual o

diferente en cada caso y puede ser un grupo alquilo o un grupo arilo.

[0167] Como se utiliza en este documento, “halógeno” o “halo” se refiere a flúor, bromo, cloro o yodo. En particular, se

refiere en general a flúor o a cloro cuando está fijado a un grupo alquilo y, además, incluye bromo o yodo cuando se

encuentra en un grupo arilo o heteroarilo.

[0168] Como se utiliza en este documento, el término “haloalquilo” se refiere a un alquilo como se define en este

documento, que está sustituido por uno o más grupos halógenos. El haloalquilo puede ser monohaloalquilo, dihaloalquilo,

trihaloalquilo o polihaloalquilo, incluyendo perhaloalquilo. Un monohaloalquilo puede tener un cloro o un fluoro dentro del

grupo alquilo. El cloro y el fluoro a menudo están presentes como sustituyentes en grupos alquilo o cicloalquilo; fluoro,

cloro y bromo a menudo están presentes en grupos arilo o heteroarilo. Los grupos dihaloalquilo y polihaloalquilo pueden

tener dos o más átomos halógenos iguales o una combinación de diferentes grupos halógenos en el alquilo. En general,

el polihalogenoalquilo contiene hasta 12, o 10, u 8, o 6, o 4, o 3 o 2 grupos halógenos. Ejemplos no limitativos de haloalquilo

incluyen fluorometilo, difluorometilo, trifluorometilo, clorometilo, diclorometilo, triclorometilo, 2,2,2-trifluoroetilo ,
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pentafluoroetilo, heptafluoropropilo, difluoroclorometilo, diclorofluorometilo, difluoroetilo, difluoropropilo, dicloroetilo y

dicloropropilo. Un perhaloalquilo se refiere a un alquilo que tiene todos los átomos de hidrógeno reemplazados por átomos

halógenos, por ejemplo, trifluorometilo.

[0169] Como se utiliza en este documento, a menos que se especifique lo contrario, el término “heteroátomo” se refiere

a un átomo de nitrógeno (N), oxígeno (0) o azufre (S).

[0170] EJEMPLO

[0171] Ejemplo 1: Síntesis de compuestos ejemplares de la presente divulgación

[0172] Materiales químicos y métodos

[0173] Para la síntesis química, todos los materiales de inicio y reactivos obtenidos comercialmente se compraron a

Sigma-Aldrich y se utilizaron como se recibieron, salvo que se indique lo contrario. Todas las reacciones se llevaron a

cabo en material de vidrio secado al horno, en atmósfera de nitrógeno y utilizando disolventes secos. Se registraron

espectros de y RMN en un espectrómetro Brucker AV-600 y se referenciaron al disolvente utilizado (CDCba 6 7.24

y 77.23, CD3OD a 6 3.31 y 49.2, y D2O a 6 4.80, y DMSO-de a 6 2.5 y 39.51 para ’H y '^c, respectivamente). Los

desplazamientos químicos (6) se reportan en ppm utilizando la siguiente convención: desplazamiento químico,

muitiplicidad (s = singlete, d = doblete, t = triplete, q = cuarteto, m = multiplete), integración y constantes de acoplamiento

(Jj, con J reportado en Hz. Espectros de masas de alta resolución se registraron en condiciones de espectroscopia de

masas con ionización por electrospray y analizador de tiempo de vuelo (ESl-TOF, Electrospray lonization Time of Fight).

Se utilizó gel de sílice (E, Merck) para la cromatografía flash. El sistema de purificación mediada por inteína con etiqueta

de afinidad de unión a quitina (IMPACT™, Intein Mediated Purification with Affinity Chitinbinding Tag) se adquirió de New

England Bioiabs. La resina de purificación con etiqueta His (His-tag) se adquirió de Roche. La columna HiTrap IMAC (5

mi) se adquirió de GE Healthcare Life Sciences. Se utilizó cromatografía de permeación en gel (GPC, Gel Permeation

Chromatography) equipada con cromatografía líquida Ultímate 3000 asociada a un detector de índice de refracción 101 y

columnas Shodex para analizar los productos poliméricos utilizando tetrahidrofurano (THF) como eluyente a 30°C con un

caudal de 1 mi min'L La calibración se realizó con base en el estándar Shodex de poliestireno lineal estrecho (SM-105).

El peso molecular (Mw, Molecular Weight) y la dispersión de los productos poliméricos se calcularon utilizando el software

DIONEX Chromeleon. Las imágenes de microscopía electrónica de transmisión (TEM, Transmission Eiectron Microscopy)

se obtuvieron mediante un FEI Tecnai G2 F20 S-Twin.

[0174] Los materiales químicos y ios métodos descritos en este documento se aplican a todos los ejemplos descritos en

la presente divulgación.

[0175] Síntesis y Resultados

[0176] Los compuestos ejemplares descritos aquí se sintetizaron de acuerdo con el Esquema 1, Esquema 2 y Esquema

3 de síntesis de más adelante. Los procedimientos de síntesis detallados se describen más adelante.

[0177] Esquema 1
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[0180] Compuestos 1 a 5

[0181] Los compuestos 1-5 se sintetizaron y caracterizaron de acuerdo con un protocolo publicado (ACS Nano 2021,15

309-321).

[0182] Compuesto 8
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[0183] Se preparó bromuro de (11-carbox¡nonil)trifen¡lfosfonio 6 (2.5 g, 10 mmol) mediante reflujo de trifenilfosfina (10

mmol) y ácido 11-bromoundecanoico (10 mmol). Luego se disolvió en 50 mi de tetrahidrofurano (THF) y enfrió a 0°C. Se

añadió bis(trimetilsilil)amida de litio ((LHMDS, lithium bis(trimethylsilyl)amide); 1 M en THF, 20 mmol) a la solución para

producir un lluro naranja. Después de esto, se añadió gota a gota 4-(4-fluorofenoxi)benzaldehído (12 mmol) en 20 mi de

THF a la solución y se agitó durante 4 h a temperatura ambiente. La reacción se detuvo con metanol y se concentró. El

residuo se extrajo con acetato de etilo (EA, Ethyl Acétate) y salmuera y, luego se secó sobre MgS04.Tras la remoción del

disolvente, la mezcla se cromatografió en gel de sílice (EA-Hex =1:2) para obtener el ácido graso insaturado 7. El ácido

graso saturado se preparó mediante hidrogenación catalítica en 50 mi de metanol que contenía un 10% en mol de paladio

al 10% sobre carbón (Pd/C). La mezcla de reacción se agitó bajo H2 a temperatura ambiente durante toda la noche. El

producto hidrogenado se filtró a través de Celite y la solución resultante se concentró y se cromatografió en gel de sílice

(EA-Hex = 1:2) para obtener el producto como un sólido amarillo (66%).

[0184] Compuesto 9
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[0185] Compuesto 9. Al compuesto 8 (1 mmol) en THF (10 mi) se añadió EDC (1.5 mmol), HOBt (1.5 mmol), DMAP (0.1

mmol), trimetilamina (2 mmol) y fitoesfingosina (1.2 mmol) y la solución resultante se agitó bajo nitrógeno a temperatura

ambiente durante 12 h. Luego se removió el disolvente por evaporación, seguido de una extracción con EA/H2O. La capa

orgánica recogida se lavó con NaHCOsjac) saturado, agua y salmuera, y se secó sobre MgS04, El producto bruto se

purificó mediante cromatografía en columna sobre gel de sílice (EA/Hex 1:1) para obtener el compuesto 9 (74%).

[0186] Compuesto 10
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[0187] Se añadió 4-nitrofenilcloroformiato (2 mmol) y trimetilamina (2 mmol) al compuesto 9 (1 mmol) en THF (10 mi), y

la solución resultante se agitó bajo nitrógeno a temperatura ambiente durante 12 h. Luego se removió el disolvente por

evaporación y el compuesto bruto se utilizó directamente para el siguiente paso sin purificación adicional.

[0188] Compuesto 11
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[0189] Se añadió el compuesto 10 (1 mmol) y trimetilamina (2 mmol) al compuesto 5 (1 mmol) en THF (10 mi), y la

solución resultante se agitó bajo nitrógeno a temperatura ambiente durante 2 h. Luego se removió el disolvente por

evaporación, seguido de una extracción con EA/H2O. La capa orgánica recogida se lavó con NaHCOsCac) saturado, agua

y salmuera, y se secó sobre MgS04. El producto bruto se purificó mediante cromatografía en columna sobre gel de sílice

(EA/Hex 1:1+10% MeOH) para obtener el compuesto 11 (59%).

[0190] Compuesto 12
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20 [0191] Se añadió NaOMe (0.2 eq) al compuesto 11 en MeOH y la solución resultante se agitó bajo nitrógeno a

temperatura ambiente durante 2 horas. La mezcla se neutralizó con resina de intercambio iónico (IR-120) y luego se filtró

y se concentró hasta secarse al vacío para obtener el compuesto 12 (cant.).

[0192] Compuesto 13

HO

25
o

NHCb/

[0193] Se añadió NaOMe (0.2 eq) al compuesto 4 en MeOH y la solución resultante se agitó bajo nitrógeno a temperatura

ambiente durante 2 h. La mezcla se neutralizó con IR-120 y luego se filtró y se concentró hasta secarse al vacío para

obtener el compuesto 13 (cant.).

[0194] Compuesto 14

TBDPSO
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35
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[0195] Se añadió NaOMe (0.2 eq) al compuesto 13 (1 mmol) en MeOH y la solución resultante se agitó bajo nitrógeno a

temperatura ambiente durante 2 h. La mezcla se neutralizó con IR-120 y luego se filtró y se concentró hasta secarse al

vacío. Después se disolvió en diclorometano (DCM) anhidro (10 mi) y se trató con imidazol (1.5 mmol) a 0°C, seguido de

la adición de cloruro de tertbutil difenil sililo (TBDPSCI) (1.2 mmol). La mezcla se agitó a temperatura ambiente durante

2.5 h en atmósfera de nitrógeno. La reacción se detuvo con la adición de MeOH. Tras agitar a temperatura ambiente

durante 10 min, se removió el disolvente a presión reducida para obtener un residuo seco que se purificó mediante

cromatografía en columna con MeOH/DCM (1/10) para obtener el compuesto 14 (82%).

[0196] Compuesto 15

5

o Me
Ph

TBDPSO
10 O

HO

O

NHCt

[0197] A una solución del compuesto 14 (1 mmol) y una cantidad catalítica de ácido canforsulfónico (OSA) (0.1 mmol)

en CHaCN (20 mi) se añadió ortobenzoato de trimetilo (3 mmol) a temperatura ambiente bajo presión atmosférica de

nitrógeno. Tras agitar durante 30 minutos, se añadió trietilamina (EtaN) para detener la reacción y la mezcla resultante se

secó a presión reducida. El residuo se purificó mediante cromatografía en columna con EA/Hex (1/2) para obtener el

compuesto 15 (79%).

[0198] Compuesto 16

TBDPSO

®5

20 -• UDZ

BzO

[0199] Se disolvió el compuesto 15 (1 mmol) en DCM (10 mi) y se mezcló secuencialmente con N,N-diisopropiletilamina

(DIPEA) (2 mmol), anhídrido benzoico (2 mmol) y DMAP (0.1 mmol). Después de agitar durante 2 horas, se evaporó el

disolvente a presión reducida para obtener un residuo seco y luego se vertió en EA (20 mi) y HCI2 N (10 mi) con agitación

vigorosa durante 30 minutos. Luego se removió el disolvente por evaporación, seguido de una extracción con EA/H2O. La

capa orgánica recogida se lavó con NaHC03(ac) helado saturado, agua y salmuera, y se secó sobre MgS04,EI residuo

seco se purificó mediante cromatografía en columna con EA/Hex (1/2) para obtener el compuesto 16 (71%).

[0200] Compuesto 17
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35 [0201] Se añadió al compuesto 16 (1 mmol) ácido acético (AcOH) (4 mmol) y 1 M de fluoruro de tetraburilamonio (TBAF)
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(2.4 mmol en THF) a 0°C. La mezcla resultante se calentó gradualmente hasta la temperatura ambiente, se agitó durante

otras 2 h y, luego, se diluyó con EA. La capa orgánica se lavó con NaHC03(ac) saturado, agua y salmuera, se secó con

MgS04 anhidro y se concentró a presión reducida. El residuo seco se purificó mediante cromatografía en columna con

EA/Hex (1/2) para obtener el compuesto 17 (88%).

[0202]

[0203] Compuesto 18

5

10

NHCt

[0204] Se enfrió a 40“C una solución agitada del compuesto 17 (1 mmol) y tamiz molecular 4A (0.1 g) en DCM anhidro

(10 mi) y, luego, se añadió gota a gota trifluoro de boro dietil éterato (BF3(OEt)2)(0.1 mmol) a la solución. Se añadió gota

a gota una solución del compuesto 3 en DCM anhidro a la mezcla anterior y se agitó durante 1 h a 40°C. Después de

esto, la reacción se calentó gradualmente hasta la temperatura ambiente y se agitó durante otra hora. La solución se enfrió

añadiendo trietilamina, luego se realizó una filtración y se añadió NaHC03(ac) saturado y se extrajo con DCM. La capa

orgánica se secó con MgS04y se evaporó hasta secarse. El residuo se purificó mediante cromatografia en columna flash

sobre gel de sílice para obtener un producto trisacárido. Luego el producto se disolvió en MeOH, se añadió NaOMe (0.2

eq) y la solución resultante se agitó a temperatura ambiente durante 2 h. La mezcla se neutralizó con IR-120 y luego se

filtró y se concentró hasta secarse al vacío. La mezcla desacetllada se purificó mediante Bio-Gel P-2 Gei (Biorad) con H2O

como eluyente para obtener un trisacárido puro. El compuesto se liofilizó hasta secarse para obtener el compuesto 18

(39%).

[0205] Compuesto 19
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[0206] Se añadió NaOMe (0.2 eq) al compuesto 13 (1 mmol) en MeOH y la solución resultante se agitó bajo nitrógeno a

temperatura ambiente durante 2 h. La mezcla se neutralizó con IR-120 y luego se filtró y se concentró hasta secarse al

vacío.

[0207] Compuesto 20

35
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[0208] Se añadió el compuesto 10 (1 mmol) y trimetilamina (2 mmol) al compuesto 19 (1 mmol) en THF (10 mi), y la

solución resultante se agitó bajo nitrógeno a temperatura ambiente durante 2 h. Luego se removió el disolvente por

evaporación, seguido de una extracción con EA/H2O. La capa orgánica recogida se lavó con NaHC03(ac) saturado, agua

y salmuera, y se secó sobre MgS04. El producto bruto se purificó mediante cromatografía en columna sobre gel de sílice

(EA/Hex 1:1+10% MeOH) para obtener 20.

[0209] Compuesto 21

10

5
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[0210] Se añadió NaOMe (0.2 eq) al compuesto 20 en MeOH y la solución resultante se agitó bajo nitrógeno a

temperatura ambiente durante 2 horas. La mezcla se neutralizó con IR-120 y luego se filtró y se concentró hasta secarse

al vacío para obtener el compuesto 21 (cant.). El compuesto 21 resultante se examinó utilizando espectro LCMS, que

muestra picos a 1236.13,1245.16,1247.64,1268.77, 1279.86, 1305.99, 1308.13,1311.57, 1313.93, 1343.46,1354.29,

1355.60,1358.33,1379.12,1403.82,1408.57,1425.66,1448.31,1453.30, 1458.39,1467.71,1471.33, y 1491.66 (Figura

25

12).

[0211] Compuesto 22

30
HG

Q OÜO
H
N

O'
N

O'H O.O

O

35
[0212] Se añadió arilmanósida 22s (0.1 mmol) en EtOH/HaO (0.5/0.5 mi) a DSPE-NHS (0.1 mmol) y trimetilamina (2
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mmol), y la solución resultante se agitó a temperatura ambiente durante 12 h. El disolvente se removió por evaporación y

el producto bruto se purificó con Bio-Gel P-2 Gel con H2O como eluyente para obtener el compuesto 22 (79%),

[0213] Compuesto 23

5

o

10 [0214] Se añadió ariltramanósido 23s (0.1 mmol) en Et0H/H20 (0.5/0.5 mi) a DSPE-NHS (0.1 mmol) y trimetilamina (2

mmol), y la solución resultante se agitó a temperatura ambiente durante 12 h. El disolvente se removió por evaporación y

el producto bruto se purificó con gel Bio-Gel P-2 con H2O como eluyente para obtener el compuesto 23 (76%).

[0215] Ejemplo 2: Preparación y caracterización de la LNP de la presente divulgación

[0216] Preparación de LNP

[0217] Se preparó una solución de mezcla lipídica en EtOH (10 mg/ml) con una relación molar del 50% de SM-102,10%

de DSPC, 38.5% de colesterol y 1.5% de DMG-PEG2000. Se preparó una formulación de LNP mezclando el compuesto

de la presente divulgación con la solución de mezcla lipídica (con una relación molar de 45% de SM-102, 9% de DSPC,

34.5% de colesterol, 1.5% de DMG-PEG2000 y 10% de compuesto de la presente divulgación). La formulación de LNP

se añadió a un tubo de 1.5 mi. Luego se añadió al tubo una carga útil de ARNm, diluida con tampón citrato antes de su

uso (10 mM, pH 4), a una concentración final de 0.18 ug/uL. Luego la solución acuosa de ARNm e del tubo se añadió

rápidamente a una solución de etanol y se mezcló bien con un vórtex durante 1 minuto. Luego la solución resultante se

dializó con micro float-A-Lyzer (8-10 Kd) contra una solución salina tamponada con fosfato (PBS, Phosphate Buffered

Saline) a 4°C durante toda la noche para obtener la LNP de este ejemplo. La LNP resultante puede almacenarse a 4°C

durante unos días antes de su uso.

[0218] Caracterización de la LNP

[0219] Medición del tamaño. La LNP preparada anteriormente se examinó utilizando dispersión dinámica de luz (DNP)

para medir su tamaño. En primer lugar, se transfirieron 5 |jl de la solución de LNP a un tubo limpio de 1.5 mi y se diluyeron

con 95 |jl de PBS. Luego se transfirió la mezcla a una cubeta y se midió el tamaño de las partículas de la LNP utilizando

una máquina Nano ZS. La siguiente tabla muestra los tamaños y el índice de polidispersidad (PDI) de las muestras de

LNP preparadas.

[0220] Tabla: medición del tamaño y el PDI

•5

20

25

30

Tamaño (nm)_Media ±Muestra PDLMedia ± DE
DE

Compuesto 24-LNP
Compuesto 25-LNP
Compuesto 12-LNP
Compuesto 22-LNP

138.5 ± 0.7074

161 ±0.3246

177.5 ± 1.79

191.7± 1.617

0.1498 ±0.002694

0.1221 ±0.02095

0.1381 ±0.02234

0.1625 ±0.0294
35
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Compuesto 23-LNP 170.711.353 0.110910.01918

[0221] Potencial zeta y eficiencia de encapsulación. A continuación, se evaluó la eficiencia de encapsulación de la LNP

de la presente divulgación utilizando un ensayo Quant-it Ribogreen. Se preparó un reactivo Quant-it Ribogreen diluido

2000 veces con 1 X TE (Tris-EDTA) (solución de trabajo). Luego se preparó una serie de diluciones estándar de ARN de

0 a 50 ng/mL (100 |jL) para obtener una curva estándar. Se transfirieron 5 fjl de la solución de LNP preparada

anteriormente a un tubo limpio y se diluyó hasta un volumen final de 100 ^il. Luego se añadió la solución de trabajo del

reactivo Quant-it Ribogreen (100 pil) a la muestra de LNP. Luego se detectó la señal de fluorescencia de la muestra

utilizando un lector de microplacas (ex/em 485/535). De acuerdo con la curva estándar, la señal de fluorescencia se utilizó

para calcular la concentración de ARNm no encapsulado en la solución (ng/mL). Para la medición del potencial zeta, se

introdujeron 0.75 mL de DP-intermedio en células capilares y se midió a 25°C utilizando el equipo Malvern Zetasizer Pro.

[0222] Tabla: Potencial zeta y eficiencia de encapsulación

5

10

Eficiencia

encapsulación (%)

de
Muestra Potencial zeta (mV)

«5 Compuesto 24-LNP
Compuesto 25-LNP
Compuesto 12-LNP
Compuesto 22-LNP
Compuesto 23-LNP

0.113 92.15

4.382 86.69

0.932 81.47

-0.5107

0.3875

82.86

90.00

[0223] Ejemplo 3: Absorción in vitro y transfección de ARNm-LNP en células Dendríticas.

[0224] Experimento 3-1

[0225] Preparación de células esplénicas y cultivo de BMDC. En este ejemplo se probó la absorción de varias LNP

ejemplares (como se muestra en la tabla de más adelante) de acuerdo con las modalidades de la presente divulgación en

células dendríticas derivadas de la médula ósea (BMDC, Bone Marrow-Derived Dendritic Cell) y células esplénicas. Para

preparar las células esplénicas, se homogeneizó el bazo de ratón con el extremo esmerilado de un portaobjetos de vidrio

y se trató con tampón de lisis de glóbulos rojos (Sigma) para eliminar los glóbulos rojos (RBC, Red Blood Cell), seguido

de un paso por el filtro celular (BD Biosciences). La médula ósea se aisló de los fémures y tibias de ratones y se trató con

tampón de lisis de RBC (Sigma-Aldrich) para eliminar los RBC. Luego las células se cultivaron en RPMI-1640 que contenía

un 10% de suero fetal bovino (FBS, Fetal Bovine Serum) inactivado por calor (Thermo Fisher Scientific), 1% de

penicilina/estreptomicina (Thermo Fisher Scientific), 50 pM de 2-mercaptoetanol (Thermo Fisher Scientific) y 20 ng/ml de

factor de estimulante de colonias de granulocitos y macrófagos (GM-CSF, Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating

Factor) recombinante de ratón (eBioscience) en una densidad de 2 x 10^ células/ml. Las células se suplementaron con un

volumen igual de medio de cultivo completo (RPMI-1640,100 U/ml de Pen/Strep, 55 pM de 2-mercaptoetanol y 10% de

FBS) el día 3 y se renovaron con la mitad del volumen del medio el día 6. El día 8, se recogieron las células en suspensión.

[0226] Tabla de las LNP ejemplares probados en este experimento.
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L5:
L1:

L2: L3: L4: el compuesto
de la presente
divulgación

Ejemplo Lípido
ionizadle

Fosfatidilcolina Colesterol PEG-lípido

Compuesto 24
10% en mol

1 45% en mol 9 mol 34,5% molar 1.5% en mol
5

Compuesto 25
10% en mol

2 45% en mol 9% en mol 34.5% molar 1.5% en mol

3

Control

Negativo (C.N.)
(sin LNP)

Ningunoninguno ninguno ninguno ninguno

4
10 Control Positivo

(C.P.)

50 mol% 10% en mol 38.5% molar 1.5% en mol ninguno

[0227] Tratamiento de LNP en células esplénicas y BMDC. Las células esplénicas o BMDC se incubaron con diferentes

formulaciones de LNP etiquetadas con FITC en RPMI-1640 a 37°C durante 1 hora. Las células se bloquearon con un

inhibidor de unión al receptor Fe (clon: 93, eBioscience) durante 20 minutos. Los esplenocitos se tiñeron con anticuerpos

contra CD3 (clon: 17A2, conjugado con BV421, Biolegend) y CD19 (clon: 1D3, conjugado con PECy7, BD Biosciences).

Las BMDC se tiñeron con anticuerpos contra CD11c (clon N418 conjugado con APC, Biolegend). Las células etiquetadas

se analizaron utilizando FACSC y un citómetro de flujo (BD Biosciences).

[0228] Citometría de flujo. Tras la incubación con diferentes ARNm-LNP, las células de BMDC se lavaron con tampón

FACS helado (1% de FBS en 1 x DPBS con 0.1% de azida sódica) y se incubaron con anticuerpo purificado anti-CD16/32

de ratón (BioLegend) en tampón FACS en hielo durante 20 minutos, seguido de un lavado con tampón FACS. Las BMDC

se tiñeron con anticuerpo de aloficocianina (APC) anti-CDI 1c de ratón (BioLengend) a 4“C durante 30 minutos y se lavaron

con tampón FACS. Por último, las BMDC se tiñeron con yoduro de propidio (Sigma-Aldrich). La citometría de flujo se

realizó en un citómetro de flujo FACS Canto™ (BD Bioscience).

[0229] Resultados. Los resultados de FACS se muestran en la Figura 1 y en la Figura 2 y en la tabla de más adelante.

La Figura 1 muestra que las BMDC mostraron una absorción especifica de las LNP fabricadas utilizando compuestos de

la presente divulgación en comparación con las no BMDC. Una LNP tradicional (es decir, sin utilizar el compuesto de la

presente divulgación) mostró una absorción ligeramente superior por parte de las BMDC que las no BMDC, pero la

especificidad fue insignificante en comparación con la de las LNP de la presente divulgación (56.1/8.62 o 55.2/6.64 frente

a 0.48/0.12). Similarmente, en la Figura 2, las células dendríticas (DC) mostraron una absorción específica de las LNP de

la presente divulgación al menos 3 veces mayor que la células B (30.6/10.7 y 38.3/11.9) y al menos 6 veces mayor que

las células T (30.6/0.5 y 38.3/0.68). Las DC mostraron una mayor absorción de las LNP tradicionales, pero la inclinación

fue menos significativa que la délas LNP de la presente divulgación.

[0230] Tabla de los resultados de absorción (unidad arbitraria de las señales de FITC)
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presente divulgación No Células
BMDC DC Células T

BMDC B

Ejemplo 1 Compuesto 24 56.1 8.62 30.6 10.7 0.50

Compuesto 25Ejemplo 2 55.2 6.64 38.3 11.9 0.68

Ejemplo 3 Control negativo 0.17 0.18 0.26 0.016 0.022

Ejemplo 4 Control positivo 0.48 0.12 16.9 1.46 0.26
5

[0231] Experimento 3-2

[0232] En este experimento se analizaron LNP ejemplares (como se muestra en la tabla de más adelante) fabricadas

utilizando diferentes formulaciones de acuerdo con las modalidades de la presente divulgación. Se evaiuaron tanto la

absorción como la transfección para determinar si la carga útil administrada por ias LNP de la presente divulgación puede

expresarse adecuadamente en las células objeto de direccionamien to. Se aislaron células dendríticas derivadas de la

médula ósea (BMDC) de tibia y fémures de ratones 57BL/6. Las células de la médula ósea se estimularon durante 8 días

con 20 ng/mL de GM-CSF en medio RPMI (RPMI-1640,100 U/ml de Pen/Strep, 55 uM de 2-mercaptoetanol y 10% de

FBS). Tras 8 días de cultivo, se sembraron 1X10® BMDC (centrifugar a 400 g, 5 minutos y reemplazar el medio por 1 mi

de Opti-MEM) en placas de 6 pocilios, y se diluyeron diferentes muestras de LNP que encapsulaban ARNm en 0.25 mi de

Opti-MEM y se incubaron con BMDC.

[0233] Para el análisis de la absorción, se incubaron LNP etiquetadas con FITC que encapsulaban ARNm que codifica

una proteína Espícuia del SARS COV2 con las BMDC a 37°C durante 2 horas. Para el análisis de la transfección, se

incubaron las LNP que encapsulaban ARNm eGFP con las BMDC a 37°C durante 4 horas. Tras 4 horas de transfección,

se supiementaron las BMDC con 1,.25 mi de medio RPMI completo y se incubaron a 37°C durante 48 horas. Los

experimentos se llevaron a cabo utilizando FACS, similar a lo descrito anteriormente.

[0234] Tabia de las LNP ejemplares probadas en este experimento.

10

«5

20

L5:
L1:

L3: L4: ei compuesto

de ia presente

divuigación

L2;
Ejempio Lípido

ionizadle
PEG-lípidoFosfatidilcolina Colesterol

25 5% en mol
36.5% en mol 1.5% en mol1 47.5% en mol 9.5% en mol

Compuesto 22
10% en mol

1.5% en mol45% en mol 9% en mol 34.5% en mol2
Compuesto 22
20% en mol

1.5% en mol8% en mol 30.5% en mol3 40% en mol
Compuesto 22
5% en mol

1.5% en mol47.5% en mol 9.5% en mol 36.5% en mol4
Compuesto 2330

10 mol
34.5% en mol 1.5% en mol45% en mol 9% en mol5

Compuesto 23
20% en mol

30.5% en mol 1.5% en mol40% en mol 8% en mol6
Compuesto 23

7
38.5% en mol 1.5% en mol50% en mol 10% en mol ninguno

(control)

35
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[0235] Resultados. Los resultados del FACS se muestran en la Figura 3 y la Figura 4 y en la tabla de más adelante. Las

LNP fabricadas utilizando los compuestos de la presente divulgación en diferentes relaciones molares mostraron todas

una mayor absorción que el control negativo (LNP “tradicional’’ sin utilizar el compuesto de la presente divulgación). Los

datos también confirman que las LNP de la presente divulgación no solo pueden administrar la carga útil en las células

objeto de direccionamiento, sino que también pueden transfectar y permitir que las células objeto de direccionamiento

expresen la carga útil. Dada la mayor especificidad hacia las células objeto de direccionamiento, las señales de

transfección detectadas en los grupos que utilizaron las LNP de la presente divulgación también fueron significativam ente

más altas que las detectadas en el grupo tradicional. Este resultado sugiere que el uso de las LNP de la presente

divulgación permite una dosis menor de la carga útil para obtener un resultado similar.

[0236] Tabla que muestra los resultados de la absorción y la transfección (unidad arbitraria de las señales FITC)

5

10

L5: Intensidad de la señal

FITC (U.A.) derivada de
la absorción

Intensidad de la señal

FITC (U.A.) derivada de
la transfección

Experimento
el compuesto de la presente
divulgación

3-2

Ejemplo 1 5% en mol Compuesto 22 12.,0 1.58

«5 Ejemplo 2 10% en mol Compuesto 22 6.11 2.35

Ejemplo 3 20% en mol Compuesto 22 11.0 1.88

Ejemplo 4 5% en mol Compuesto 23 13.4 2.11

Ejemplo 5 10% en mol Compuesto 23 13.6 1.67

Ejemplo 6

Ejemplo 7
(control)

20% en mol Compuesto 23 23.6 2.30

Ninguno (LNP tradicional) 0.38 0.71

20
[0237] Experimento 3-3

[0238] Para evaluar la unión de DC-SIGN a las LNP de la presente divulgación, se recubrieron placas ELISA con LNP

ejemplares en PBS a 4°C durante toda la noche, respectivamente. Las placas se incubaron con DC-SIGN ECD diluido (15

a 0.075 nM en tampón de Ácido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinaetano-sulfónico (HEPES) que contenía 20 mM de HEPES,

150 mM de NaCI, 10 mM de CaCb, 0.1% de albúmina de suero bovino (BSA, Bovine Serum Albumin)) con pH 7.4, 6.0 y

5.0 durante 1 hora a temperatura ambiente. El DC-SIGN ECD unido se detectó utilizando anticuerpo de IgG anti-DC-SIGN

(B2) conjugado con HRP (Santa Cruz Biotechnology). Tras 1 hora de incubación a temperatura ambiente, las placas se

trataron con tetrametilbencidina (TMB) durante 10 minutos. Se midió la densidad óptica a 450 nm tras añadir ácido sulfúrico

0.5 M a las placas utilizando un lector de microplacas. Se calculó el Kd aparente utilizando una curva de regresión no lineal

ajustada para la unión total con GraphPad Prism.

[0239] Ejemplo 4: Administración in vivo de ARNm de luciferasa-LNP

[0240] Este experimento evaluó la administración dirigida de las LNP de la presente divulgación (que se muestran en la

tabla de más adelante) in vivo. Las LNP evaluadas en este experimento transportaban ARNm que codifica luciferasa. Se

inyectó a los ratones por vía intravenosa las LNP (200 pl) y se les mantuvo durante una hora o seis horas antes de la

medición con el sistema de generación de imágenes in vivo (IVIS®). Para la medición con IVIS, primero se anestesió a los

animales utilizando el sistema de anestesia para roedores con isoflurano (2.5% (vol/vol) en un flujo de 02 de 0.2 L/min).
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Luego se inyectó a los animales por vía intravenosa una solución de D-luciferina (disuelta en 1X PBS; 150 mg/kg de peso

corporal). Tres minutos después de la inyección, se escaneó a los animales utilizando el sistema de generación de

imágenes IVIS (datos no mostrados). Tras la generación de las imágenes, se sacrificó a los animales en una cámara de

CO2. Se recogieron los órganos (corazón, pulmones, hígado, bazo, riñones y ganglios linfáticos) de los animales y se

detectó y cuantificó la luminiscencia utilizando el sistema IVIS.

[0241] Tabla de los LNP ejemplares probados en este experimento.

5

L5:
L1:

L2: L3: L4: el compuesto
de la presente

divulgación

Ejemplo Lipido
ionizadle

Fosfatidilcolina Colesterol PEG-lípido

10 10% en mol
1 45% en mol 9 mol 34.5% en mol 1.5% en mol

Compuesto 22
10% en mol

2 45% en mol 9% en mol 34.5% en mol 1.5% en mol
Compuesto 12

7
50 mol 10 mol 38.5% en mol 1.5% en mol ninguno(control)

'5
[0242] Resultados. Los resultados (Figura 5) muestran que tanto el compuesto 22-LNP como el compuesto 12-LNP

tienden a acumularse en el bazo y los ganglios linfáticos. Mientras que el compuesto 12-LNP también se acumuló en el

hígado, el compuesto 22-LNP mostró un alto nivel de especificidad dirigida específicamente al bazo y a los ganglios

linfáticos. Los resultados demuestran las funcionalidades de administración dirigida de las formulaciones de nanopartículas

lipídicas de la presente divulgación, lo que coincide con las observaciones de los experimentos anteriores.

[0243] Adicionalmente, las LNP ejemplares, de acuerdo con la presente divulgación, se preparan para transportar no

solo los ARNm que codifican la luciferasa, sino también un ARNm que codifica proteínas de espícula del SARS-CoV-2 de

tipo amplio o un ARNm que codifica proteínas de espícula del SARS-CoV-2 con un perfil de bajo contenido de azúcar. Se

inyecta a los ratones por vía intravenosa las LNP (200 piL) y se les mantiene durante una hora o seis horas antes de la

medición con el sistema de generación de imágenes in vivo (IVIS®). Para la medición con IVIS, primero se anestesia a los

animales utilizando el sistema de anestesia para roedores con isoflurano (2.5% (vol/vol) en un flujo de O2 de 0.2 L/min).

Luego se inyecta a los animales por vía intravenosa una soiución de D-luciferina (disuelta en IX PBS; 150 mg/kg de peso

corporal). Tres minutos después de la inyección, se escanea a los animales utilizando el sistema de generación de

imágenes IVIS (datos no mostrados). Tras la generación de ias imágenes, se sacrifica a los animales en una cámara de

CO2. Se recogen los órganos (corazón, pulmones, hígado, bazo, riñones y ganglios iinfáticos) de los animales y se detecta

y cuantifica la luminiscencia utilizando ei sistema iVIS.

[0244] Ejemplo 6; Inmunización

[0245] Animales. Se adquirieron ratones Balb/c (8 semanas) del Centro Nacional de Animales de Laboratorio de Taiwán.

Todos los ratones se mantuvieron en un entorno libre de patógenos específicos. Los ratones Balb/c de ocho semanas de

edad fueron inmunizados por vía intramuscular dos veces con intervalos de dos semanas. Cada vacuna contiene PBS

(100 pl). Las muestras de suero recogidas de los ratones inmunizados se sometieron a anáiisis ELiSA 10 días después
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de la última inmunización. El protocolo experimental fue aprobado por el Comité Institucional de Cuidado y Uso de

Animales de la Academia Sínica (No. de aprobación 22-08-1901).

[0246] LNP. Para el ensayo de neutralización, se prepararon LNP para este experimento, de acuerdo con una modalidad

de la presente divulgación. También se prepararon dos LNP de control para comparar el desempeño de las LNP de la

presente divulgación. La primera LNP de control se formó utilizando SM-102 y DSPC (L1+L2) sin utilizar el compuesto de

la presente divulgación. La segunda LNP de control era un producto de Moderna para Espículavax (LNP(M)). Todas las

LNP analizadas transportaban carga de ARNm que codificaba la proteína de espicula del SARC-CoV-2. Para el ensayo

de títulos de IgG, se preparó una LNP de la presente divulgación para transportar ARNm que codificaba la proteína de

espicula del SARC-CoV-2 de tipo salvaje o una ARNm que codificaba la proteína de espicula del SARC-CoV-2 de tipo

salvaje con modificación de bajo contenido en azúcar.

[0247] Inmunizaciones en animales. Se inmunizó por vía intramuscuiar a ratones BALB/c de 6 a 8 semanas de edad (n

= 5) con 15 pg de LNP en soiución salina tamponada con fosfato (PBS). Se inmunizó a los animales en la semana 0 y se

les administró un refuerzo con una segunda vacuna en la semana 2, y se recogieron muestras de suero de cada ratón 2

semanas después de la segunda inmunización.

[0248] Ensayo de neutralización de pseudovirus. El pseudovirus fue construido por el Centro de Investigación de ARN

de Interferencia (RNAi Core Facility) de la Academia Sínica utilizando un procedimiento similar al descrito anteriormente.

En resumen, el lentivirus pseudotipado que portaba la proteína de espicula del SARS-CoV-2 se generó mediante la

transfección transitoria de células HEK-293T con pCMV-AR8.91, pLAS2w.Fluc.Ppuro. Las células HEK-293T se

sembraron un día antes de la transfección y los plásmidos indicados se administraron a las células utilizando el reactivo

de transfección TransITR-LTI (Mirus). El medio de cultivo se renovó a ias 16 horas y se recogió a las 48 y 72 horas

después de la transfección. Los restos celulares se removeron mediante centrifugación a 4000 xg durante 10 minutos, y

el sobrenadante se pasó a través de un filtro de jeringa de 0.45-pim (Pall Corporation). El lentivirus pseudotipado se dividió

en alícuotas y se almacenó a -80°C. Para estimar el título lentiviral mediante el ensayo AlarmaBlue (Thermo Scientific),

se estimó la unidad de transducción (TU, Transduction Unit) del lentivirus pseudotipado SARS-CoV-2 utilizando un ensayo

de viabilidad celular en respuesta a la dilución limitada del lentivirus. En resumen, se sembraron células HEK-293T que

expresaban de forma estable el gen ACE2 humano en una placa de 96 pocilios un dia antes de la transducción del

lentivirus. DPara el titulado del lentivirus pseudotipado, se añadieron diferentes cantidades de ientivirus al medio de cultivo

que contenía polibreno (concentración final de 8 [jg/ml). La infección por centrifugación se llevó a cabo a 1100 xg en una

placa de 96 pocilios durante 30 minutos a 37“C. Tras incubar las células a 37°C durante 16 horas, se removió el medio

de cultivo que contenía ei virus y el polibreno y se reemplazó por DMEM completo fresco que contenía 2.5 pg/ml de

puromicina. Tras tratar con puromicina durante 48 horas, se removió el medio de cultivo y se detectó la viabilidad celular

utilizando reactivos AlamarBIue al 10% de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La tasa de supervivencia de las

células no infectadas (sin tratamiento con puromicina) se estableció en el 100%. El título del virus (unidades de

transducción) se determinó representando gráficamente las células supervivientes frente a la dosis viral diluida. Para el

ensayo de neutralización, se diluyeron en serie sueros o anticuerpos inactivados por calor y se incubaron con 1000 TU de

5

10

•a

20

25

30

35



65

54

lentivirus pseudotipado SARS-CoV-2 en DMEM durante 1 hora a 37°C. Luego la mezcla se inoculó con 10,000 células

HEK-293T que expresaban de forma estable el gen ACE2 humano en una placa de 96 pocilios. El medio de cultivo se

reemplazó por DMEM completo fresco (suplementado con un 10% de FBS y 100 U/ml de penicilina/estreptomicina) 16

horas después de la infección y se cultivó de forma continua durante otras 48 horas. El nivel de expresión del gen de la

luciferasa se determinó utilizando el sistema de ensayo Bright-Glo Luciferase Assay System (Promega). La unidad de luz

relativa (RLU, Relativa Light Unit) se detectó mediante Tecan i-control (Infinite 500). El porcentaje de inhibición se calculó

como la relación entre la reducción de RLU en presencia de suero diluido y el valor de RLU del control sin suero utilizando

la fórmula (RLU^^'^o'- RLU^“®™)/RLU control.

[0249] Medición del título de IgG en suero. Se utilizó ELISA para determinar el título de IgG del suero de ratón. Los

pocilios de una placa ELISA de 96 pocilios (Greiner Bio-One) se recubrieron con 100 ng de proteina de espícula del SARS-

CoV-2 (ACROBIosystems, tipo salvaje, Delta u Omicron, respectivamente) en 100 mM de bicarbonato sódico con pH 8.8

a 4“C durante toda la noche. Los pocilios se bloquearon con 200 pl de leche desnatada al 5% en IX PBS a 37“C durante

1 hora y se lavaron tres veces con 200 pl de PBST (IX PBS, Tween 20 al 0.05%, pH 7.4). Se añadieron muestras de

suero de ratón con dilución en serie doble a los pocilios para incubarlas a 37°C durante 2 horas y se lavaron con 200 pl

de PBST seis veces. Los pocilios se incubaron con 100 pl de anticuerpo secundario anti-ratón conjugado con peroxidasa

de rábano picante (HRP, Horseradish Peroxidase) (1:10000, en PBS) a 37°C durante 1 hora y se lavaron con 200 pl de

PBST seis veces. Se añadieron 100 pl de sustrato de peroxidasa de rábano picante (solución de sustrato 1-Step™ Ultra

TMB-ELISA) (Thermo Scientific™) a los pocilios, seguidos de 100 pl de H2SO4 IM.Tras 30 minutos de incubación, se

midió la absorbancia (DO 450 nm) utilizando SpectraMax M5.

[0250] Resultados. La Figura 9 muestra que todas las LNP probadas que transportaban la carga de ARNm fueron

capaces de administrar y expresar el ARNm in vivo, provocando de esta manera respuestas inmunitarias que resultaron

en la inhibición de la neutralización. No obstante, el efecto inhibidor de las LNP probadas difirió a medida que aumentaba

el factor de dilución. Tanto las LNP L1+L2 como las LNP (M) solo mostraron un efecto inhibidor ligeramente superior a

una dilución de 1:5000 en comparación con el control negativo, pero las LNP de la presente divulgación mantuvieron un

efecto inhibidor de alrededor del 40%. Los datos demuestran que las LNP de la presente divulgación fueron capaces de

provocar respuestas inmunitarias a una concentración mucho menor que otras LNP probadas en este experimento.

[0251 ] La Figura 10 verifica que las LNP de la presente divulgación fueron capaces de inducir IgG específica de antígeno

In vivo. La LNP, que transportaba el ARNm que codificaba la proteína de espícula de tipo amplio, indujo IgG que aún eran

capaces de reconocer las proteínas de espícula de la variante Delta y la variante Ómicron a un buen nivel. Los datos

muestran que la característica de administración dirigida de la LNP puede superar, al menos parcialmente, el escape

inmunológico debido a las variaciones de la proteína de espícula entre las vanantes.

[0252] Además, se observó que las LNP que transportaban ARNm que codificaba la proteína de espícula del SARS-

CoV-2 de tipo salvaje (WT, Wild Type) (LNP WT) y las LNP que transportaban ARNm que codificaba una proteína de

espícula modificada con bajo contenido en azúcar (LNP de bajo contenido en azúcar) indujeron títulos de IgG comparables

contra los virus de tipo salvaje, mientras que las LNP WT tuvieron títulos de IgG inferiores contra las cepas Delta y Ómicron,
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lo que sugiere un escape inmunológico. Por el contrario, la LNP de bajo contenido en azúcar mantiene un alto nivel de

títulos de IgG contra las dos cepas variantes. Los resultados demuestran que la remoción de los escudos de glucanos

mejora la inmunogenicidad de las formulaciones de LNP.

[0253] La Figura 11 muestra los resultados de un experimento adicional. En este experimento, se preparó una LNP de

Moderna utilizando la formulación patentada por Moderna. Adicionalmente, también se preparó una LNP utilizando la

formulación de Moderna y añadiendo un compuesto de la presente divulgación para comprobar si el compuesto de la

divulgación mejora el desempeño de la formulación de Moderna. Se administraron LNP a los animales y se realizaron

ensayos de titulación de IgG y ensayos de neutralización como se ha descrito anteriormente en este ejemplo. Los

resultados demuestran que el compuesto de la presente divulgación aumentó las IgG específicas de la proteína de

espícuía. El suero obtenido de ratones a los que se les administró la LNP del compuesto de la presente divulgación también

exhibió una mejor neutralización. Este experimento confirmó la característica de administración dirigida del compuesto de

la presente divulgación y verificó que puede aplicarse a formulaciones de LNP disponibles comercialmente.

[0254] EJEMPLOS DE MODALIDADES

[0255] Modalidad A1.

farmacéuticamente aceptable; en donde la nanopartícula lipídica comprende una membrana que define un espacio interior,

en donde la membrana está formada por una pluralidad de componentes lipídicos; en donde la pluralidad de componentes

lipídicos comprende un compuesto bifuncional que comprende:
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Una formulación farmacéutica que comprende una nanopartícula lipídica y un excipiente
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en donde Ri comprende un grupo glicosilo sustituido o no sustituido; en donde Xiy X2Son, cada uno independientemente ,

hidrógeno, alquilo C1.30, alquenilo C1.30, alquinilo C1.30, arllo, ariloxi o una versión sustituida de los mismos, o -(CH2)nX4, n

es 0 a 30, y X4 es hidrógeno, arilo, ariloxi, grupo heterocíclico o una versión sustituida de los mismos, siempre que cuando

X4 es un grupo heterocíclico, el grupo heterocíclico comprende 1 a 3 heteroátomos, seleccionados del grupo que consiste

en O, S y N, o una combinación de los mismos; y en donde X3es hidrógeno, alquilo Cu o hidroxilo; en donde la membrana

encapsula una carga útil que codifica una proteína de espícuía del SARS-CoV-2, en donde la proteína de espícuía tiene
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un perfil de glucanos reducido y/o eliminado,

[0256] Modalidad A2. La formulación farmacéutica de la modalidad 1, en donde la proteína de espícula comprende

una sustitución de aminoácidos de asparagina (N) por glutamina (Q) en sequones de glucosilación enlazados a N (N-X-

S/T), en donde X es cualquier residuo de aminoácido excepto prolina, y S/T denota un residuo de serina o treonina.

[0257] Modalidad A3. La formulación farmacéutica de la modalidad Al o la modalidad A2, en donde la proteína de5

espícula comprende una eliminación o adición de aminoácidos en sequones de glucosilación enlazados a N (N-X-S/T)

para eliminar sequones de glucanos enlazados a N,

[0258] Modalidad A4. La formulación farmacéutica de cualquiera de las modalidades A1 a A3, en donde ia proteína

de espícula comprende una sustitución de aminoácidos de S/T por alanina (A) en los sitios de glucosilación enlazados a

10 O para eliminar los sitios de glucosiiación enlazados a 0.

[0259] Modalidad A5. La formulación farmacéutica de cualquiera de ias modalidades Al a A4, en donde la proteína

de espícula comprende una secuencia de aminoácidos establecida en ID de SEC NO: 2,16,18 o 20, o una secuencia de

aminoácidos que tiene al menos aproximadamente un 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 90%, 85% u 80% de identidad con la

secuencia de aminoácidos establecida en ID de SEC NO: 2,16,18 o 20; o la carga útil que codifica la proteína de espícula

es un ARN que comprende una secuencia de nucleótidos establecida en ID de SEC NO: 1,15,17 o 19, respectivamente,

o una secuencia de nucleótidos que tiene al menos aproximadamente un 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 90%, 85% u 80%

de identidad con la secuencia de nucleótidos establecida en ID de SEC NO: 1,15,17 o 19, respectivamente.

[0260] Modalidad A6. La formulación farmacéutica de cualquiera de las modalidades Al a A5, en donde la proteína

de espícula comprende una secuencia de aminoácidos establecida en ID de SEC NO: 4,22,24 o 26, o una secuencia de

aminoácidos que tiene al menos aproximadamente un 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 90%, 85% u 80% de identidad con la

secuencia de aminoácidos de ID de SEC NO: 4, 22, 24 o 26, y en donde la proteína de espícula comprende un dominio

de unión al receptor (RBD) que carece de al menos un sitio de glucosilación; o la carga útil que codifica la proteína de

espícula es un ARN que comprende una secuencia de nucleótidos establecida en ID de SEC NO: 3, 21, 23 o 25,

respectivamente, o una secuencia de nucleótidos que tiene al menos aproximadamente un 99%, 98%, 97%, 96%, 95%,

90%, 85% u 80% de identidad con la secuencia de nucleótidos establecida en ID de SEC NO: 3, 21, 23 o 25,

respectivamente.

[0261] Modalidad A7. La formulación farmacéutica de cualquiera de las modalidades Al a A6, en donde la proteína

de espícula comprende una secuencia de aminoácidos establecida en ID de SEC NO: 6,28,30 o 32, o una secuencia de

aminoácidos que tiene al menos aproximadamente un 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 90%, 85% u 80% de identidad con la

secuencia de aminoácidos de ID de SEC NO: 6,28,30 o 32, y en donde la proteína de espícula comprende una subunidad

S2 que carece de al menos un sitio de glucosilación; o la carga útil que codifica la proteína de espícula es un ARN que

comprende una secuencia de nucleótidos establecida en ID de SEC NO: 5,27,29 o 31, respectivamente, o una secuencia

de nucleótidos que tiene al menos aproximadamente un 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 90%, 85% u 80% de identidad con

«5

20

25

30
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de espícula comprende una secuencia de aminoácidos estabiecida en ID de SEC NO; 8 o 34, o una secuencia de

aminoácidos que tiene al menos aproximadamente un 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 90%, 85% u 80% de identidad con la

secuencia de aminoácidos de ID de SEC NO: 8 o 34, y en donde la proteína de espícula comprende una subunidad S2

que comprende un soio sitio de glucosilación en N1194; o la carga útil que codifica la proteína de espícula es un ARN que

comprende una secuencia de nucieótidos establecida en iD de SEC NO: 7 o 33, respectivamente, o una secuencia de

nucleótidos que tiene ai menos aproximadamente un 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 90%, 85% u 80% de identidad con la

5

secuencia de nucleótidos establecida en ID de SEC NO: 7 o 33, respectivamente.

[0263] Modalidad A9. La formulación farmacéutica de cuaiquiera de las modalidades Al a A8, en donde la proteína

de espícula comprende una secuencia de aminoácidos establecida en ID de SEC NO: 10 o 36, o una secuencia de

10 aminoácidos que tiene al menos aproximadamente un 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 90%, 85% u 80% de identidad con la

secuencia de aminoácidos de ID de SEC NO: 10 o 36, y en donde la proteína de espícula comprende un dominio de unión

al receptor (RBD) que carece de al menos un sitio de glucosilación y una sustitución de aminoácidos de N801Q; o la carga

útil que codifica la proteína de espícula es un ARN que comprende una secuencia de nucleótidos establecida en ID de

SEC NO: 9 o 35, respectivamente, o una secuencia de nucleótidos que tiene al menos aproximadamente un 99%, 98%,

97%, 96%, 95%, 90%, 85% u 80% de identidad con la secuencia de nucleótidos establecida en ID de SEC NO: 9 o 35,

respectivamente.

[0264] Modalidad A10. La formulación farmacéutica de cualquiera de las modalidades Al a A9, en donde la proteína de

espícula comprende una secuencia de aminoácidos establecida en ID de SEC NO: 12 o 38, o una secuencia de

aminoácidos que tiene al menos aproximadamente un 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 90%, 85% u 80% de identidad con la

secuencia de aminoácidos de ID de SEC NO: 12 o 38, y en donde la proteína de espícula comprende un dominio de unión

al receptor (RBD) que carece de al menos un sitio de glucosilación y una sustitución de aminoácidos de N11940; o la

carga útil que codifica la proteína de espícula es un ARN que comprende una secuencia de nucleótidos establecida en ID

de SEC NO: 11 o 37, respectivamente, o una secuencia de nucleótidos que tiene al menos aproximadamente un 99%,

98%, 97%, 96%, 95%, 90%, 85% u 80% de identidad con la secuencia de nucleótidos establecida en ID de SEC NO: 11

o 37, respectivamente.

[0265] Modalidad A11. La formulación farmacéutica de cualquiera de las modalidades Al a A10, en donde la proteína

de espícula comprende una secuencia de aminoácidos establecida en ID de SEC NO: 14 o 40, o una secuencia de

aminoácidos que tiene al menos aproximadamente un 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 90%, 85% u 80% de identidad con la

secuencia de aminoácidos de ID de SEC NO: 14 o 40, y en donde la proteína de espícula comprende un dominio de unión

al receptor (RBD) que carece de al menos un sitio de glucosilación y una sustitución de aminoácidos de N122Q, N165Q,

N234Q o una combinación de los mismos; o la carga útil que codifica la proteína de espícula es un ARN que comprende

una secuencia de nucleótidos establecida en ID de SEC NO: 13 o 39, respectivamente, o una secuencia de nucleótidos

que tiene al menos aproximadamente un 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 90%, 85% u 80% de identidad con la secuencia de

nucleótidos establecida en ID de SEC NO: 13 o 39, respectivamente.

[0266] Modalidad Al2. La formulación farmacéutica de cualquiera de las modalidades Al a Al 1, en donde la carga útil
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codifica un péptido inmunogénico que comprende una secuencia de aminoácidos seleccionada de un grupo que consiste

en; TESIVRFPNITNL (ID de SEC NO: 41), NITNLCPFGEVFNATR (ID de SEO NO: 42), LYNSASFSTFK (ID de SEO NO:

43), LDSKVGGNYN (ID de SEC NO; 44), KSNLKPFERDIST (ID de SEC NO; 45), KPFERDISTEIYQAG (ID de SEC NO:

46), GPKKSTNLVKNKC (ID de SEC NO: 47), NCDWIGIVNNTVY (ID de SEC NO: 48), PELDSFKEELDKYFKNHTS (ID

de SEC NO: 49), VNIQKEIDRLNEVA (ID de SEC NO: 50), NLNESLIDLQ (ID de SEC NO: 51) y LGKYEQYIKWP (ID de

SEC NO: 52) o una secuencia de aminoácidos que tenga al menos aproximadamente un 99%, 98%, 97%, 96%, 95% o

90% de identidad con cualquiera de los ID de SEC NO: 41 a 52.

[0267] Modalidad Al 3. La formulación farmacéutica de cualquiera de las modalidades Al a Al 1, en donde la proteína

de espícula comprende una secuencia de aminoácidos establecida en ID de SEC NO: 53,54,55,56 o 57, o una secuencia

de aminoácidos que tenga al menos aproximadamente un 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 90%, 85% u 80% de identidad con

la secuencia de aminoácidos del ID de SEC NO: 53, 54, 55,56 o 57.

[0268] Modalidad Al4. La formulación farmacéutica de la modalidad Al 3, en donde la carga útil codifica un péptido

inmunogénico que comprende una secuencia de aminoácidos seleccionada de un grupo que consiste en;

SSANNCTFEYVSQ;

TESIVRFPNITNL;

KPFERDISTEIYQAG;

GPKKSTNLVKNKC;

TEVPVAIHADQ;

RVYSTGSNVFQTR;

RRARSVASQS;

DPSKPSKRSF;

FIKQYGDCLGDI;

ENQKLIANQFNS;

GKIQDSLSSTA;

NCDWIGIVNNTVY;

PELDSFKEELDKYFKNHTS;

TSPDVDLGDISGINA;

VNIQKEIDRLNEVA;

NLNESLIDLQ; y
LGKYEQYIKWP;

5

10

ID de SEC NO: 58-

IDdeSEC NO: 59-

IDdeSEC NO: 60-

IDdeSEC NO: 61 -

ID de SEC NO: 62 -

ID de SEC NO: 63 -

ID de SEC NO: 64 -

ID de SEC NO: 65 -

ID de SEC NO:66-

ID de SEC NO: 67 -

ID de SEC NO: 68 -

ID de SEC NO: 69 -

ID de SEC NO: 70 -

ID de SEC NO:71-

ID de SEC NO; 72 -

ID de SEC NO; 73 -

ID de SEC NO: 74 -

5

20

25

o una secuencia de aminoácidos que tenga al menos aproximadamente un 99%, 98%, 97%, 96%, 95% o 90% de identidad

con cualquiera de los ID de SEC NO: 58 a 74.

[0269] Modalidad Al 5. La formulación farmacéutica de cualquiera de las modalidades Al a A14, en donde Ri comprende

una fórmula de R2-Ra-, en donde R2 es el grupo glicosilo sustituido o no sustituido, Ra es un grupo de fijación, y en donde

el grupo de fijación comprende un arilo, un alquilo, una amida, una alquilamida, una versión sustituida de los mismos, una

combinación de los mismos o un enlace envalente.

[0270] Modalidad Al 6. La formulación farmacéutica de la modalidad Al 5, en donde Ra comprende el arilo que tiene de

0 a 3 sustituyentes (por ejemplo, 1 a 3 sustituyentes), en donde el sustituyante es alquilo Ci-e, haluro o haluro de alquilo

C1.6.

[0271] Modalidad A17. La formulación farmacéutica de la modalidad A16, en donde Ra comprende además una porción

30
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de polietilenglicol (PEG) que tiene de 2 a 72 subunidades (OCH2CH2).

[0272] Modalidad A18. La formulación farmacéutica de la modalidad A16 o la modalidad A17, en donde la porción de

PEG es lineal.

[0273] Modalidad A19. La formulación farmacéutica de cualquiera de las modalidades A1 a A18, en donde el grupo

glicosilo comprende manósido, fucósido o una combinación de los mismos.

[0274] Modalidad A20. La formulación farmacéutica de cualquiera de las modalidades A1 a A19, en donde el grupo

glicosilo comprende un manósido terminal, un fucósido terminal o ambos.

[0275] Modalidad A21. La formulación farmacéutica de cualquiera de las modalidades A1 a A20, en donde el grupo

glicosilo comprende un monomanosido, un dimanosido o un trimanosido.

[0276] Modalidad A22. La formulación farmacéutica de la modalidad A21, en donde el trimanosido es un trimanosido

lineal o ramificado.

[0277] Modalidad A23. La formulación farmacéutica de la modalidad A22, en donde el trimanosido ramificado es un a-

1,3-0-1,6-trimanosido.

[0278] Modalidad A24. La formulación farmacéutica de cualquiera de las modalidades Al a A23, en donde Ri es un grupo

glicosilo sustituido.

[0279] Modalidad A25. La formulación farmacéutica de la modalidad A24, en donde el grupo glicosilo comprende 1 a 6

sustituyentes, en donde el sustituyente es alquilo C1.6, alquenilo C1.6, halógeno, haluro de alquilo Ci-e, alcoxi Ci-e, amina,

nitro, alquilamina C1.6, amida, azido, arilo, cicloalquilo, heterocicloalquilo, sulfito o una versión sustituida de los mismos, o

una combinación de los mismos.

[0280] Modalidad A26. La formulación farmacéutica de la modalidad A25, en donde el sustituyente del grupo glicosilo

se selecciona del grupo que consiste en arilo, cicloalquilo de 5 miembros, cicloalquilo de 6 miembros, heterocicloalquilo

de 5 miembros y heterocicloalquilo de 6 miembros, y una versión sustituida de los mismos, que comprende 1 a 6

sustituyentes seleccionados del grupo que consiste en alquilo C1.6, halógeno, haluro de alquilo C1.6, alcoxi C1.6, amina,

nitro, alquilamina Cu, amida, azido, carboxilo, hidroxilo, arilo, cicloalquilo, heterocicloalquilo o una versión sustituida de

los mismos, o una combinación de los mismos.

[0281] Modalidad A27.La formulación farmacéutica de la modalidad A25 o la modalidad A26, en donde el sustituyente

del grupo glicosilo es un arilo sustituido o no sustituido, opcionalmente el sustituyente del grupo glicosilo es un fenilo

sustituido con OH, CH3, NH2, CF3, OCH3, F, Br, Cl, N02,N3 o una combinación de los mismos.

[0282] Modalidad A28.La formulación farmacéutica de la modalidad A25 o la modalidad A26, en donde el

heterocicloalquilo comprende 1 a 3 heteroátomos, seleccionados del grupo que consiste en O, S y N.

[0283] Modalidad A29.La formulación farmacéutica de cualquiera de las modalidades Al a A28, en donde Ri se

selecciona del grupo que consiste en:
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[0284] Modalidad ASO. La formulación farmacéutica de cualquiera de las modalidades Al a A29, en donde el compuesto

es de la Fórmula 1.

[0285] Modalidad A31. La formulación farmacéutica de cualquiera de las modalidades Al a ASO, en donde el compuesto

es de la Fórmula 2.
35
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[0286] Modalidad A32. La formulación farmacéutica de la modalidad A31, en donde el compuesto es de la Fórmula 3;

OO

o

5 Fórmula 3; y

en donde Ri se selecciona del grupo que consiste en:

MO c:h

hC

i10

nnV

«5
HO .CU

•C
HC

Pí

[0287] Modalidad A33.La formulación farmacéutica de cualquiera de las modalidades Al a A32, en donde al menos uno

de Xiy X2 comprende una cadena de hidrocarburos saturados, que comprende al menos 2, 3.4, 5,6, 7, 8, 9,10,11,12,

13 14,15,16,17,18,19,20,22,24,26, 28 o 30 carbonos,

[0288] Modalidad A34. La formulación farmacéutica de cualquiera de las modalidades Al a A33, en donde Xi y X2 son,

cada uno independientemente, hidrógeno, alquilo C4-30, alquenilo C4-30, alquinilo C4.30, arilo, ariloxi o una versión sustituida

de los mismos, o -(CH2)nX4 n es 4 a 30, y X4 es hidrógeno, arilo, ariloxi, grupo heterocíclico o una versión sustituida de

los mismos, siempre que cuando X4 es un grupo heterocíclico, el grupo heterocíclico comprende 1 a 3 heteroátomos,

seleccionados del grupo que consiste en O, S y N, o una combinación de los mismos.

[0289] Modalidad A35. La formulación farmacéutica de la modalidad A34, en donde Xi y X2 son cada uno

independientemente hidrógeno, alquilo C8-30, alquenilo C8.30, alquinilo C8-30, arilo, ariloxi o una versión sustituida de los

mismos, o -(CH2)nX4,n es 8 a 30, y X4 es hidrógeno, arilo, ariloxi, grupo heterocíclico o una versión sustituida de los

mismos, siempre que cuando X4 es un grupo heterocíclico, el grupo heterocíclico comprende 1 a 3 heteroátomos,

seleccionados del grupo que consiste en O, S y N, o una combinación de los mismos.

[0290] Modalidad A36. La formulación farmacéutica de cualquiera de las modalidades Al a A35, siempre que cuando

uno de Xi y X2 es hidrógeno, el otro no es hidrógeno.

[0291] Modalidad A37. La formulación farmacéutica de cualquiera de las modalidades Al a A36, en donde X4es un arilo.
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ariloxi, grupo heterociclico, cicloalquilo, heterocicloalquilo o una combinación de los mismos, y en donde X4 comprende 0

a 6 sustituyentes, seleccionados del grupo que consiste en alquilo Ci^, halógeno, alquilo halógeno Ci-e y alcoxi Ci^.

[0292] Modalidad A38, La formulación farmacéutica de la modalidad A37, en donde el sustituyente es CH3, CF3, F u

OCH3.

[0293] Modalidad A39. La formulación farmacéutica de la modalidad A37 o la modalidad A38, en donde X4 comprende 1

a 3 sustituyentes,

[0294] Modalidad A40. La formulación farmacéutica de cualquiera de las modalidades A37 a A39, en donde X4 es -R3-O-

R4, en donde R3 y R4 son cada uno independientemente arilo, grupo heterociclico, cicloalquilo, heterocicloalquilo, cada

uno de los cuales comprende 0 a 6 sustituyentes seleccionados del grupo que consiste en alquilo Ci-e, halógeno, alquilo

halógeno Ci-e y alcoxi Ci-e.

[0295] Modalidad A41, La formulación farmacéutica de cualquiera de las modalidades A1 a A40, en donde uno de Xi y

X2es alquilo Ci^oy el otro es -(CH2)nX4.

[0296] Modalidad A42. La formulación farmacéutica de cualquiera de las modalidades Al a A41, en donde X4 se

selecciona del grupo que consiste en:
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[0297] Modalidad A43. La formulación farmacéutica de cualquiera de las modalidades Al a A42, en donde el compuesto

se selecciona del grupo que consiste en:
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[0298] Modalidad A44. La formulación farmacéutica de cualquiera de las modalidades A1 a A43, en donde el componente

no es glucolípido C34 ni a-galactosilceramida.

[0299] Modalidad A45. La formulación farmacéutica de cualquiera de las modalidades Al a A44, que comprende un 0.01

a un 95% (p/p) de la nanopartícula lipídica.

[0300] Modalidad A46. La formulación farmacéutica de cualquiera de las modalidades Al a A45, en donde la

nanopartícula lipídica es una primera nanoparticula lipídica, y la composición comprende además una segunda

nanopartícula lipídica,

[0301] Modalidad A47. La formulación farmacéutica de la modalidad A46, en donde la primera nanopartícula lipídica y la

segunda nanopartícula lipídica son diferentes en tamaño, componentes de membrana, carga útil encapsulada en las

mismas o una combinación de los mismos.

[0302] Modalidad A48. La formulación farmacéutica de cualquiera de las modalidades Al a A47, en donde el excipiente

comprende un disolvente, un medio de dispersión, un diluyente, una dispersión, un auxiliar de suspensión, un agente

tensoactivo, un agente isotónico, un agente espesante o emulsionante, un conservador, un polímero, un péptido, una
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proteína, una célula, una hialuronidasa o mezclas de los mismos.

[0303] Modalidad A49. La formulación farmacéutica de cuaiquiera de las modalidades A1 a A48, que comprende además

un adyuvante.

[0304] Modalidad ASO. La formulación farmacéutica de la modalidad A49, en donde el adyuvante comprende C34, Gluco-

C34, 7D\/V8-5, C17, C23, C30, a-galactosilceramida, sal de aluminio, escualeno, MF59 o QS-21. Otros ejemplos de

adyuvantes en algunas vacunas que pueden utilizarse en la composición de la presente divulgación son hidróxido de

aluminio, fosfato de aluminio, alumbre (sulfato de aluminio y potasio), sales mixtas de aluminio, adyuvante completo de

Freund, adyuvante incompleto de Freund, AS03 (GlaxoSmithKIine), MF59 (Seqirus) y CpG 1018 (Dynavax), o una

combinación de los mismos.

[0305] Modalidad ASI. Un método de administración dirigida de carga útil en un sujeto, que comprende administrar al

sujeto una cantidad efectiva de la formulación farmacéutica de cualquiera de las modalidades Al a ASO.

[0306] Modalidad AS2. El método de la modalidad ASI, en donde la formulación farmacéutica se administra en una dosis

inicial seguida de una, dos, tres, cuatro, cinco o más dosis de refuerzo.

[0307] Modalidad AS3. El método de la modalidad ASI o la modalidad AS2, en donde las dosis de refuerzo se administran

aproximadamente un mes, aproximadamente dos meses, aproximadamente tres meses, aproximadamente cuatro meses,

aproximadamente cinco meses o aproximadamente seis meses o más después de la dosis inicial.

[0308] Modalidad AS4. El método de cualquiera de las modalidades A51 a A53, en donde la cantidad efectiva oscila de

aproximadamente 5 pg a 1000 pg.

[0309] Modalidad A55. Un método para prevenir o tratar una enfermedad en un sujeto, que comprende administrar al

sujeto una cantidad efectiva de la formulación farmacéutica de cualquiera de las modalidades Al a ASO.

[0310] Modalidad A56. El método de la modalidad A55, en donde la nanopartícula lipídica se administra en una dosis

inicial seguida de una, dos, tres, cuatro, cinco o más dosis de refuerzo.

[0311] Modalidad A57. El método de la modalidad A55 o la modalidad A56, en donde las dosis de refuerzo se administran

aproximadamente un mes, aproximadamente dos meses, aproximadamente tres meses, aproximadamente cuatro meses,

aproximadamente cinco meses o aproximadamente seis meses o más después de la dosis inicial.

[0312] Modalidad A58. El método de cualquiera de las modalidades A55 a A57, en donde la cantidad efectiva oscila de

aproximadamente 5 pg a 1000 pg.

[0313] Modalidad A59. Un método para reforzar una respuesta inmunitaria adaptativa, que comprende administrar al

sujeto una cantidad efectiva de la formulación farmacéutica de cualquiera de las modalidades Al a ASO.

[0314] Modalidad A60. El método de la modalidad A59, en donde la nanopartícula lipídica se administra en una dosis

inicial seguida de una, dos, tres, cuatro, cinco o más dosis de refuerzo.

[0315] Modalidad A61. El método de la modalidad A59 o la modalidad A60, en donde las dosis de refuerzo se administran

aproximadamente un mes, aproximadamente dos meses, aproximadamente tres meses, aproximadamente cuatro meses,

aproximadamente cinco meses o aproximadamente seis meses o más después de la dosis inicial.

[0316] Modalidad A62. El método de cualquiera de las modalidades A59 a A61, en donde la cantidad efectiva oscila de
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aproximadamente 5 pg a 1000 pg.

[0317] Modalidad B1.

fórmula:

Un compuesto para formar una nanopartícula lipídica, en donde el componente comprende la

O

^X,5
HN

R,—o1

OH
Fórmula 1; o

10
O

A,
O
n

R
I

O Fórmula 2;

«5
en donde

Ri comprende un grupo glicosilo sustituido o no sustituido; en donde Xi y X2 son, cada uno independientemente,

hidrógeno, alquilo C1-30, alquenilo C1.30, alquinilo C1.30, arilo, ariloxi o una versión sustituida de los mismos, o -(CH2)nX4, n

es 0 a 30, y X4 es hidrógeno, arilo, ariloxi, grupo heterocíclico o una versión sustituida de los mismos, siempre que cuando

X4 es un grupo heterocíclico, el grupo heterocíclico comprende 1 a 3 heteroátomos, seleccionados del grupo que consiste

en O, S y N, o una combinación de los mismos; y en donde Xaes hidrógeno, alquilo Ci-eo hidroxilo.

[0318] Modalidad B2. El compuesto de la modalidad B1, en donde Ri comprende una fórmula de R2-RA-, en donde Ra

es un grupo de fijación y R2 es el grupo glicosilo sustituido o no sustituido, y en donde el grupo de fijación comprende un

arilo, un alquilo, una amida, una alquilamida, una versión sustituida de los mismos, una combinación de los mismos o un

enlace covalente,

[0319] Modalidad B3. El compuesto de la modalidad B2, en donde Ra comprende el arilo que tiene 0 a 3 sustituyentes,

en donde el sustituyente es alquilo C1.6, haluro o haluro de alquilo C1-6.

[0320] Modalidad B4. El compuesto de la modalidad B3, en donde Ra comprende además una porción de polietilenglicol

(PEG) que tiene 2 a 72 subunidades (OCH2CH2).

[0321] Modalidad B5. El copolímero de la modalidad B3 o la modalidad B4, en donde la porción de PEG es lineal.

[0322] Modalidad B6. El compuesto de cualquiera de las modalidades B1 a B5, en donde el grupo glicosilo comprende

manósido, fucósido o una combinación de los mismos.

[0323] Modalidad B7. El compuesto de cualquiera de las modalidades B1 a B6, en donde el grupo glicosilo comprende

un manósido terminal, un fucósido terminal o ambos.

[0324] Modalidad B8. El compuesto de cualquiera de las modalidades B1 a B7, en donde el grupo glicosilo comprende
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un monomanosido, un dimanosido o un trimanosido.

[0325] Modalidad B9, El compuesto de la modalidad B8, en donde el trimanosido es un trimanosido lineal o ramificado.

[0326] Modalidad B10. El compuesto de la modalidad B9, en donde el trimanosido ramificado es un a-1,3-a-1,6-

trimanosido.

[0327] Modalidad B11, El compuesto de cualquiera de las modalidades B1 a B10, en donde Ri es un grupo glicosilo

sustituido,

[0328] Modalidad B12. El compuesto de la modalidad B11, en donde el grupo glicosilo comprende 1 a 6 sustituyentes,

en donde el sustituyente es alquilo Ci.6, alquenilo C1.6, halógeno, haluro de alquilo C1.6, alcoxi C1.6, amina, nitro, alquil

amina Ci-e, amida, azido, arilo, cicloalquilo, heterocicloalquil o, sulfito, o una versión sustituida de los mismos, o una

combinación de los mismos.

[0329] Modalidad B13. El compuesto de la modalidad B12, en donde el sustituyente del grupo glicosilo se selecciona del

grupo que consiste en arilo, cicloalquilo de 5 miembros, cicloalquilo de 6 miembros, heterocicloalquilo de 5 miembros y

heterocicloalquilo de 6 miembros, y una versión sustituida de los mismos, que comprende 1 a 6 sustituyentes

seleccionados del grupo que consiste en alquilo C1.6, halógeno, haluro de alquilo C1.6, alcoxi C1.6, amina, nitro, alquilamina

Cu, amida, azido, carboxilo, hidroxilo, arilo, cicloalquilo, heterocicloalquilo o una versión sustituida de los mismos, o una

combinación de los mismos.

[0330] Modalidad B14. El compuesto de la modalidad B12 o la modalidad B13, en donde el sustituyente del grupo

glicosilo es un arilo sustituido o no sustituido, opcionalmente el sustituyente del grupo glicosilo es un fenilo sustituido con

OH, CH3, NH2, CF3, OCH3, F, Br, Cl, N02,N3 o una combinación de los mismos.

[0331] Modalidad B15. El compuesto de la modalidad B12 o la modalidad B13, en donde el heterocicloalquilo

comprende 1 a 3 heteroátomos, seleccionados del grupo que consiste en O, S y N.

[0332] Modalidad B16. El compuesto de cualquiera de las modalidades B1 a B15, en donde Ri se selecciona del grupo

que consiste en:
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[0333] Modalidad B17. El compuesto de cualquiera de las modalidades B1 a B16, en donde el compuesto es de la

Fórmula 1.

[0334] Modalidad B18. El compuesto de cualquiera de las modalidades B1 a B16, en donde el compuesto es de la

Fórmula 2.

[0335] Modalidad B19. El compuesto de la modalidad B18, en donde el compuesto es de la Fórmula 3:
35
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en donde Ri se selecciona del grupo que consiste en:
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[0336] Modalidad B20. El compuesto de cualquiera de las modalidades B1 a B19, en donde al menos uno de Xi y X2

comprende una cadena de hidrocarburos saturados, que comprende al menos 2, 3.4, 5,6,7,8,9,10,11,12,13 14,15,

16,17,18,19, 20,22,24, 26,28 o 30 carbonos.

[0337] Modalidad B21. El compuesto de cualquiera de las modalidades B1 a B20, en donde Xi y X2 son, cada

independientemente, hidrógeno, alquilo C4-30, alquenilo C4-30, alquinilo C4.30, arilo, ariloxi o una versión sustituida de los

mismos, o -(CH2)nX4, n es 4 a 30, y X4 es hidrógeno, arilo, ariloxi, grupo heterocíclico o una versión sustituida de los

mismos, siempre que cuando X4 es un grupo heterocíclico, el grupo heterocíclico comprende 1 a 3 heteroátomos,

seleccionados del grupo que consiste en O, S y N, o una combinación de ios mismos.

[0338] Modalidad B22. El compuesto de la modalidad B21, en donde Xi y X2 son cada uno independientemente

hidrógeno, alquilo Cs-so, alquenilo Cs-so, alquinilo Ce-so, arilo, ariloxi o una versión sustituida de los mismos, o -(CH2)nX4, n

es 8 a 30, y X4 es hidrógeno, arilo, ariloxi, grupo heterocíclico o una versión sustituida de los mismos, siempre que cuando

X4es un grupo heterocíclico, el grupo heterocíclico comprende 1 a 3 heteroátomos, seleccionados del grupo que consiste

en O, S y N, o una combinación de los mismos.

[0339] Modalidad B23. El compuesto de cualquiera de las modalidades B1 a B22, siempre que cuando uno de Xi y X2

es hidrógeno, el otro no es hidrógeno.

[0340] Modalidad B24. El compuesto de cualquiera de las modalidades B1 a B23, en donde X4es un arilo, ariloxi, grupo
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heterocídico, ddoalquilo, heteroddoalquilo o una combinación de los mismos, y en donde X4 comprende 0 a 6

sustituyentes, seleccionados del grupo que consiste en alquilo Ci^, halógeno, alquilo halógeno Cu y alcoxi Cu.

[0341] Modalidad B25. El compuesto de la modalidad B24, en donde el sustituyente es CH3, CF3, F u OCH3.

[0342] Modalidad B26. El compuesto de la modalidad B24 o la modalidad B25, en donde X4 comprende 1 a 3

sustituyentes.

[0343] Modalidad B27. El compuesto de cualquiera de las modalidades B24 a B26, en donde X4 es -R3-O-R4, en donde

R3 y R4 son cada uno independientemente arilo, grupo heterocídico, ddoalquilo, heteroddoalquilo, cada uno de los cuales

comprende 0 a 6 sustituyentes seleccionados del grupo que consiste en alquilo Cu, halógeno, alquilo halógeno C1.6 y

alcoxi Ci-e.

[0344] Modalidad B28. El compuesto de cualquiera de las modalidades B1 a B27, en donde uno de Xiy X2es alquilo C15.

30 y el otro es -(CH2n)X4.

[0345] Modalidad B29. El compuesto de cualquiera de las modalidades B1 a B28, en donde X4se selecciona del grupo

que consiste en:
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[0346] Modalidad B30. El compuesto de cualquiera de las modalidades B1 a B29, seleccionado del grupo que consiste

en:
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[0347] Modalidad B31. El componente de cualquiera de las modalidades B1 a B30, en donde el componente no es

glucolípido C34 ni a-galactosllceramida.

[0348] Modalidad B32. Una formulación para formar una nanopartícula lipídica, que comprende el compuesto de

cualquiera de las modalidades B1 a B31, en donde el compuesto comprende 1 al 10% en mol de la composición,

[0349] Modalidad B33. La formulación de la modalidad B32 comprende además un lípido ionizadle, un lípido auxiliar o

una mezcla de los mismos, en donde el lipido ionizadle comprende 30 al 60% en mol de la composición, el lípido auxiliar

comprende 5 a 60% en mol de la composición y el porcentaje restante es un transportador o un disolvente.

[0350] Modalidad B34. La formulación de la modalidad B33, en donde el lípido ionizadle comprende heptadecan-9-ll 8-

[2-hidroxletll-(6-oxo-6-undecoxihexil)amino]octanoato (SM-102™), (4-hldroxidutil)azanedlil)dls(hexano-6,1-dlil)dis(2-

hexildecanoato) (ALC-0315™, Pfizer), o una comdinación de los mismos.

[0351] Modalidad B35. La formulación de la modalidad B33 o la modalidad B34, en donde el lípido auxiliar comprende

una fosfatidilcolina, un colesterol o un derivado del mismo, un polletllenglicol-lípido (PEG-lípIdo), o una mezcla de los

mismos, en donde la fosfatidilcolina comprende 5 al 10% en mol de la composición, el colesterol o un derivado del mismo
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comprende 30 al 40% en mol de la composición, y el polietilengllcol-lípido (PEG-lípido) comprende 1 al 10% en mol de la

composición.

[0352] Modalidad B36. La formulación de la modalidad B35, en donde la fosfatidilcolina comprende

distearoilfosfatidilcolina (DSPC), dioleoilfosfatidiletanolamina (DPOE) o una mezcla de los mismos.

[0353] Modalidad B37. La formulación de la modalidad B35 o la modalidad B36, en donde el colesterol o un derivado del

mismo es un colesterol, campesterol, beta-sitosterol, brassicasterol, ergosterol, deshidroergosterol, estigmasterol,

fucosterol, HCI de DC-colesterol, OH-chol, HAPC-chol, MHAPC-chol, DMHAPC-chol, DMPAC-chol, cloroformiato de

colesterilo, GL67, miristato de colesterilo, oleato de colesterilo, nervonato de colesterilo, LC10, hemisuccinato de

colesterilo, ácido (33,5P)-3-hidroxicolano-24-oico, colesterol alquino, colesterol 27-alquino, Alquino de E-colesterol, sal

trifluoroacetato (Dios-Arg, 2H-Cho-Arg o Cho-Arg), o una mezcla de los mismos.

[0354] Modalidad B38. La formulación de cualquiera de las modalidades B35 a B37, en donde el PEG-lípido es DMG-

PEG, DSG-PEG, mPEG-DPPE, DOPE-PEG, mPEG-DMPE, mPEG-DOPE, DSPE-PEG-amina, DSPE-PEG, mPEG-

DSPE, PEG PE, ácido m-PEG-pentacosadinoico, bromoacetamido-PEG, amina-PEG, azida-PEG o una mezcla de los

mismos.

[0355] Modalidad B39. La formulación de cualquiera de las modalidades B33 a B38, que comprende además una carga
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útil.

[0356] Modalidad B40. La formulación de la modalidad B39, en donde la carga útil es un ácido nucleico, un compuesto,

un polipéptido, una proteína, un glucano o una combinación de los mismos.

[0357] Modalidad B41. La formulación de la modalidad B40, en donde el ácido nucleico es ARN o ADN.

[0358] Modalidad B42. La formulación de la modalidad B41, en donde la carga útil codifica un polipéptido.

[0359] Modalidad B43. La formulación de cualquiera de las modalidades B39 a B42, en donde la carga útil es

inmunogénica, o la carga útil es un ácido nucleico configurado para codificar un polipéptido o proteína inmunogénica.

[0360] Modalidad B44. La formulación de cualquiera de las modalidades B39 a B43, en donde la carga útil es una primera

carga útil, y la composición encapsula además una segunda carga útil, en donde la segunda carga útil es un ácido nucleico,

un compuesto, un polipéptido, una proteína, un glucano o una combinación de los mismos.

[0361] Modalidad B45. La formulación de la modalidad B44, en donde la primera carga útil y la segunda carga útil son

diferentes.

[0362] Modalidad B46. La formulación de cualquiera de las modalidades B32 a B45, que comprende además un

excipiente farmacéuticamente aceptable, un adyuvante o una combinación de los mismos.

[0363] Modalidad B47. Una nanopartícula lipídica, que comprende una membrana que define un espacio interior, en

donde la membrana está formada por una pluralidad de componentes lipidíeos que comprenden el compuesto de

cualquiera de las modalidades B1 a B31.

[0364] Modalidad B48. La nanopartícula lipídica de la modalidad B47, en donde la pluralidad de componentes lipidíeos

comprende además un lípido ionizadle, un lípido auxiliar o una combinación de ios mismos.

[0365] Modalidad B49. La nanopartícula lipídica de la modalidad B47 o la modalidad B48, en donde la membrana se
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forma mediante la interacción hidrofóbica entre la pluralidad de componentes lipidíeos.

[0366] Modalidad B50. La nanopartícula lipídica de la modalidad B49, en donde el lípido ionizadle comprende

heptadecan-9-il 8-[2-hidroxletil-(6-oxo-6-undecoxihexil)amino]octanoato (SM-102™), (4-hldroxlbutll)azanedill)bis(hexano-

6,1-diil)bis(2-hexildecanoato) (ALC-0315™, Pfizer), o una combinación de los mismos.

[0367] Modalidad B51. La nanopartícula lipídica de la modalidad B49 o la modalidad B50, en donde el lípido auxiliar

comprende una fosfatidilcolina, un colesterol o un derivado del mismo, un polietilenglicol-lípido (PEG-lípido) o una mezcla

de los mismos.

[0368] Modalidad B52. La nanopartícula lipídica de la modalidad B51, en donde la fosfatidilcolina comprende

distearoilfosfatidilcolina (DSPC), dioleoilfosfatidiletanolamina (DPOE) o una mezcla de los mismos.

[0369] Modalidad B53. La nanopartícula lipídica de la modalidad B51 o de la modalidad B52, en donde el colesterol o un

derivado del mismo es un colesterol, campesterol, beta-sitostero l, brassicasterol, ergosterol, deshidroergosterol,

estigmasterol, fucosterol, HCI de DC-colesterol, OH-chol, HAPC-chol, MHAPC-chol, DMHAPC-chol, DMPAC-chol,

cloroformiato de colesterilo, GL67, miristato de colesterilo, oleato de colesterilo, nervonato de colesterilo, LC10,

hemisuccinato de colesterilo, ácido (3(3,5P)-3-hidroxicolano-24-oico, colesterol alquino, colesterol 27-alquino, Alquino de

E-colesterol, sal trifluoroacetato (Dios-Arg, 2H-Cho-Arg o Cho-Arg), o una mezcla de los mismos.

[0370] Modalidad B54. La nanopartícula lipídica de cualquiera de las modalidades B51 a B53, en donde el PEG-lípido

es DMG-PEG, DSG-PEG, mPEG-DPPE, DOPE-PEG, mPEG-DMPE, mPEG-DOPE, DSPE-PEG-amina, DSPE-PEG,

mPEG-DSPE, PEG PE, ácido m-PEG-pentacosadinoico, bromoacetamido-PEG, amina-PEG, azida-PEG o una mezcla de

los mismos.

[0371] Modalidad B55. La nanopartícula lipídica de cualquiera de las modalidades B47 a B54, en donde la membrana

encapsula una carga útil.

[0372] Modalidad B56. La nanopartícula lipídica de la modalidad B55, en donde la carga útil es un ácido nucleico, un

compuesto, un polipéptido, una proteína, un glucano o una combinación de los mismos.

[0373] Modalidad B57. La nanopartícula lipídica de la modalidad B56, en donde el ácido nucleico es ARN o ADN.

[0374] Modalidad B58. La nanopartícula lipídica de la modalidad B57, en donde la carga útil codifica un polipéptido.

[0375] Modalidad B59. La nanopartícula lipídica de cualquiera de las modalidades B55 a B58, en donde la carga útil es

inmunogénica, o la carga útil es un ácido nucleico configurado para codificar un polipéptido o proteína inmunogénica.

[0376] Modalidad B60. La nanopartícula lipídica de cualquiera de las modalidades B55 a B59, en donde la carga útil es

una primera carga útil, y la membrana encapsula además una segunda carga útil.

[0377] Modalidad B61. La nanopartícula lipídica de la modalidad B60, en donde la segunda carga útil es un ácido

nucleico, un compuesto, un polipéptido, una proteína, un glucano o una combinación de los mismos.

[0378] Modalidad B62. La nanopartícula lipídica de la modalidad B60 o la modalidad B61, en donde la primera carga útil

y la segunda carga útil son diferentes.

[0379] Modalidad B63. La nanopartícula lipídica de cualquiera de las modalidades B47 a B62, fabricada a partir de la

composición de cualquiera de las modalidades B29 a B43.
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[0380] Modalidad B64. La nanopartícula lipídica de cualquiera de las modalidades B47 a B63, en donde la membrana es

una estructura bicapa.

[0381] Modalidad B65. La nanoparticula lipídica de cualquiera de las modalidades B47 a B64, que tiene un diámetro de

0.01 a 5 micrómetros.

[0382] Modaiidad B66. La nanoparticula lipídica de cuaiquiera de las modalidades B47 a B65, en donde la pluralidad de

los componentes lipidíeos no comprende glucolípido C34 ni a-galactosilceramida (a-GalCer),

[0383] Modalidad B67. Una formulación que comprende la nanopartícula lipídica de cualquiera de las modalidades B47

aB66.

[0384] Modalidad B68. La formulación de la modalidad B67, que comprende 0.01 al 95% (p/p) de la nanopartícula lipídica.

[0385] Modalidades 69. La formulación de la modalidad 67 o la modalidad 68, en donde la nanopartícula lipídica es una

primera nanopartícula lipídica, y la composición comprende además una segunda nanopartícula lipídica.

[0386] Modalidad B70. La formulación de la modalidad B69, en donde la primera nanoparticula lipídica y la segunda

nanopartícula lipídica son diferentes en tamaño, componentes de membrana, carga útil encapsulada en el interior de las

mismas o una combinación de las mismos.

[0387] Modalidad B71. La formulación de cualquiera de las modalidades B67 a B70, que comprende además un

excipiente, un adyuvante o una combinación de los mismos.

[0388] Modalidad B72. La formulación de la modalidad B71, en donde el excipiente comprende un disolvente, un medio

de dispersión, un diluyente, un dispersante, un auxiliar de suspensión, un agente tensoactivo, un agente isotónico, un

agente espesante o emulsionante, un conservador, un polímero, un péptido, una proteína, una célula, una hialuronidasa

o mezclas de los mismos.

[0389] Modalidad B73. La formulación de la modalidad B71 o la modalidad B72, en donde el adyuvante comprende C34,

GIUCO-C34,7DW8-5, C17, C23, C30, a-galactosilceramida, sal de aluminio, escualeno, MF59 o QS-21. Otros ejemplos de

adyuvantes en algunas vacunas que pueden utilizarse en la composición de la presente divulgación son hidróxido de

aluminio, fosfato de aluminio, alumbre (sulfato de potasio y aluminio), sales mixtas de aluminio, adyuvante completo de

Freund, adyuvante incompleto de Freund, AS03 (GlaxoSmithKIine), MF59 (Seqirus) y CpG 1018 (Dynavax), o una

combinación de los mismos.

[0390] Modalidad B74. Un kit para preparar una nanopartícula lipídica, que comprende: un primer reactivo, que

comprende el compuesto de cualquiera de las modalidades B1 a B31; y un segundo reactivo, que comprende un lípido

ionizadle, un lípido auxiliar o una mezcla de los mismos.

[0391] Modalidad B75. El kit de la modalidad B74, en donde el segundo reactivo comprende el lípido ionizadle.

[0392] Modalidad B76. El kit de la modalidad B75, en donde el kit comprende además un tercer reactivo que comprende

un lípido auxiiiar.

[0393] Modalidad B77. El kit de cualquiera de las modalidades B74 a B76, en donde el lípido ionizable comprende

heptadecan-9-il 8-[2-hidroxietil-(6-oxo-6-undecoxihexíl)amino]octanoato (SM-102™), (4-hidroxibutil)azanediil)bis(hexano-

6,1-diií)bis(2-hexildecanoato) (ALC-0315™, Pfizer), o una combinación de los mismos.
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[0394] Modalidad B78. El kit de cualquiera de las modalidades B74 a B77, en donde el lípido auxiliar comprende una

fosfatidilcolina, un colesterol o un derivado del mismo, un polietilenglicol-lípido (PEG-lípido) o una mezcla de los mismos.

[0395] Modalidad B79. El kit de la modalidad B78, en donde la fosfatidilcolina comprende distearoilfosfatidilcolina

(DSPC), dioleoilfosfatidiletanolamina (DPOE) o una mezcla de las mismas.

[0396] Modalidad B80. El kit de la modalidad B78 o de la modalidad B79, en donde el colesterol o un derivado del mismo

es un colesterol, campesterol, beta-sitosterol, brassicasterol, ergosterol, deshidroergosterol, estigmasterol, fucosterol, HCI

de DC-colesterol, OH-chol, HAPC-chol, MHAPC-chol, DMHAPC-chol, DMPAC-chol, cloroformiato de colesterilo, GL67,

miristato de colesterilo, oleato de colesterilo, nervonato de colesterilo, LC10, hemisuccinato de colesterilo, ácido (3p,5P)-

3-hidroxicolano-24-óico, colesterol alquino, colesterol 27-alquino, Alquino de E-colesterol, sal trifluoroacetato (Dios-Arg,

2H-Cho-Arg o Cho-Arg), o una mezcla de los mismos.

[0397] Modalidad B81. El kit de cualquiera de las modalidades B78 a B80, en donde el PEG-lípido es DMG-PEG, DSG-

PEG, mPEG-DPPE, DOPE-PEG, mPEG-DMPE, mPEG-DOPE, DSPE-PEG-amina, DSPE-PEG, mPEG-DSPE, PEG PE,

ácido m-PEG-pentacosadinoico, bromoacetamido-PEG, amina-PEG, azida-PEG o una mezcla de los mismos.

[0398] Modalidad B82. El kit de cualquiera de las modalidades B74 a B81, que comprende además un cuarto reactivo,

que comprende una carga útil, en donde la carga útil es un ácido nucleico, un compuesto, un polipéptido, una proteína, un

glucano o una combinación de los mismos.

[0399] Modalidad B83. El kit de la modalidad B82, en donde el ácido nucleico es ARN o ADN.

[0400] Modalidad B84. El kit de la modalidad B83, en donde la carga útil codifica un polipéptido.

[0401] Modalidad B85. El kit de cualquiera de las modalidades B82 a B84, en donde la carga útil es inmunogénica, o la

carga útil es un ácido nucleico configurado para codificar un polipéptido o proteína inmunogénica.

[0402] Modalidad B86. Un método de administración dirigida de carga útil en un sujeto, que comprende administrar al

sujeto una cantidad efectiva de la nanopartícula lipídica de cualquiera de las modalidades 47 a 54, en donde la carga útil

es un ácido nucleico, un compuesto, un polipéptido, una proteína, un glucano o una combinación de los mismos, y la carga

útil está encapsulada por la nanopartícula lipídica.

[0403] Modalidad B87. El método de la modalidad B86, en donde el ácido nucleico es ARN o ADN.

[0404] Modalidad B88. El método de la modalidad B87, en donde la carga útil codifica un polipéptido.

[0405] Modalidad B89. El método de cualquiera de las modalidades B86 a B88, en donde la carga útil es inmunogénica,

o la carga útil es un ácido nucleico configurado para codificar un polipéptido o proteína inmunogénica.

[0406] Modalidad B90. El método de cualquiera de las modalidades B86 a B89, en donde la carga útil es una primera

carga útil, y la membrana encapsula además una segunda carga útil, en donde la segunda carga útil es un ácido nucleico,

un compuesto, un polipéptido, una proteína, un glucano o una combinación de los mismos.

[0407] Modalidad B91. El método de la modalidad B90, en donde la primera carga útil y la segunda carga útil
diferentes.

[0408] Modalidad B92. El método de cualquiera de las modalidades B86 a B91, en donde la nanopartícula lipídica

administra junto con un excipiente, un adyuvante o una combinación de ambos.
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[0409] Modalidad B93. El método de la modalidad B92, en donde el excipiente comprende un disolvente, un medio de

dispersión, un diluyente, un dispersante, un auxiliar de suspensión, un agente tensioactivo, un agente isotónico, un agente

espesante o emulsionante, un conservador, un polímero, un péptido, una proteína, una célula, una hialuronidasa o mezclas

de los mismos.

[0410] Modalidad B94. El método de la modalidad B92 o la modalidad B93, en donde el adyuvante comprende C34,

GIUCO-C34,7DW8-5, C17, C23, C30, a-galactosilceramida, sal de aluminio, escualeno, MF59 o QS-21. Otros ejemplos de

adyuvantes en algunas vacunas que pueden utilizarse en la composición de la presente divulgación son hidróxido de

aluminio, fosfato de aluminio, alumbre (sulfato de aluminio y potasio), sales mixtas de aluminio, adyuvante completo de

Freund, adyuvante incompleto de Freund, AS03 (GlaxoSmithKIine), MF59 (Seqirus) y CpG 1018 (Dynavax), o una

combinación de los mismos.

[0411] Modalidad B95. Un método para prevenir o tratar una enfermedad en un sujeto, que comprende administrar al

sujeto una cantidad efectiva de la nanopartícula lipidica de cualquiera de las modalidades B47 a B54, en donde la carga

útil es un ácido nucleico, un compuesto, un polipéptido, una proteina, un glucano o una combinación de los mismos, y la

carga útil está encapsulada dentro de la nanopartícula lipidica; y en donde la carga útil es un agente terapéutico o deriva

un agente terapéutico.

[0412] Modalidad B96. El método de la modalidad B95, en donde el ácido nucleico es ARN o ADN.

[0413] Modalidad B97. El método de la modalidad B96, en donde la carga útil codifica un polipéptido.

[0414] Modalidad B98. El método de cualquiera de las modalidades B95 a B97, en donde la carga útil es inmunogénica,

o la carga útil es un ácido nucleico configurado para codificar un polipéptido o proteína inmunogénica.

[0415] Modalidad B99. El método de cualquiera de las modalidades B95 a B98, en donde la carga útil es una primera

carga útil, y la membrana encapsula además una segunda carga útil, en donde la segunda carga útil es un ácido nucleico,

un compuesto, un polipéptido, una proteina, un glucano o una combinación de los mismos.

[0416] Modalidad B100. El método de la modalidad B99, en donde la primera carga útil y la segunda carga útil son

diferentes.

[0417] Modalidad B101. El método de cualquiera de las modalidades B95 a B100, en donde la nanopartícula lipidica se

administra junto con un excipiente, un adyuvante o una combinación de ambos.

[0418] Modalidad B102. El método de la modalidad B101, en donde el excipiente comprende un disolvente, un medio de

dispersión, un diluyente, una dispersión, un auxiliar de suspensión, un agente tensoactivo, un agente isotónico, un agente

espesante o emulsionante, un conservador, un polímero, un péptido, una proteína, una célula, una hialuronidasa o mezclas

de los mismos.

[0419] Modalidad B103. El método de la modalidad B101 o la modalidad B102, en donde el adyuvante comprende C34,

GIUCO-C34,7DW8-5, C17, C23, C30, a-galactosilceramida, sal de aluminio, escualeno, MF59 o QS-21. Otros ejemplos de

adyuvantes en algunas vacunas que pueden utilizarse en la composición de la presente divulgación son hidróxido de

aluminio, fosfato de aluminio, alumbre (sulfato de potasio y aluminio), sales mixtas de aluminio, adyuvante completo de

Freund, adyuvante incompleto de Freund, AS03 (GlaxoSmithKIine), MF59 (Seqirus) y CpG 1018 (Dynavax),
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combinación de los mismos.

[0420] Modalidad B104, El método de cualquiera de las modalidades B95 a B103, en donde la nanoparticula lipidica se

administra en una dosis inicial y seguida de una, dos, tres, cuatro, cinco o más dosis de refuerzo.

[0421] Modalidad BIOS. El método de la modalidad B104, en donde las dosis de refuerzo se administran

aproximadamente un mes, aproximadamente dos meses, aproximadamente tres meses, aproximadamente cuatro meses,

aproximadamente cinco meses o aproximadamente seis meses o más después de la dosis inicial.

[0422] Modalidad B106. El método de cualquiera de las modalidades B95 a BIOS, en donde la cantidad efectiva oscila

de aproximadamente 5 pg a 1000 pg.

[0423] Modalidad B107. Un método para reforzar una respuesta inmunitaria adaptativa, que comprende administrar a la

persona una cantidad efectiva de la nanoparticula lipidica de cualquiera de las modalidades B47 a B54, en donde la carga

útil es un ácido nucleico, un compuesto, un polipéptido, una proteína, un glucano o una combinación de los mismos, y la

carga útil está encapsulada dentro de la nanoparticula lipidica; y en donde la carga útil es inmunogénica o deriva una

biomolécula inmunogénica.

[0424] Modalidad B108. El método de la modalidad B107, en donde el ácido nucleico es ARN o ADN.

[0425] Modalidad B109. El método de la modalidad B108, en donde la carga útil codifica un polipéptido.

[0426] Modalidad B110. El método de cualquiera de las modalidades B107 a B109, en donde la carga útil es una primera

carga útii, y la membrana encapsula además una segunda carga útil, en donde la segunda carga útil es un ácido nucleico,

un compuesto, un poiipéptido, una proteína, un glucano o una combinación de los mismos.

[0427] Modalidad Bill. El método de la modalidad B110, en donde la primera carga útil y la segunda carga útil son

diferentes.

[0428] Modaiidad B112. El método de cualquiera de las modalidades B107 a Bill, en donde ia nanopartícuia iipídica se

administra junto con un excipiente, un adyuvante o una combinación de ios mismos.

[0429] Modaiidad B113. Ei método de la modalidad B112, en donde ei excipiente comprende un disolvente, un medio de

dispersión, un diluyente, una dispersión, un auxiliar de suspensión, un agente tensoactivo, un agente isotónico, un agente

espesante o emulsionante, un conservador, un polímero, un péptido, una proteína, una céiuia, una hialuronidasa o mezclas

de los mismos.

[0430] Modalidad B114. El método de la modalidad B112 o la modalidad B113, en donde el adyuvante comprende C34,

GIUCO-C34,7DW8-5, C17, C23, C30, a-galactosilceramida, sal de aluminio, escuaieno, MF59 o QS-21. Otros ejemplos de

adyuvantes en algunas vacunas que pueden utilizarse en la composición de ia presente divuigación son hidróxido de

aluminio, fosfato de aiuminio, alumbre (sulfato de aluminio y potasio), saies mixtas de aluminio, adyuvante completo de

Freund, adyuvante incompleto de Freund, AS03 (GlaxoSmithKIine), MF59 (Seqirus) y CpG 1018 (Dynavax), o una

combinación de los mismos.

[0431] Modalidad B115. El método de cualquiera de las modalidades B107 a B114, en donde la nanoparticula lipidica se

administra en una dosis inicial seguida de una, dos, tres, cuatro, cinco o más dosis de refuerzo.

[0432] Modaiidad B116. Ei método de la modalidad B115, en donde ias dosis de refuerzo se administran
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aproximadamente un mes, aproximadamente dos meses, aproximadamente tres meses, aproximadamente cuatro meses,

aproximadamente cinco meses o aproximadamente seis meses o más después de la dosis inicial.

[0433] Modalidad B117, El método de cualquiera de las modalidades B107 a B116, en donde la cantidad efectiva oscila

de aproximadamente 5 pg a 1000 pg.

[0434] SECUENCIAS5

ID de SEC NO: 1

Secuencia de ácido

nucleico de WT S (cepa
Wuhan) (desde el
extremo 5’ al extremo 3’)

atgttcgtcttcctggtcctgctgcctctggtctcctcacagtgcgtcaatctgacaactcggactcag

ctgccacctgcttatactaatagcttcaccagaggcgtgtactatcctgacaaggtgtttagaagctcc

gtgctgcactctacacaggatctgtttctgccattctttagcaacgtgacctggttccacgccatccac

gtgagcggcaccaatggcacaaagcggttcgacaatcccgtgctgccttttaacgatggcgtgtact

tcgcctctaccgagaagagcaacatcatcagaggctggatctttggcaccacactggactccaaga

cacagtctctgctgatcgtgaacaatgccaccaacgtggtcatcaaggtgtgcgagttccagttttgt

aatgatcccttcctgggcgtgtactatcacaagaacaataagagctggatggagtccgagtttagag

tgtattctagcgccaacaactgcacatttgagtacgtgagccagcctttcctgatggacctggaggg

caagcagggcaatttcaagaacctgagggagttcgtgtttaagaatatcgacggctacttcaaaatct

actctaagcacacccccatcaacctggtgcgcgacctgcctcagggcttcagcgccctggagcc c

ctggtggatctgcctatcggcatcaacatcacccggtttcagacactgctggccctgcacagaa gct

acctgacacccggcgactcctctagcggatggaccgccggcgctgccgcctactatgtgggctac

ctccagccccggaccttcctgctgaagtacaacgagaatggcaccatcacagacgcagtggatt g

cgccctggaccccctgagcgagacaaagtgtacactgaagtcctttaccgtggagaagggcatcta

tcagacatccaatttcagggtgcagccaaccgagtctatcgtgcgctttcctaatatcacaaac ctgt

gcccatttggcgaggtgttcaacgcaacccgcttcgccagcgtgtacgcctggaataggaagcg g

atcagcaactgcgtggccgactatagcgtgctgtacaactccgcctctttcagcacctttaagtgctat

ggcgtgtcccccacaaagctgaatgacctgtgctttaccaacgtctacgccgattctttcgtgatcag

gggcgacgaggtgcgccagatcgcccccggccagacaggcaagatcgcagactacaattataa

gctgccagacgatttcaccggctgcgtgatcgcctggaacagcaacaatctggattccaaagtggg

cggcaactacaattatctgtaccggctgtttagaaagagcaatctgaagcccttcgagagggac atc

tctacagaaatctaccaggccggcagcaccccttgcaatggcgtggagggctttaactgttatttccc

actccagtcctacggcttccagcccacaaacggcgtgggctatcagccttaccgcgtggtggtgct

gagctttgagctgctgcacgccccagcaacagtgtgcggccccaagaagtccaccaatctggtga

agaacaagtgcgtgaacttcaacttcaacggcctgaccggcacaggcgtgctgaccgagtccaac

aagaagttcctgccatttcagcagttcggcagggacatcgcagataccacagacgccgtgcgcga

cccacagaccctggagatcctggacatcacaccctgctctttcggcggcgtgagcgtgatcacacc

cggcaccaatacaagcaaccaggtggccgtgctgtatcaggacgtgaattgtaccgaggtgccc g

tggctatccacgccgatcagctgaccccaacatggcgggtgtacagcaccggctccaacgtctt cc

agacaagagccggatgcctgatcggagcagagcacgtgaacaattcctatgagtgcgacatccca

atcggcgccggcatctgtgcctcttaccagacccagacaaactctcccagaagagcccggagcgt

ggcctcccagtctatcatcgcctataccatgtccctgggcgccgagaacagcgtggcctactctaac

aatagcatcgccatcccaaccaacttcacaatctctgtgaccacagagatcctgcccgtgtccatga

ccaagacatctgtggactgcacaatgtatatctgtggcgattctaccgagtgcagcaacctgctgctc

cagtacggcagcttttgtacccagctgaatagagccctgacaggcatcgccgtggagcaggataa

gaacacacaggaggtgttcgcccaggtgaagcaaatctacaagaccccccctatcaaggactttg

gcggcttcaatttttcccagatcctgcctgatccatccaagccttctaagcggagctttatcgaggacc

tgctgttcaacaaggtgaccctggccgatgccggcttcatcaagcagtatggcgattgcctgggcg

acatcgcagccagggacctgatctgcgcccagaagtttaatggcctgaccgtgctgccacccctgc

tgacagatgagatgatcgcacagtacacaagcgccctgctggccggcaccatcacatccggatgg

accttcggcgcaggagccgccctccagatcccctttgccatgcagatggcctataggttcaacg gc

atcggcgtgacccagaatgtgctgtacgagaaccagaagctgatcgccaatcagtttaactccgcc

atcggcaagatccaggacagcctgtcctctacagccagcgccctgggcaagctccaggatgtgg t

gaatcagaacgcccaggccctgaataccctggtgaagcagctgagcagcaacttcggcgccatc t

ctagcgtgctgaatgacatcctgagccggctggacaaggtggaggcagaggtgcagatcgaccg
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gctgatcaccggccggctccagagcctccagacctatgtgacacagcagctgatcagggccgcc

gagatcagggccagcgccaatctggcagcaaccaagatgtccgagtgcgtgctgggccagtcta

agagagtggacttttgtggcaagggctatcacctgatgtccttccctcagtctgccccacacgg cgt

ggtgtttctgcacgtgacctacgtgcccgcccaggagaagaacttcaccacagcccctgccatc tg

ccacgatggcaaggcccactttccaagggagggcgtgttcgtgtccaacggcacccactggttt gt

gacacagcgcaatttctacgagccccagatcatcaccacagacaacaccttcgtgagcggcaac t

gtgacgtggtcatcggcatcgtgaacaataccgtgtatgatccactccagcccgagctggacagctt

taaggaggagctggataagtatttcaagaatcacacctcccctgacgtggatctgggcgacatc ag

cggcatcaatgcctccgtggtgaacatccagaaggagatcgaccgcctgaacgaggtggctaag a

atctgaacgagagcctgatcgacctccaggagctgggcaagtatgagcagtacatcaagtggccc

tggtacatctggctgggcttcatcgccggcctgatcgccatcgtgatggtgaccatcatgctgtgctg

tatgacatcctgctgttcttgcctgaagggctgctgtagctgtggctcctgctgtaagtttgacgagga

tgactctgaacctgtgctgaagggcgtgaagctgcattacacctaa

MFVFLVLLPLVSSQCVNLTTRTQLPPAYTNSFTRGVYYPDKVF

RSSVLHSTQDLFLPFFSNVTWFHAIHVSGTNGTKRFDNPVLPFN

DGVYFASTEKSNIIRGWIFGTTLDSKTQSLLIVNNATNVVIKVC

EFQFCNDPFLGVYYHKNNKSWMESEFRVYSSANNCTFEYVSQ

PFLMDLEGKQGNFKNLREFVFKNIDGYFKIYSKHTPINLVRDLP

QGFSALEPLVDLPIGINITRFQTLLALHRSYLTPGDSSSGWTAG

AAAYYVGYLQPRTFLLKYNENGTITDAVDCALDPLSETKCTL

KSFTVEKGIYQTSNFRVQPTESIVRFPNITNLCPFGEVFNATRFA
SVYAWNRKRISNCVADYSVLYNSASFSTFKCYGVSPTKLNDL

CFTNVYADSFVIRGDEVRQIAPGQTGKIADYNYKLPDDFTGCV

lAWNSNNLDSKVGGNYNYLYRLFRKSNLKPFERDISTEIYQAG

STPCNGVEGFNCYFPLQSYGFQPTNGVGYQPYRVVVLSFELLH
APATVCGPKKSTNLVKNKCVNFNFNGLTGTGVLTESNKKFLP

FQQFGRDIADTTDAVRDPQTLEILDITPCSFGGVSVITPGTNTSN

QVAVLYQDVNCTEVPVAIHADQLTPTWRVYSTGSNVFQTRAG

CLIGAEHVNNSYECDIPIGAGICASYQTQTNSPRRARSVASQSII
AYTMSLGAENSVAYSNNSIAIPTNFTISVTTEILPVSMTKTSVD

CTMYICGDSTECSNLLLQYGSFCTQLNRALTGIAVEQDKNTQE

VFAQVKQIYKTPPIKDFGGFNFSQILPDPSKPSKRSFIEDLLFNK

VTLADAGFIKQYGDCLGDIAARDLICAQKFNGLTVLPPLLTDE

MIAQYTSALLAGTITSGWTFGAGAALQIPFAMQMAYRFNGIG

VTQNVLYENQKLIANQFNSAIGKIQDSLSSTASALGKLQDVVN

QNAQALNTLVKQLSSNFGAISSVLNDILSRLDPPEAEVQIDRLIT

GRLQSLQTYVTQQLIRAAEIRASANLAATKMSECVLGQSKRV

DFCGKGYHLMSFPQSAPHGVVFLHVTYVPAQEKNFTTAPAIC

HDGKAHFPREGVFVSNGTHWFVTQRNFYEPQIITTDNTFVSGN

CDVVIGIVNNTVYDPLQPELDSFKEELDKYFKNHTSPDVDLGD

ISGINASWNIQKEIDRLNEVAKNLNESLIDLQELGKYEQYIKW
PWYIWLGFIAGLIAIVMVTIMLCCMTSCCSCLKGCCSCGSCCK

FDEDDSEPVLKGVKLHYT

5

ID de SEC NO: 2

Secuencia proteica de WT
S (cepa Wuhan) (desde el
extremo N-terminal hasta

el extremo C-terminal);
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ID de SEC NO; 3

Secuencia de ácido

nucleico de S-(deg-RBD)
para la cepa de Wuhan

(desde el extremo 5’ al
extremo 3’)

atgttcgtcttcctggtcctgctgcctctggtctcctcacagtgcgtcaatctgacaactcggactcag

ctgccacctgcttatactaatagcttcaccagaggcgtgtactatcctgacaaggtgtttagaagctcc

gtgctgcactctacacaggatctgtttctgccattctttagcaacgtgacctggttccacgcca tccac

gtgagcggcaccaatggcacaaagcggttcgacaatcccgtgctgccttttaacgatggcgtgt act

tcgcctctaccgagaagagcaacatcatcagaggctggatctttggcaccacactggactccaaga

cacagtctctgctgatcgtgaacaatgccaccaacgtggtcatcaaggtgtgcgagttccagttttgt

aatgatcccttcctgggcgtgtactatcacaagaacaataagagctggatggagtccgagtttagag

tgtattctagcgccaacaactgcacatttgagtacgtgagccagcctttcctgatggacctggaggg

caagcagggcaatttcaagaacctgagggagttcgtgtttaagaatatcgacggctacttcaaaatct
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actctaagcacacccccatcaacctggtgcgcgacctgcctcagggcttcagcgccctggagccc

ctggtggatctgcctatcggcatcaacatcacccggtttcagacactgctggccctgcacagaagct

acctgacacccggcgactcctctagcggatggaccgccggcgctgccgcctactatgtgggctac

ctccagccccggaccttcctgctgaagtacaacgagaatggcaccatcacagacgcagtggattg

cgccctggaccccctgagcgagacaaagtgtacactgaagtcctttaccgtggagaagggcatcta

tcagacatccaatttcagggtgcagccaigccj
gtgcccatttggcgaggtgttc gcaacccgcttcgccagcgtgtacgcctggaataggaagc

ggatcagcaactgcgtggccgactatagcgtgctgtacaactccgcctctttcagcacctttaagtgc

tatggcgtgtcccccacaaagctgaatgacctgtgctttaccaacgtctacgccgattctttcgtgatc

aggggcgacgaggtgcgccagatcgcccccggccagacaggcaagatcgcagactacaattat

aagctgccagacgatttcaccggctgcgtgatcgcctggaacagcaacaatctggattccaaagtg

ggcggcaactacaattatctgtaccggctgtttagaaagagcaatctgaagcccttcgagagggac

atctctacagaaatctaccaggccggcagcaccccttgcaatggcgtggagggctttaactgttattt

cccactccagtcctacggcttccagcccacaaacggcgtgggctatcagccttaccgcgtggtggt

gctgagctttgagctgctgcacgccccagcaacagtgtgcggccccaagaagtccaccaatctggt

gaagaacaagtgcgtgaacttcaacttcaacggcctgaccggcacaggcgtgctgaccgagtcc a

acaagaagttcctgccatttcagcagttcggcagggacatcgcagataccacagacgccgtgcg c

gacccacagaccctggagatcctggacatcacaccctgctctttcggcggcgtgagcgtgatcaca

cccggcaccaatacaagcaaccaggtggccgtgctgtatcaggacgtgaattgtaccgaggtgc c

cgtggctatccacgccgatcagctgaccccaacatggcgggtgtacagcaccggctccaacgtc tt

ccagacaagagccggatgcctgatcggagcagagcacgtgaacaattcctatgagtgcgacatcc

caatcggcgccggcatctgtgcctcttaccagacccagacaaactctcccagaagagcccggagc

gtggcctcccagtctatcatcgcctataccatgtccctgggcgccgagaacagcgtggcctactcta

acaatagcatcgccatcccaaccaacttcacaatctctgtgaccacagagatcctgcccgtgtccat

gaccaagacatctgtggactgcacaatgtatatctgtggcgattctaccgagtgcagcaacctgctg

ctccagtacggcagcttttgtacccagctgaatagagccctgacaggcatcgccgtggagcaggat

aagaacacacaggaggtgttcgcccaggtgaagcaaatctacaagaccccccctatcaaggact tt

ggcggcttcaatttttcccagatcctgcctgatccatccaagccttctaagcggagctttatcg aggac

ctgctgttcaacaaggtgaccctggccgatgccggcttcatcaagcagtatggcgattgcctgggc

gacatcgcagccagggacctgatctgcgcccagaagtttaatggcctgaccgtgctgccacccc tg

ctgacagatgagatgatcgcacagtacacaagcgccctgctggccggcaccatcacatccggatg

gaccttcggcgcaggagccgccctccagatcccctttgccatgcagatggcctataggttcaacgg

catcggcgtgacccagaatgtgctgtacgagaaccagaagctgatcgccaatcagtttaactcc gc

catcggcaagatccaggacagcctgtcctctacagccagcgccctgggcaagctccaggatgtgg

tgaatcagaacgcccaggccctgaataccctggtgaagcagctgagcagcaacttcggcgccatc

tctagcgtgctgaatgacatcctgagccggctggacaaggtggaggcagaggtgcagatcgacc

ggctgatcaccggccggctccagagcctccagacctatgtgacacagcagctgatcagggccgc

cgagatcagggccagcgccaatctggcagcaaccaagatgtccgagtgcgtgctgggccagtct

aagagagtggacttttgtggcaagggctatcacctgatgtccttccctcagtctgccccacacggcg

tggtgtttctgcacgtgacctacgtgcccgcccaggagaagaacttcaccacagcccctgccatctg

ccacgatggcaaggcccactttccaagggagggcgtgttcgtgtccaacggcacccactggtttgt

gacacagcgcaatttctacgagccccagatcatcaccacagacaacaccttcgtgagcggcaac t

gtgacgtggtcatcggcatcgtgaacaataccgtgtatgatccactccagcccgagctggacagctt

taaggaggagctggataagtatttcaagaatcacacctcccctgacgtggatctgggcgacatcag

cggcatcaatgcctccgtggtgaacatccagaaggagatcgaccgcctgaacgaggtggctaaga

atctgaacgagagcctgatcgacctccaggagctgggcaagtatgagcagtacatcaagtggcc c

tggtacatctggctgggcttcatcgccggcctgatcgccatcgtgatggtgaccatcatgctgtgctg

tatgacatcctgctgttcttgcctgaagggctgctgtagctgtggctcctgctgtaagtttgacgagga
tgactctgaacctgtgctgaagggcgtgaagctgcattacacctaa

MFVFLVLLPLVSSQCVNLTTRTQLPPAYTNSFTRGVYYPDKVF
RSSVLHSTQDLFLPFFSNVTWFHAIHVSGTNGTKRFDNPVLPFN
DGVYFASTEKSNIIRGWIFGTTLDSKTQSLLIVNNATNVVIKVC

;cg|atcgtgcgctttcct|gaa|atcacaaacct
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Wuhan (desde el extremo
N-terminal hasta el

extremo C-terminal)

EFQFCNDPFLGVYYHKNNKSWMESEFRVYSSANNCTFEYVSQ
PFLMDLEGKQGNFKNLREFVFKNIDGYFKIYSKHTPINLVRDLP

QGFSALEPLVDLPIGINITRFQTLLALHRSYLTPGDSSSGWTAG

AAAYYVGYLQPRTFLLKYNENGTITDAVDCALDPLSETKCTL

KSFTVEKGIYQTSNFRVQP0E@IVRFP^TNLCPFGEVF^TRF
ASVYAWNRKRISNCVADYSVLYNSASFSTFKCYGVSPTKLND

LCFTNVYADSFVIRGDEVRQIAPGQTGKIADYNYKLPDDFTGC

VIAWNSNNLDSKVGGNYNYLYRLFRKSNLKPFERDISTEIYQA
GSTPCNGVEGFNCYFPLQSYGFQPTNGVGYQPYRVWLSFELL
HAPATVCGPKKSTNLVKNKCVNFNFNGLTGTGVLTESNKKFL

PFQQFGRDIADTTDAVRDPQTLEILDITPCSFGGVSVITPGTNTS

NQVAVLYQDVNCTEVPVAIHADQLTPTWRVYSTGSNVFQTRA
GCLIGAEHVNNSYECDIPIGAGICASYQTQTNSPRRARSVASQS
IIAYTMSLGAENSVAYSNNSIAIPTNFTISVTTEILPVSMTKTSV

DCTMYICGDSTECSNLLLQYGSFCTQLNRALTGIAVEQDKNTQ
EVFAOVKQIYKTPPIKDFGGFNFSQILPDPSKPSKRSFIEDLLFN

KVTLADAGFIKQYGDCLGDIAARDLICAQKFNGLTVLPPLLTD

EMIAQYTSALLAGTITSGWTFGAGAALQIPFAMQMAYRFNGIG
VTQNVLYENQKLIANQFNSAIGKIQDSLSSTASALGKLQDWN
QNAQALNTLVKQLSSNFGAISSVLNDILSRLDPPEAEVQIDRLIT
GRLQSLOTYVTOOLIRAAEIRASANLAATKMSECVLGQSKRV
DFCGKGYHLMSFPQSAPHGVVFLHVTYVPAQEKNFTTAPAIC
HDGKAHFPREGVFVSNGTHWFVTQRNFYEPQIITTDNTFVSGN
CDVVIGIVNNTVYDPLOPELDSFKEELDKYFKNHTSPDVDLGD

ISGINASVVNIQKEIDRLNEVAKNLNESLIDLQELGKYEQYIKW
PWYIWLGFIAGLIAIVMVTIMLCCMTSCCSCLKGCCSCGSCCK

FDEDDSEPVLKGVKLHYT

5

10

#5

ID de SEC NO: 5

Secuencia de ácido

nucleico de S-(deg-S2)
para la cepa de Wuhan

(desde el extremo 5’ al
extremo 3’)

atgttcgtcttcctggtcctgctgcctctggtctcctcacagtgcgtcaatctgacaactcggactcag

ctgccacctgcttatactaatagcttcaccagaggcgtgtactatcctgacaaggtgtttagaagctcc

gtgctgcactctacacaggatctgtttctgccattctttagcaacgtgacctggttccacgccatccac

gtgagcggcaccaatggcacaaagcggttcgacaatcccgtgctgccttttaacgatggcgtgt act

tcgcctctaccgagaagagcaacatcatcagaggctggatctttggcaccacactggactccaaga

cacagtctctgctgatcgtgaacaatgccaccaacgtggtcatcaaggtgtgcgagttccagttttgt

aatgatcccttcctgggcgtgtactatcacaagaacaataagagctggatggagtccgagtttagag

tgtattctagcgccaacaactgcacatttgagtacgtgagccagcctttcctgatggacctggaggg

caagcagggcaatttcaagaacctgagggagttcgtgtttaagaatatcgacggctacttcaaaatct

actctaagcacacccccatcaacctggtgcgcgacctgcctcagggcttcagcgccctggagccc

ctggtggatctgcctatcggcatcaacatcacccggtttcagacactgctggccctgcacagaagct

acctgacacccggcgactcctctagcggatggaccgccggcgctgccgcctactatgtgggctac

ctccagccccggaccttcctgctgaagtacaacgagaatggcaccatcacagacgcagtggatt g

cgccctggaccccctgagcgagacaaagtgtacactgaagtcctttaccgtggagaagggcatcta

tcagacatccaatttcagggtgcagccaaccgagtctatcgtgcgctttcctaatatcacaaac ctgt

gcccatttggcgaggtgttcaacgcaacccgcttcgccagcgtgtacgcctggaataggaagcgg

atcagcaactgcgtggccgactatagcgtgctgtacaactccgcctctttcagcacctttaagtgctat

ggcgtgtcccccacaaagctgaatgacctgtgctttaccaacgtctacgccgattctttcgtgatcag
gggcgacgaggtgcgccagatcgcccccggccagacaggcaagatcgcagactacaattataa

gctgccagacgatttcaccggctgcgtgatcgcctggaacagcaacaatctggattccaaagtggg

cggcaactacaattatctgtaccggctgtttagaaagagcaatctgaagcccttcgagagggacatc

tctacagaaatctaccaggccggcagcaccccttgcaatggcgtggagggctttaactgttatttccc

actccagtcctacggcttccagcccacaaacggcgtgggctatcagccttaccgcgtggtggtg ct

gagctttgagctgctgcacgccccagcaacagtgtgcggccccaagaagtccaccaatctggtga

agaacaagtgcgtgaacttcaacttcaacggcctgaccggcacaggcgtgctgaccgagtccaac
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aagaagttcctgccatttcagcagttcggcagggacatcgcagataccacagacgccgtgcgcga

cccacagaccctggagatcctggacatcacaccctgctctttcggcggcgtgagcgtgatcacacc

cggcaccaatacaagcaaccaggtggccgtgctgtatcaggacgtgaattgtaccgaggtgcccg
tggctatccacgccgatcagctgaccccaacatggcgggtgtacagcaccggctccaacgtcttcc

agacaagagccggatgcctgatcggagcagagcacgtgaacaattcctatgagtgcgacatccc a

atcggcgccggcatctgtgcctcttaccagacccagacaaactctcccagaagagcccggag^t
ggcctcccagtctatcatcgcctataccatgtccctgggcgccgagaacagcgtggcctactct^
yaatagcatcgccatcccaacc|c^tcacaatctctgtgaccacagagatcctgcccgtgtccatg
accaagacatctgtggactgcacaatgtatatctgtggcgattctaccgagtgcagcaacctgctgct
ccagtacggcagcttttgtacccagctgaatagagccctgacaggcatcgccgtggagcaggata

agaacacacaggaggtgttcgcccaggtgaagcaaatctacaagaccccccctatcaaggactt tg

gcggcttqcaalttttcccagatcctgcctgatccatccaagccttctaagcggagctttatcgaggac
ctgctgttcaacaaggtgaccctggccgatgccggcttcatcaagcagtatggcgattgcctgg gc
gacatcgcagccagggacctgatctgcgcccagaagtttaatggcctgaccgtgctgccacccc tg
ctgacagatgagatgatcgcacagtacacaagcgccctgctggccggcaccatcacatccggatg
gaccttcggcgcaggagccgccctccagatcccctttgccatgcagatggcctataggttcaacgg
catcggcgtgacccagaatgtgctgtacgagaaccagaagctgatcgccaatcagtttaactcc gc

catcggcaagatccaggacagcctgtcctctacagccagcgccctgggcaagctccaggatgtgg
tgaatcagaacgcccaggccctgaataccctggtgaagcagctgagcagcaacttcggcgccat c

tctagcgtgctgaatgacatcctgagccggctggacaaggtggaggcagaggtgcagatcgacc
ggctgatcaccggccggctccagagcctccagacctatgtgacacagcagctgatcagggccgc
cgagatcagggccagcgccaatctggcagcaaccaagatgtccgagtgcgtgctgggccagtct
aagagagtggacttttgtggcaagggctatcacctgatgtccttccctcagtctgccccacacggcg
tggtgtttctgcacgtgacctacgtgcccgcccaggagaaglca^tcaccacagcccctgccat ct

gccacgatggcaaggcccactttccaagggagggcgtgttcgtgtcc|c^gcacccactggttt
gtgacacagcgcaatttctacgagccccagatcatcaccacagacaacaccttcgtgagcggcaa

ctgtgacgtggtcatcggcatcgtgQaataccgtgtatgatccactccagcccgagctggacag
ctttaaggaggagctggataagtatttcaag^aa|cacacctcccctgacgtggatctgggcga catc

agcggcatc|c^cctccgtggtgaacatccagaaggagatcgaccgcctgaacgaggtggcta
agaatctg|cag|gagagcctgatcgacctccaggagctgggcaagtatgagcagtacatcaagtgg

ccctggtacatctggctgggcttcatcgccggcctgatcgccatcgtgatggtgaccatcatgctgtg
ctgtatgacatcctgctgttcttgcctgaagggctgctgtagctgtggctcctgctgtaagtttgacga
ggatgactctgaacctgtgctgaagggcgtgaagctgcattacacctaa

MFVFLVLLPLVSSQCVNLTTRTQLPPAYTNSFTRGVYYPDKVF
RSSVLHSTQDLFLPFFSNVTWFHAIHVSGTNGTKRFDNPVLPFN

DGVYFASTEKSNIIRGWIFGTTLDSKTQSLLIVNNATNVVIKVC
EFQFCNDPFLGVYYHKNNKSWMESEFRVYSSANNCTFEYVSQ
PFLMDLEGKQGNFKNLREFVFKNIDGYFKIYSKHTPINLVRDLP

QGFSALEPLVDLPIGINITRFQTLLALHRSYLTPGDSSSGWTAG
AAAYYVGYLQPRTFLLKYNENGTITDAVDCALDPLSETKCTL

KSFTVEKGIYQTSNFRVQPTESIVRFPNITNLCPFGEVFNATRFA
SVYAWNRKRISNCVADYSVLYNSASFSTFKCYGVSPTKLNDL

CFTNVYADSFVIRGDEVRQIAPGQTGKIADYNYKLPDDFTGCV

lAWNSNNLDSKVGGNYNYLYRLFRKSNLKPFERDISTEIYQAG
STPCNGVEGFNCYFPLQSYGFQPTNGVGYQPYRVWLSFELLH
APATVCGPKKSTNLVKNKCVNFNFNGLTGTGVLTESNKKFLP

FQQFGRDIADTTDAVRDPQTLEILDITPCSFGGVSVITPGTNTSN
QVAVLYQDVNCTEVPVAIHADQLTPTWRVYSTGSNVFQTRAG
CLIGAEHVNNSYECDIPIGAGICASYQTQTNSPRRARSVASQSII

AYTMSLGAENSVAYS^SIAIPTgFTISVTTEILPVSMTKTSVD
CTMYICGDSTECSNLLLQYGSFCTQLNRALTGIAVEQDKNTQE

5

10
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ID de SEC NO: 6

Secuencia proteica de S-

(deg-S2) para la cepa
Wuhan (desde el extremo
N-terminal hasta el

extremo C-terminal)
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VFAQVKQIYKTPPIKDFGGFyFSQILPDPSKPSKRSFIEDLLFNK
VTLADAGFIKQYGDCLGDIAARDLICAQKFNGLTVLPPLLTDE

MIAQYTSALLAGTITSGWTFGAGAALQIPFAMQMAYRFNGIG

VTQNVLYENQKLIANQFNSAIGKIQDSLSSTASALGKLQDWN

QNAQALNTLVKQLSSNFGAISSVLNDILSRLDPPEAEVQIDRLIT

GRLQSLQTYVTQQLIRAAEIRASANLAATKMSECVLGQSKRV

DFCGKGYHLMSFPQSAPHGWFLHVTYVPAQEK0FTTAPAIC
HDGKAHFPREGVEVS^THWFVTQRNEYEPQIITTDNTFVSGN
CDWIGIvgjNTVYDPLQPELDSFKEELDKYFK^TSPDVDLGD
ISGI@ASVVNIQKEIDRLNEVAKNL0ESLIDLQELGKYEQYIKW
PWYIWLGFIAGLIAIVMVTIMLCCMTSCCSCLKGCCSCGSCCK

FDEDDSEPVLKGVKLHYT

5

IDdeSEC NO: 7

Secuencia de ácido

nucleico de S-(S2-1194)
para la cepa de Wuhan

(desde el extremo 5’ al
extremo 3’)

atgttcgtcttcctggtcctgctgcctctggtctcctcacagtgcgtcaatctgacaactcggactcag

ctgccacctgcttatactaatagcttcaccagaggcgtgtactatcctgacaaggtgtttagaagctcc

gtgctgcactctacacaggatctgtttctgccattctttagcaacgtgacctggttccacgccatccac

gtgagcggcaccaatggcacaaagcggttcgacaatcccgtgctgccttttaacgatggcgtgtact

tcgcctctaccgagaagagcaacatcatcagaggctggatctttggcaccacactggactccaaga

cacagtctctgctgatcgtgaacaatgccaccaacgtggtcatcaaggtgtgcgagttccagttttgt

aatgatcccttcctgggcgtgtactatcacaagaacaataagagctggatggagtccgagtttagag

tgtattctagcgccaacaactgcacatttgagtacgtgagccagcctttcctgatggacctggaggg

caagcagggcaatttcaagaacctgagggagttcgtgtttaagaatatcgacggctacttcaaaatct

actctaagcacacccccatcaacctggtgcgcgacctgcctcagggcttcagcgccctggagcc c

ctggtggatctgcctatcggcatcaacatcacccggtttcagacactgctggccctgcacagaa gct

acctgacacccggcgactcctctagcggatggaccgccggcgctgccgcctactatgtgggctac

ctccagccccggaccttcctgctgaagtacaacgagaatggcaccatcacagacgcagtggattg

cgccctggaccccctgagcgagacaaagtgtacactgaagtcctttaccgtggagaagggcatc ta

tcagacatccaatttcagggtgcagccaaccgagtctatcgtgcgctttcetaatatcacaaac ctgt

gcccatttggcgaggtgttcaacgcaacccgcttcgccagcgtgtacgcctggaataggaagcgg

atcagcaactgcgtggccgactatagcgtgctgtacaactccgcctctttcagcacctttaagtgctat

ggcgtgtcccccacaaagctgaatgacctgtgctttaccaacgtctacgccgattctttcgtgatcag

gggcgacgaggtgcgccagatcgcccccggccagacaggcaagatcgcagactacaattataa

gctgccagacgatttcaccggctgcgtgatcgcctggaacagcaacaatctggattccaaagtggg

cggcaactacaattatctgtaccggctgtttagaaagagcaatctgaagcccttcgagagggacatc

tctacagaaatctaccaggccggcagcaccccttgcaatggcgtggagggctttaactgttatttccc

actccagtcctacggcttccagcccacaaacggcgtgggctatcagccttaccgcgtggtggtg ct

gagctttgagctgctgcacgccccagcaacagtgtgcggccccaagaagtccaccaatctggtg a

agaacaagtgcgtgaacttcaacttcaacggcctgaccggcacaggcgtgctgaccgagtccaac

aagaagttcctgccatttcagcagttcggcagggacatcgcagataccacagacgccgtgcgcga

cccacagaccctggagatcctggacatcacaccctgctctttcggcggcgtgagcgtgatcaca cc

cggcaccaatacaagcaaccaggtggccgtgctgtatcaggacgtgaattgtaccgaggtgcccg

tggctatccacgccgatcagctgaccccaacatggcgggtgtacagcaccggctccaacgtcttcc

agacaagagccggatgcctgatcggagcagagcacgtgaacaattcctatgagtgcgacatccca

atcggcgccggcatctgtgcctcttaccagacccagacaaactctcccagaagagcccggagcgt

^gcctcccagtctatcatcgcctataccatgtccctgggcgccgagaacagcgtggcctactct ca

gaatagcatcgccatcccaacc[cagttcacaatctctgtgaccacagagatcctgcccgtgtc catg
accaagacatctgtggactgcacaatgtatatctgtggcgattctaccgagtgcagcaacctgctgct

ccagtacggcagcttttgtacccagctgaatagagccctgacaggcatcgccgtggagcaggata

agaacacacaggaggtgttcgcccaggtgaagcaaatctacaagaccccccctatcaaggactttg

gcggcttc|caa|ttttcccagatcctgcctgatccatccaagccttctaagcggagctttatcgaggac
ctgctgttcaacaaggtgaccctggccgatgccggcttcatcaagcagtatggcgattgcctgggc

gacatcgcagccagggacctgatctgcgcccagaagtttaatggcctgaccgtgctgccacccctg
ctgacagatgagatgatcgcacagtacacaagcgccctgctggccggcaccatcacatccggatg

10

%

20

25

30

35



91
87

gaccttcggcgcaggagccgccctccagatcccctttgccatgcagatggcctataggttcaac gg

catcggcgtgacccagaatgtgctgtacgagaaccagaagctgatcgccaatcagtttaactccgc

catcggcaagatccaggacagcctgtcctctacagccagcgccctgggcaagctccaggatgtg g

tgaatcagaacgcccaggccctgaataccctggtgaagcagctgagcagcaacttcggcgccatc

tctagcgtgctgaatgacatcctgagccggctggacaaggtggaggcagaggtgcagatcgacc

ggctgatcaccggccggctccagagcctccagacctatgtgacacagcagctgatcagggccgc

cgagatcagggccagcgccaatctggcagcaaccaagatgtccgagtgcgtgctgggccagtct

aagagagtggacttttgtggcaagggctatcacctgatgtccttccctcagtctgccccacacggcg

tggtgtttctgcacgtgacctacgtgcccgcccaggagaagc^tcaccacagcccctgccatct
gccacgatggcaaggcccactttccaagggagggcgtgttcgtgtcc cag ggcacccactggttt

gtgacacagcgcaatttctacgagccccagatcatcaccacagacaacaccttcgtgagcggca a

ctgtgacgtggtcatcggcatcgtgl^aataccgtgtatgatccactccagcccgagctggacag
ctttaaggaggagctggataagtatttcaag|caa|cacacctcccctgacgtggatctgggcgacatc

agcggcatc|caajgcctccgtggtgaacatccagaaggagatcgaccgcctgaacgaggtggcta

agaatctgaacgagagcctgatcgacctccaggagctgggcaagtatgagcagtacatcaagtgg

ccctggtacatctggctgggcttcatcgccggcctgatcgccatcgtgatggtgaccatcatgctgtg

ctgtatgacatcctgctgttcttgcctgaagggctgctgtagctgtggctcctgctgtaagtttgacga

ggatgactctgaacctgtgctgaagggcgtgaagctgcattacacctaa

MFVFLVLLPLVSSQCVNLTTRTQLPPAYTNSFTRGVYYPDKVF

RSSVLHSTQDLFLPFFSNVTWFHAIHVSGTNGTKRFDNPVLPFN

DGVYFASTEKSNIIRGWIFGTTLDSKTQSLLIVNNATNVVIKVC

EFQFCNDPFLGVYYHKNNKSWMESEFRVYSSANNCTFEYVSQ

PFLMDLEGKQGNFKNLREFVFKNIDGYFKIYSKHTPINLVRDLP

QGFSALEPLVDLPIGINITRFQTLLALHRSYLTPGDSSSGWTAG

AAAYYVGYLQPRTFLLKYNENGTITDAVDCALDPLSETKCTL

KSFTVEKGIYQTSNFRVQPTESIVRFPNITNLCPFGEVFNATRFA
SVYAWNRKRISNCVADYSVLYNSASFSTFKCYGVSPTKLNDL

CFTNVYADSEVIRGDEVRQIAPGQTGKIADYNYKLPDDFTGCV

lAWNSNNLDSKVGGNYNYLYRLFRKSNLKPFERDISTEIYQAG

STPCNGVEGFNCYFPLQSYGFQPTNGVGYQPYRVVVLSFELLH
APATVCGPKKSTNLVKNKCVNFNFNGLTGTGVLTESNKKFLP

FQQFGRDIADTTDAVRDPQTLEILDITPCSFGGVSVITPGTNTSN

QVAVLYQDVNCTEVPVAIHADQLTPTWRVYSTGSNVFQTRAG

CLIGAEHVNNSYECDIPIGAGICASYQTQTNSPRRARSVASQSII

AYTMSLGAENSVAYS0^SIAIPT@FTISVTTEILPVSMTKTSVD
CTMYICGDSTECSNLLLQYGSFCTQLNRALTGIAVEQDKNTQE

VFAQVKQIYKTPPIKDFGGF^SQILPDPSKPSKRSFIEDLLFNK
VTLADAGFIKQYGDCLGDIAARDLICAQKFNGLTVLPPLLTDE

MIAQYTSALLAGTITSGWTFGAGAALQIPFAMQMAYRFNGIG

VTQNVLYENQKLIANQFNSAIGKIQDSLSSTASALGKLQDWN

QNAQALNTLVKQLS SNFGAIS SVLNDILSRLDPPEAEVQIDRLIT

GRLQSLQTYVTQQLIRAAEIRASANLAATKMSECVLGQSKRV

DECGKGYHLMSFPQSAPHGVVELHVTYVPAQEK0FTTAPAIC
HDGKAHFPREGVFVS^THWFVTQRNFYEPQIITTDNTFVSGN
CDVVIGIV^TVYDPLQPELDSFKEELDKYFK^TSPDVDLGD
ISGlgASWNIQKEIDRLNEVAKNLNESLIDLQELGKYEQYIKW
PWYIWLGFIAGLIAIVMVTIMLCCMTSCCSCLKGCCCGSCCKF

DEDDSEPVLKGVKLHYT

5

10

IDdeSEC NO: 8

Secuencia proteica de S-
(S2-1194) para la cepa
Wuhan (desde el extremo
N-terminal hasta el

extremo C-terminal)
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ID de SEO NO: 9

Secuencia de ácido

nucleico de S-(deg-RBD-

atgttcgtcttcctggtcctgctgcctctggtctcctcacagtgcgtcaatctgacaactcgga ctcag

ctgccacctgcttatactaatagcttcaccagaggcgtgtactatcctgacaaggtgtttagaagctcc

gtgctgcactctacacaggatctgtttctgccattctttagcaacgtgacctggttccacgccatccac35
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801) para la cepa de
Wuhan (desde el extremo
5’ al extremo 3’).

gtgagcggcaccaatggcacaaagcggttcgacaatcccgtgctgccttttaacgatggcgtgtact

tcgcctctaccgagaagagcaacatcatcagaggctggatctttggcaccacactggactccaaga
cacagtctctgctgatcgtgaacaatgccaccaacgtggtcatcaaggtgtgcgagttccagttttgt

aatgatcccttcctgggcgtgtactatcacaagaacaataagagctggatggagtccgagtttagag
tgtattctagcgccaacaactgcacatttgagtacgtgagccagcctttcctgatggacctggaggg

caagcagggcaatttcaagaacctgagggagttcgtgtttaagaatatcgacggctacttcaaaatct

actctaagcacacccccatcaacctggtgcgcgacctgcctcagggcttcagcgccctggagcc c

ctggtggatctgcctatcggcatcaacatcacccggtttcagacactgctggccctgcacagaagct

acctgacacccggcgactcctctagcggatggaccgccggcgctgccgcctactatgtgggctac

ctccagccccggaccttcctgctgaagtacaacgagaatggcaccatcacagacgcagtggattg

cgccctggaccccctgagcgagacaaagt^acactgaagtcctttaccgtggagaagggcatct a
tcagacatccaatttcagggtgcagcca|g^ag|gc¿tcgtgcgctttcct|ga¡jatcacaaacct
gtgcccatttggcgaggtgttc^^caacccgcttcgccagcgtgtacgcctggaataggaagc
ggatcagcaactgcgtggccgactatagcgtgctgtacaactccgcctctttcagcacctttaagtgc

tatggcgtgtcccccacaaagctgaatgacctgtgctttaccaacgtctacgccgattctttcg tgatc

aggggcgacgaggtgcgccagatcgcccccggccagacaggcaagatcgcagactacaattat

aagctgccagacgatttcaccggctgcgtgatcgcctggaacagcaacaatctggattccaaagtg

ggcggcaactacaattatctgtaccggctgtttagaaagagcaatctgaagcccttcgagagggac

atctctacagaaatctaccaggccggcagcaccccttgcaatggcgtggagggctttaactgttattt

cccactccagtcctacggcttccagcccacaaacggcgtgggctatcagccttaccgcgtggtg gt

gctgagctttgagctgctgcacgccccagcaacagtgtgcggccccaagaagtccaccaatctggt

gaagaacaagtgcgtgaacttcaacttcaacggcctgaccggcacaggcgtgctgaccgagtcc a

acaagaagttcctgccatttcagcagttcggcagggacatcgcagataccacagacgccgtgcg c

gacccacagaccctggagatcctggacatcacaccctgctctttcggcggcgtgagcgtgatcaca

cccggcaccaatacaagcaaccaggtggccgtgctgtatcaggacgtgaattgtaccgaggtgcc

cgtggctatccacgccgatcagctgaccccaacatggcgggtgtacagcaccggctccaacgtc tt

ccagacaagagccggatgcctgatcggagcagagcacgtgaacaattcctatgagtgcgacatcc

caatcggcgccggcatctgtgcctcttaccagacccagacaaactctcccagaagagcccggagc

gtggcctcccagtctatcatcgcctataccatgtccctgggcgccgagaacagcgtggcctactcta

acaatagcatcgccatcccaaccaacttcacaatctctgtgaccacagagatcctgcccgtgtccat

gaccaagacatctgtggactgcacaatgtatatctgtggcgattctaccgagtgcagcaacctgctg

ctccagtacggcagcttttgtacccagctgaatagagccctgacaggcatcgccgtggagcaggat

aagaacacacaggaggtgttcgcccaggtgaagcaaatctacaagaccccccctatcaaggact tt

ggcggcttc|caa|ttttcccagatcctgcctgatccatccaagccttctaagcggagctttatcgagga
cctgctgttcaacaaggtgaccctggccgatgccggcttcatcaagcagtatggcgattgcctggg

cgacatcgcagccagggacctgatctgcgcccagaagtttaatggcctgaccgtgctgccaccc ct

gctgacagatgagatgatcgcacagtacacaagcgccctgctggccggcaccatcacatccgga t

ggaccttcggcgcaggagccgccctccagatcccctttgccatgcagatggcctataggttcaacg

gcatcggcgtgacccagaatgtgctgtacgagaaccagaagctgatcgccaatcagtttaactc cg

ccatcggcaagatccaggacagcctgtcctctacagccagcgccctgggcaagctccaggatgt g
gtgaatcagaacgcccaggccctgaataccctggtgaagcagctgagcagcaacttcggcgcca t

ctctagcgtgctgaatgacatcctgagccggctggacaaggtggaggcagaggtgcagatcgac c

ggctgatcaccggccggctccagagcctccagacctatgtgacacagcagctgatcagggccgc
cgagatcagggccagcgccaatctggcagcaaccaagatgtccgagtgcgtgctgggccagtct

aagagagtggacttttgtggcaagggctatcacctgatgtccttccctcagtctgccccacacggcg

tggtgtttctgcacgtgacctacgtgcccgcccaggagaagaacttcaccacagcccctgccatctg

ccacgatggcaaggcccactttccaagggagggcgtgttcgtgtccaacggcacccactggttt gt

gacacagcgcaatttctacgagccccagatcatcaccacagacaacaccttcgtgagcggcaac t

gtgacgtggtcatcggcatcgtgaacaataccgtgtatgatccactccagcccgagctggacagctt

taaggaggagctggataagtatttcaagaatcacacctcccctgacgtggatctgggcgacatc ag

cggcatcaatgcctccgtggtgaacatccagaaggagatcgaccgcctgaacgaggtggctaaga

atctgaacgagagcctgatcgacctccaggagctgggcaagtatgagcagtacatcaagtggccc
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tggtacatctggctgggcttcatcgccggcctgatcgccatcgtgatggtgaccatcatgctgt gctg

tatgacatcctgctgttcttgcctgaagggctgctgtagctgtggctcctgctgtaagtttgacgagga
tgactctgaacctgtgctgaagggcgtgaagctgcattacacctaa

MFVFLVLLPLVSSQCVNLTTRTQLPPAYTNSFTRGVYYPDKVF
RSSVLHSTQDLFLPFFSNVTWFHAIHVSGTNGTKRFDNPVLPFN

DGVYFASTEKSNIIRGWIFGTTLDSKTQSLLIVNNATNVVIKVC

EFQFCNDPFLGVYYHKNNKSWMESEFRVYSSANNCTFEYVSQ
PFLMDLEGKQGNFKNLREFVFKNIDGYFKIYSKHTPINLVRDLP

QGFSALEPLVDLPIGINITRFQTLLALHRSYLTPGDSSSGWTAG
AAAYYVGYLQPRTFLLKYNENGTITDAVDCALDPLSETKCTL

KSFTVEKGIYQTSNFRVQP@E@IVRFP0ITNLCPFGEVF^TRF
ASVYAWNRKRISNCVADYSVLYNSASFSTFKCYGVSPTKLND

LCFTNVYADSFVIRGDEVRQIAPGQTGKIADYNYKLPDDFTGC

VIAWNSNNLDSKVGGNYNYLYRLFRKSNLKPFERDISTEIYQA
GSTPCNGVEGFNCYFPLQSYGFQPTNGVGYQPYRVVVLSFELL
HAPATVCGPKKSTNLVKNKCVNFNFNGLTGTGVLTESNKKFL

PFQQFGRDIADTTDAVRDPQTLEILDITPCSFGGVSVITPGTNTS

NQVAVLYQDVNCTEVPVAIHADQLTPTWRVYSTGSNVFQTRA
GCLIGAEHVNNSYECDIPIGAGICASYOTQTNSPRRARSVASQS
IIAYTMSLGAENSVAYSNNSIAIPTNFTISVTTEILPVSMTKTSV

DCTMYICGDSTECSNLLLQYGSFCTQLNRALTGIAVEQDKNTQ

EVFAQVKQIYKTPPIKDFGGF^SQILPDPSKPSKRSFIEDLLFN
KVTLADAGFIKQYGDCLGDIAARDLICAQKFNGLTVLPPLLTD

EMIAQYTSALLAGTITSGWTFGAGAALQIPFAMQMAYRFNGIG
VTQNVLYENQKLIANQFNSAIGKIQDSLSSTASALGKLQDVVN
QNAQALNTLVKQLSSNFGAISSVLNDILSRLDPPEAEVQIDRLIT
GRLQSLQTYVTQQLIRAAEIRASANLAATKMSECVLGQSKRV
DFCGKGYHLMSFPQSAPHGVVFLHVTYVPAQEKNFTTAPAIC
HDGKAHFPREGVFVSNGTHWFVTQRNFYEPQIITTDNTFVSGN
CDVVIGIVNNTVYDPLQPELDSFKEELDKYFKNHTSPDVDLGD

ISGINASVVNIQKEIDRLNEVAKNLNESLIDLQELGKYEQYIKW
PWYIWLGFIAGLIAIVMVTIMLCCMTSCCSCLKGCCSCGSCCK

FDEDDSEPVLKGVKLHYT

IDdeSEC NO: 10

Secuencia proteica de S-
(deg-RBD-801) para la
cepa Wuhan (desde el
extremo N-terminal hasta

el extremo C-terminal)
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IDdeSEC NO: 11

Secuencia de ácido

nucleico de S-(deg-RBD-
1194) para la cepa de
Wuhan (desde el extremo
5’ al extremo 3’)

atgttcgtcttcctggtcctgctgcctctggtctcctcacagtgcgtcaatctgacaactcgga ctcag

ctgccacctgcttatactaatagcttcaccagaggcgtgtactatcctgacaaggtgtttagaa gctcc

gtgctgcactctacacaggatctgtttctgccattctttagcaacgtgacctggttccacgccatccac

gtgagcggcaccaatggcacaaagcggttcgacaatcccgtgctgccttttaacgatggcgtgtact

tcgcctctaccgagaagagcaacatcatcagaggctggatctttggcaccacactggactccaaga

cacagtctctgctgatcgtgaacaatgccaccaacgtggtcatcaaggtgtgcgagttccagttttgt

aatgatcccttcctgggcgtgtactatcacaagaacaataagagctggatggagtccgagtttagag

tgtattctagcgccaacaactgcacatttgagtacgtgagccagcctttcctgatggacctggaggg
caagcagggcaatttcaagaacctgagggagttcgtgtttaagaatatcgacggctacttcaaaatct

actctaagcacacccccatcaacctggtgcgcgacctgcctcagggcttcagcgccctggagccc

ctggtggatctgcctatcggcatcaacatcacccggtttcagacactgctggccctgcacagaagct
acctgacacccggcgactcctctagcggatggaccgccggcgctgccgcctactatgtgggctac

ctccagccccggaccttcctgctgaagtacaacgagaatggcaccatcacagacgcagtggattg
cgccctggaccccctgagcgagacaaagtgtacactgaagtcctttaccgtggagaagggcatc ta

tcagacatccaatttcagggtgcagcca|g^ag|gcg|atcgtgcgctttcctjgaa|atcaca aacct
gtgcccatttggcgaggtgttc^^caacccgcttcgccagcgtgtacgcctggaataggaagc
ggatcagcaactgcgtggccgactatagcgtgctgtacaactccgcctctttcagcacctttaagtgc
tatggcgtgtcccccacaaagctgaatgacctgtgctttaccaacgtctacgccgattctttcgtgatc
aggggcgacgaggtgcgccagatcgcccccggccagacaggcaagatcgcagactacaattat
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aagctgccagacgatttcaccggctgcgtgatcgcctggaacagcaacaatctggattccaaagtg

ggcggcaactacaattatctgtaccggctgtttagaaagagcaatctgaagcccttcgagagggac

atctctacagaaatctaccaggccggcagcaccccttgcaatggcgtggagggctttaactgttattt

cccactccagtcctacggcttccagcccacaaacggcgtgggctatcagccttaccgcgtggtggt

gctgagctttgagctgctgcacgccccagcaacagtgtgcggccccaagaagtccaccaatctggt

gaagaacaagtgcgtgaacttcaacttcaacggcctgaccggcacaggcgtgctgaccgagtcca

acaagaagttcctgccatttcagcagttcggcagggacatcgcagataccacagacgccgtgcgc

gacccacagaccctggagatcctggacatcacaccctgctctttcggcggcgtgagcgtgatcaca

cccggcaccaatacaagcaaccaggtggccgtgctgtatcaggacgtgaattgtaccgaggtgcc

cgtggctatccacgccgatcagctgaccccaacatggcgggtgtacagcaccggctccaacgtc tt

ccagacaagagccggatgcctgatcggagcagagcacgtgaacaattcctatgagtgcgacatcc

caatcggcgccggcatctgtgcctcttaccagacccagacaaactctcccagaagagcccggag c

gtggcctcccagtctatcatcgcctataccatgtccctgggcgccgagaacagcgtggcctactcta

acaatagcatcgccatcccaaccaacttcacaatctctgtgaccacagagatcctgcccgtgtccat

gaccaagacatctgtggactgcacaatgtatatctgtggcgattctaccgagtgcagcaacctgctg

ctccagtacggcagcttttgtacccagctgaatagagccctgacaggcatcgccgtggagcaggat

aagaacacacaggaggtgttcgcccaggtgaagcaaatctacaagaccccccctatcaaggact tt

ggcggcttcaatttttcccagatcctgcctgatccatccaagccttctaagcggagctttatcgaggac

ctgctgttcaacaaggtgaccctggccgatgccggcttcatcaagcagtatggcgattgcctgg gc

gacatcgcagccagggacctgatctgcgcccagaagtttaatggcctgaccgtgctgccacccc tg

ctgacagatgagatgatcgcacagtacacaagcgccctgctggccggcaccatcacatccggatg

gaccttcggcgcaggagccgccctccagatcccctttgccatgcagatggcctataggttcaacgg

catcggcgtgacccagaatgtgctgtacgagaaccagaagctgatcgccaatcagtttaactcc gc

catcggcaagatccaggacagcctgtcctctacagccagcgccctgggcaagctccaggatgtgg

tgaatcagaacgcccaggccctgaataccctggtgaagcagctgagcagcaacttcggcgccat c

tctagcgtgctgaatgacatcctgagccggctggacaaggtggaggcagaggtgcagatcgacc

ggctgatcaccggccggctccagagcctccagacctatgtgacacagcagctgatcagggccgc

cgagatcagggccagcgccaatctggcagcaaccaagatgtccgagtgcgtgctgggccagtct

aagagagtggacttttgtggcaagggctatcacctgatgtccttccctcagtctgccccacacggcg

tggtgtttctgcacgtgacctacgtgcccgcccaggagaagaacttcaccacagcccctgccatctg

ccacgatggcaaggcccactttccaagggagggcgtgttcgtgtccaacggcacccactggtttgt

gacacagcgcaatttctacgagccccagatcatcaccacagacaacaccttcgtgagcggcaac t

gtgacgtggtcatcggcatcgtgaacaataccgtgtatgatccactccagcccgagctggacag ctt

taaggaggagctggataagtatttcaagaatcacacctcccctgacgtggatctgggcgacatcag

cggcatcaatgcctccgtggtgaacatccagaaggagatcgaccgcctgaacgaggtggctaag a

atctglca^agagcctgatcgacctccaggagctgggcaagtatgagcagtacatcaagtggcc c

tggtacatctggctgggcttcatcgccggcctgatcgccatcgtgatggtgaccatcatgctgtgctg

tatgacatcctgctgttcttgcctgaagggctgctgtagctgtggctcctgctgtaagtttgacgagga

tgactctgaacctgtgctgaagggcgtgaagctgcattacacctaa

MFVFLVLLPLVSSQCVNLTTRTQLPPAYTNSFTRGVYYPDKVF

RSSVLHSTQDLFLPFFSNVTWFHAIHVSGTNGTKRFDNPVLPFN
DGVYFASTEKSNIIRGWIFGTTLDSKTQSLLIVNNATNVVIKVC

EFQFCNDPFLGVYYHKNNKSWMESEFRVYSSANNCTFEYVSQ
PELMDLEGKQGNEKNLREEVFKNIDGYFKIYSKHTPINLVRDLP

QGFSALEPLVDLPIGINITRFQTLLALHRSYLTPGDSSSGWTAG

AAAYYVGYLQPRTFLLKYNENGTITDAVDCALDPLSETKCTL

KSFTVEKGIYQTSNFRVQP@E@IVREPglTNLCPFGEVF^TRF
ASVYAWNRKRISNCVADYSVLYNSASFSTFKCYGVSPTKLND

LCFTNVYADSFVIRGDEVRQIAPGQTGKIADYNYKLPDDFTGC

VIAWNSNNLDSKVGGNYNYLYRLFRKSNLKPFERDISTEIYQA

GSTPCNGVEGFNCYFPLQSYGFQPTNGVGYQPYRVWLSFELL
HAPATVCGPKKSTNLVKNKCVNFNFNGLTGTGVLTESNKKEL
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IDdeSEC NO: 12

Secuencia proteica de S-
(deg-RBD-1194) para la
cepa Wuhan (desde el
extremo N-terminal hasta

el extremo C-terminal)
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PFQQFGRDIADTTDAVRDPQTLEILDITPCSFGGVSVITPGTNTS

NQVAVLYQDVNCTEVPVAIHADQLTPTWRVYSTGSNVFQTRA
GCLIGAEHVNNSYECDIPIGAGICASYQTQTNSPRRARSVASQS
IIAYTMSLGAENSVAYSNNSIAIPTNFTISVTTEILPVSMTKTSV

DCTMYICGDSTECSNLLLQYGSFCTQLNRALTGIAVEQDKNTQ
EVFAQVKQIYKTPPIKDFGGFNFSQILPDPSKPSKRSFIEDLLFN

KVTLADAGFIKQYGDCLGDIAARDLICAQKFNGLTVLPPLLTD
EMIAQYTSALLAGTITSGWTFGAGAALQIPFAMQMAYRFNGIG

VTQNVLYENQKLIANQFNSAIGKIQDSLSSTASALGKLQDWN

QNAQALNTLVKQLSSNFGAISSVLNDILSRLDPPEAEVQIDRLIT

GRLQSLQTYVTQQLIRAAEIRASANLAATKMSECVLGQSKRV
DFCGKGYHLMSFPQSAPHGVVFLHVTYVPAQEKNFTTAPAIC

HDGKAHFPREGVFVSNGTHWFVTQRNFYEPQIITTDNTFVSGN
CDVVIGIVNNTVYDPLQPELDSFKEELDKYFKNHTSPDVDLGD

ISGINASVVNIQKEIDRLNEVAKNL^SLIDLQELGKYEQYIKW
PWYIWLGFIAGLIAIVMVTIMLCCMTSCCSCLKGCCSCGSCCK

FDEDDSEPVLKGVKLHYT

5

10

ID deSEC NO: 13

Secuencia de ácido

nucleico de S-(deg-RBD-
122-165-234) para la
cepa de Wuhan (desde el
extremo 5’ al extremo 3’)

atgttcgtcttcctggtcctgctgcctctggtctcctcacagtgcgtcaatctgacaactcggactcag

ctgccacctgcttatactaatagcttcaccagaggcgtgtactatcctgacaaggtgtttagaagctcc

gtgctgcactctacacaggatctgtttctgccattctttagcaacgtgacctggttccacgccatccac

gtgagcggcaccaatggcacaaagcggttcgacaatcccgtgctgccttttaacgatggcgtgtact

tcgcctctaccgagaagagcaacatcatcagaggctggatctttggcaccacactggactccaaga

cacagtctctgctgatcgtgaaccaagccaccaacgtggtcatcaaggtgtgcgagttccagttttgt

aatgatcccttcctgggcgtgtactatcacaagaacaataagagctggatggagtccgagtttagag

tgtattctagcgccaacg^gcacatttgagtacgtgagccagcctttcctgatggacctggagg g
caagcagggcaatttcaagaacctgagggagttcgtgtttaagaatatcgacggctacttcaaaatct

actctaagcacacccccatcaacctggtgcgcgacctgcctcagggcttcagcgccctggagccc

ctggtggatctgcctatcggcatc^atcacccggtttcagacactgctggccctgcacagaagc t

acctgacacccggcgactcctctagcggatggaccgccggcgctgccgcctactatgtgggctac

ctccagccccggaccttcctgctgaagtacaacgagaatggcaccatcacagacgcagtggatt g

cgccctggaccccctgagcgagacaaagtgtacactgaagtcctttaccgtggagaagggcatc ta

tcagacatccaatttcagggtgcagcca|gc^ag|gcg|atcgtgcgctttcct|^atcacaaacct
gtgcccatttggcgaggtgttc|gag|gcaacccgcttcgccagcgtgtacgcctggaataggaagc
ggatcagcaactgcgtggccgactatagcgtgctgtacaactccgcctctttcagcacctttaagtgc

tatggcgtgtcccccacaaagctgaatgacctgtgctttaccaacgtctacgccgattctttcgtgatc

aggggcgacgaggtgcgccagatcgcccccggccagacaggcaagatcgcagactacaattat

aagctgccagacgatttcaccggctgcgtgatcgcctggaacagcaacaatctggattccaaagtg

ggcggcaactacaattatctgtaccggctgtttagaaagagcaatctgaagcccttcgagagggac

atctctacagaaatctaccaggccggcagcaccccttgcaatggcgtggagggctttaactgttattt

cccactccagtcctacggcttccagcccacaaacggcgtgggctatcagccttaccgcgtggtg gt

gctgagctttgagctgctgcacgccccagcaacagtgtgcggccccaagaagtccaccaatctggt

gaagaacaagtgcgtgaacttcaacttcaacggcctgaccggcacaggcgtgctgaccgagtcc a

acaagaagttcctgccatttcagcagttcggcagggacatcgcagataccacagacgccgtgcgc

gacccacagaccctggagatcctggacatcacaccctgctctttcggcggcgtgagcgtgatcaca

cccggcaccaatacaagcaaccaggtggccgtgctgtatcaggacgtgaattgtaccgaggtgcc

cgtggctatccacgccgatcagctgaccccaacatggcgggtgtacagcaccggctccaacgtc tt

ccagacaagagccggatgcctgatcggagcagagcacgtgaacaattcctatgagtgcgacatcc

caatcggcgccggcatctgtgcctcttaccagacccagacaaactctcccagaagagcccggag c

gtggcctcccagtctatcatcgcctataccatgtccctgggcgccgagaacagcgtggcctactcta

acaatagcatcgccatcccaaccaacttcacaatctctgtgaccacagagatcctgcccgtgtccat

gaccaagacatctgtggactgcacaatgtatatctgtggcgattctaccgagtgcagcaacctgctg
ctccagtacggcagcttttgtacccagctgaatagagccctgacaggcatcgccgtggagcagg at

'15

20

25

30

35



96
92

aagaacacacaggaggtgttcgcccaggtgaagcaaatctacaagaccccccctatcaaggacttt

ggcggcttcaatttttcccagatcctgcctgatccatccaagccttctaagcggagctttatcgaggac

ctgctgttcaacaaggtgaccctggccgatgccggcttcatcaagcagtatggcgattgcctgg gc

gacatcgcagccagggacctgatctgcgcccagaagtttaatggcctgaccgtgctgccacccctg

ctgacagatgagatgatcgcacagtacacaagcgccctgctggccggcaccatcacatccggatg

gaccttcggcgcaggagccgccctccagatcccctttgccatgcagatggcctataggttcaacgg

catcggcgtgacccagaatgtgctgtacgagaaccagaagctgatcgccaatcagtttaactcc gc

catcggcaagatccaggacagcctgtcctctacagccagcgccctgggcaagctccaggatgtgg

tgaatcagaacgcccaggccctgaataccctggtgaagcagctgagcagcaacttcggcgccatc

tctagcgtgctgaatgacatcctgagccggctggacaaggtggaggcagaggtgcagatcgacc

ggctgatcaccggccggctccagagcctccagacctatgtgacacagcagctgatcagggccgc

cgagatcagggccagcgccaatctggcagcaaccaagatgtccgagtgcgtgctgggccagtct

aagagagtggacttttgtggcaagggctatcacctgatgtccttccctcagtctgccccacacggcg

tggtgtttctgcacgtgacctacgtgcccgcccaggagaagaacttcaccacagcccctgccatctg

ccacgatggcaaggcccactttccaagggagggcgtgttcgtgtccaacggcacccactggttt gt

gacacagcgcaatttctacgagccccagatcatcaccacagacaacaccttcgtgagcggcaac t

gtgacgtggtcatcggcatcgtgaacaataccgtgtatgatccactccagcccgagctggacagctt

taaggaggagctggataagtatttcaagaatcacacctcccctgacgtggatctgggcgacatcag

cggcatcaatgcctccgtggtgaacatccagaaggagatcgaccgcctgaacgaggtggctaag a

atctgaacgagagcctgatcgacctccaggagctgggcaagtatgagcagtacatcaagtggccc

tggtacatctggctgggcttcatcgccggcctgatcgccatcgtgatggtgaccatcatgctgt gctg

tatgacatcctgctgttcttgcctgaagggctgctgtagctgtggctcctgctgtaagtttgacgagga

tgactctgaacctgtgctgaagggcgtgaagctgcattacacctaa

MFVFLVLLPLVSSQCVNLTTRTQLPPAYTNSFTRGVYYPDKVF

RSSVLHSTQDLFLPFFSNVTWFHAIHVSGTNGTKRFDNPVLPFN

DGVYFASTEKSNIIRGWIFGTTLDSKTQSLLIVN^TNVVIKVC
EFQFCNDPFLGVYYHKNNKSWMESEFRVYSSAN^TFEYVSQ
PFLMDLEGKQGNFKNLREFVFKNIDGYFKIYSKHTPINLVRDLP

QGFSALEPLVDLPIGI01TRFQTLLALHRSYLTPGDSSSGWTAG
AAAYYVGYLQPRTFLLKYNENGTITDAVDCALDPLSETKCTL

KSFTVEKGIYQTSNFRVQP@E@IVRFP0ITNLCPFGEVF^TRF
ASVYAWNRKRISNCVADYSVLYNSASFSTFKCYGVSPTKLND

LCFTNVYADSFVIRGDEVRQIAPGQTGKIADYNYKLPDDFTGC

VIAWNSNNLDSKVGGNYNYLYRLFRKSNLKPFERDISTEIYQA

GSTPCNGVEGFNCYFPLQSYGFQPTNGVGYQPYRVVVLSFELL
HAPATVCGPKKSTNLVKNKCVNFNFNGLTGTGVLTESNKKFL

PFQQFGRDIADTTDAVRDPQTLEILDITPCSFGGVSVITPGTNTS

NQVAVLYQDVNCTEVPVAIHADQLTPTWRVYSTGSNVFQTRA

GCLIGAEHVNNSYECDIPIGAGICASYQTQTNSPRRARSVASQS
IIAYTMSLGAENSVAYSNNSIAIPTNFTISVTTEILPVSMTKTSV

DCTMYICGDSTECSNLLLQYGSFCTQLNRALTGIAVEQDKNTQ
EVFAQVKQIYKTPPIKDFGGFNFSQILPDPSKPSKRSFIEDLLFN

KVTLADAGFIKQYGDCLGDIAARDLICAQKFNGLTVLPPLLTD
EMIAQYTSALLAGTITSGWTFGAGAALQIPFAMQMAYRFNGIG

VTQNVLYENQKLIANQFNSAIGKIQDSLSSTASALGKLQDWN
QNAQALNTLVKQLSSNFGAISSVLNDILSRLDPPEAEVQIDRLIT

GRLQSLQTYVTQQLIRAAEIRASANLAATKMSECVLGQSKRV

DFCGKGYHLMSFPQSAPHGVVFLHVTYVPAQEKNFTTAPAIC
HDGKAHFPREGVFVSNGTHWFVTQRNFYEPQIITTDNTFVSGN
CDWIGIVNNTVYDPLQPELDSFKEELDKYFKNHTSPDVDLGD

ISGINASWNIQKEIDRLNEVAKNLNESLIDLQELGKYEQYIKW
PWYIWLGFIAGLIAIVMVTIMLCCMTSCCSCLKGCCSCGSCCK

5

10

15

ID de SEC NO: 14

Secuencia proteica de S-
(deg-RBD-122-165-234)
para la cepa Wuhan
(desde el extremo N-
terminal hasta el extremo

C-terminal)
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FDEDDSEPVLKGVKLHYT

IDdeSEC NO: 15

Secuencia de ácido

nucleico de WT S (cepa
Delta) (desde el extremo
5’ al extremo 3’)

atgttcgtcttcctggtcctgctgcctctggtctcctcacagtgcgtcaatctgcgaactcggactcag
ctgccacctgcttatactaatagcttcaccagaggcgtgtactatcctgacaaggtgtttagaagctcc

gtgctgcactctacacaggatctgtttctgccattctttagcaacgtgacctggttccacgccatccac

gtgagcggcaccaatggcacaaagcggttcgacaatcccgtgctgccttttaacgatggcgtgtact

tcgcctctatcgagaagagcaacatcatcagaggctggatctttggcaccacactggactccaaga

cacagtctctgctgatcgtgaacaatgccaccaacgtggtcatcaaggtgtgcgagttccagttttgt

aatgatcccttcctggacgtgtactatcacaagaacaataagagctggatggagtccggagtgt attc

tagcgccaacaactgcacatttgagtacgtgagccagcctttcctgatggacctggagggcaagca

gggcaatttcaagaacctgagggagttcgtgtttaagaatatcgacggctacttcaaaatctac tctaa

gcacacccccatcaacctggtgcgcgacctgcctcagggcttcagcgccctggagcccctggtg g
atctgcctatcggcatcaacatcacccggtttcagacactgctggccctgcacagaagctacctgac

acccggcgactcctctagcggatggaccgccggcgctgccgcctactatgtgggctacctccagc

cccggaccttcctgctgaagtacaacgagaatggcaccatcacagacgcagtggattgcgccctg

gaccccctgagcgagacaaagtgtacactgaagtcctttaccgtggagaagggcatctatcagaca

tccaatttcagggtgcagccaaccgagtctatcgtgcgctttcctaatatcacaaacctgtgcccattt

ggcgaggtgttcaacgcaacccgcttcgccagcgtgtacgcctggaataggaagcggatcagca

actgcgtggccgactatagcgtgctgtacaactccgcctctttcagcacctttaagtgctatggcgtgt

cccccacaaagctgaatgacctgtgctttaccaacgtctacgccgattctttcgtgatcaggggcga

cgaggtgcgccagatcgcccccggccagacaggcaagatcgcagactacaattataagctgcca

gacgatttcaccggctgcgtgatcgcctggaacagcaacaatctggattccaaagtgggcggca a

ctacaattatcggtaccggctgtttagaaagagcaatctgaagcccttcgagagggacatctctaca

gaaatctaccaggccggcagcaagccttgcaatggcgtggagggctttaactgttatttcccac tcc

agtcctacggcttccagcccacaaacggcgtgggctatcagccttaccgcgtggtggtgctgagct

ttgagctgctgcacgccccagcaacagtgtgcggccccaagaagtccaccaatctggtgaagaac

aagtgcgtgaacttcaacttcaacggcctgaccggcacaggcgtgctgaccgagtccaacaaga a

gttcctgccatttcagcagttcggcagggacatcgcagataccacagacgccgtgcgcgacccac

agaccctggagatcctggacatcacaccctgctctttcggcggcgtgagcgtgatcacacccggca

ccaatacaagcaaccaggtggccgtgctgtatcagggcgtgaattgtaccgaggtgcccgtggc ta

tccacgccgatcagctgaccccaacatggcgggtgtacagcaccggctccaacgtcttccagac a

agagccggatgcctgatcggagcagagcacgtgaacaattcctatgagtgcgacatcccaatcg g

cgccggcatctgtgcctcttaccagacccagacaaactctcgcagaagagcccggagcgtggcc t

cccagtctatcatcgcctataccatgtccctgggcgccgagaacagcgtggcctactctaacaatag

catcgccatcccaaccaacttcacaatctctgtgaccacagagatcctgcccgtgtccatgaccaag

acatctgtggactgcacaatgtatatctgtggcgattctaccgagtgcagcaacctgctgctcc agta

cggcagcttttgtacccagctgaatagagccctgacaggcatcgccgtggagcaggataagaaca

cacaggaggtgttcgcccaggtgaagcaaatctacaagaccccccctatcaaggactttggcggct

tcaatttttcccagatcctgcctgatccatccaagccttctaagcggagctttatcgaggacctgctgtt

caacaaggtgaccctggccgatgccggcttcatcaagcagtatggcgattgcctgggcgacatcg

cagccagggacctgatctgcgcccagaagtttaatggcctgaccgtgctgccacccctgctgacag

atgagatgatcgcacagtacacaagcgccctgctggccggcaccatcacatccggatggacctt c

ggcgcaggagccgccctccagatcccctttgccatgcagatggcctataggttcaacggcatcgg

cgtgacccagaatgtgctgtacgagaaccagaagctgatcgccaatcagtttaactccgccatcgg

caagatccaggacagcctgtcctctacagccagcgccctgggcaagctccagaatgtggtgaat c

agaacgcccaggccctgaataccctggtgaagcagctgagcagcaacttcggcgccatctctagc

gtgctgaatgacatcctgagccggctggacaaggtggaggcagaggtgcagatcgaccggctga

tcaccggccggctccagagcctccagacctatgtgacacagcagctgatcagggccgccgagat

cagggccagcgccaatctggcagcaaccaagatgtccgagtgcgtgctgggccagtctaagaga
gtggacttttgtggcaagggctatcacctgatgtccttccctcagtctgccccacacggcgtgg tgttt

ctgcacgtgacctacgtgcccgcccaggagaagaacttcaccacagcccctgccatctgccacga

tggcaaggcccactttccaagggagggcgtgttcgtgtccaacggcacccactggtttgtgaca ca

gcgcaatttctacgagccccagatcatcaccacagacaacaccttcgtgagcggcaactgtgac gt
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ggtcatcggcatcgtgaacaataccgtgtatgatccactccagcccgagctggacagctttaag ga

ggagctggataagtatttcaagaatcacacctcccctgacgtggatctgggcgacatcagcggcat

caatgcctccgtggtgaacatccagaaggagatcgaccgcctgaacgaggtggctaagaatctga

acgagagcctgatcgacctccaggagctgggcaagtatgagcagtacatcaagtggccctggta c

atctggctgggcttcatcgccggcctgatcgccatcgtgatggtgaccatcatgctgtgctgtatgac

atcctgctgttcttgcctgaagggctgctgtagctgtggctcctgctgtaagtttgacgaggat gactc

tgaacctgtgctgaagggcgtgaagctgcattacacctaa

MFVFLVLLPLVSSQCVNLRTRTQLPPAYTNSFTRGVYYPDKVF

RSSVLHSTQDLFLPFFSNVTWFHAIHVSGTNGTKRFDNPVLPFN

DGVYFASIEKSNIIRGWIFGTTLDSKTQSLLIVNNATNWIKVCE

FQFCNDPFLDVYYHKNNKSWMESGVYSSANNCTFEYVSQPFL

MDLEGKQGNFKNLREFVFKNIDGYFKIYSKHTPINLVRDLPQG

FSALEPLVDLPIGINITRFQTLLALHRSYLTPGDSSSGWTAGAA

AYYVGYLQPRTFLLKYNENGTITDAVDCALDPLSETKCTLKSF

TVEKGIYQTSNFRVQPTESIVRFPNITNLCPFGEVFNATRFASVY
AWNRKRISNCVADYSVLYNSASFSTFKCYGVSPTKLNDLCFTN

VYADSFVIRGDEVRQIAPGQTGKIADYNYKLPDDFTGCVIAWN

SNNLDSKVGGNYNYRYRLFRKSNLKPFERDISTEIYQAGSKPC

NGVEGFNCYFPLQSYGFQPTNGVGYQPYRVVVLSFELLHAPA

TVCGPKKSTNLVKNKCVNFNFNGLTGTGVLTESNKKFLPFQQ

FGRDIADTTDAVRDPQTLEILDITPCSFGGVSVITPGTNTSNQV

AVLYQGVNCTEVPVAIHADOLTPTWRVYSTGSNVFQTRAGCL

IGAEHVNNSYECDIPIGAGICASYQTQTNSRRRARSVASOSIIAY
TMSLGAENSVAYSNNSIAIPTNFTISVTTEILPVSMTKTSVDCT

MYICGDSTECSNLLLQYGSFCTQLNRALTGIAVEQDKNTQEVF

AQVKQIYKTPPIKDFGGFNFSQILPDPSKPSKRSFIEDLLFNKVT

LADAGFIKQYGDCLGDIAARDLICAQKFNGLTVLPPLLTDEMI

AQYTSALLAGTITSGWTFGAGAALQIPFAMQMAYRFNGIGVT

QNVLYENQKLIANQFNSAIGKIQDSLSSTASALGKLQNVVNQN

AQALNTLVKQLSSNFGAISSVLNDILSRLDKVEAEVQIDRLITG

RLQSLQTYVTQQLIRAAEIRASANLAATKMSECVLGQSKRVDF

CGKGYHLMSFPQSAPHGVVFLHVTYVPAQEKNFTTAPAICHD

GKAHFPREGVFVSNGTHWFVTQRNFYEPQIITTDNTFVSGNCD
VVIGIVNNTVYDPLQPELDSFKEELDKYFKNHTSPDVDLGDISG

INASVVNIQKEIDRLNEVAKNLNESLIDLQELGKYEQYIKWPW
YIWLGFIAGLIAIVMVTIMLCCMTSCCSCLKGCCSCGSCCKFDE

DDSEPVLKGVKLHYT

5

IDdeSEC NO: 16

Secuencia proteica de WT

S (cepa Deita) (desde ei
extremo N-terminai hasta

ei extremo C-terminal)

10

^5
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IDdeSEC NO: 17

Secuencia de ácido

nucleico de WT S (cepa
S-2P de Wuhan) (desde
ei extremo 5’ al extremo

atgttcgtcttcctggtcctgctgcctctggtctcctcacagtgcgtcaatctgacaactcggactcag

ctgccacctgcttatactaatagcttcaccagaggcgtgtactatcctgacaaggtgtttagaagctcc

gtgctgcactctacacaggatctgtttctgccattctttagcaacgtgacctggttccacgccatccac

gtgagcggcaccaatggcacaaagcggttcgacaatcccgtgctgccttttaacgatggcgtgtact

tcgcctctaccgagaagagcaacatcatcagaggctggatctttggcaccacactggactccaaga

cacagtctctgctgatcgtgaacaatgccaccaacgtggtcatcaaggtgtgcgagttccagttttgt

aatgatcccttcctgggcgtgtactatcacaagaacaataagagctggatggagtccgagtttagag

tgtattctagcgccaacaactgcacatttgagtacgtgagccagcctttcctgatggacctggaggg

caagcagggcaatttcaagaacctgagggagttcgtgtttaagaatatcgacggctacttcaaaatct

actctaagcacacccccatcaacctggtgcgcgacctgcctcagggcttcagcgccctggagcc c

ctggtggatctgcctatcggcatcaacatcacccggtttcagacactgctggccctgcacagaagct

acctgacacccggcgactcctctagcggatggaccgccggcgctgccgcctactatgtgggctac

ctccagccccggaccttcctgctgaagtacaacgagaatggcaccatcacagacgcagtggattg

cgccctggaccccctgagcgagacaaagtgtacactgaagtcctttaccgtggagaagggcatc ta

tcagacatccaatttcagggtgcagccaaccgagtctatcgtgcgctttcctaatatcacaaacctgt

3’)

30

35



35
95

gcccatttggcgaggtgttcaacgcaacccgcttcgccagcgtgtacgcctggaataggaagcgg

atcagcaactgcgtggccgactatagcgtgctgtacaactccgcctctttcagcacctttaagtgctat

ggcgtgtcccccacaaagctgaatgacctgtgctttaccaacgtctacgccgattctttcgtgatcag

gggcgacgaggtgcgccagatcgcccccggccagacaggcaagatcgcagactacaattataa

gctgccagacgatttcaccggctgcgtgatcgcctggaacagcaacaatctggattccaaagtggg

cggcaactacaattatctgtaccggctgtttagaaagagcaatctgaagcccttcgagagggac atc

tctacagaaatctaccaggccggcagcaccccttgcaatggcgtggagggctttaactgttatttccc

actccagtcctacggcttccagcccacaaacggcgtgggctatcagccttaccgcgtggtggtgct

gagctttgagctgctgcacgccccagcaacagtgtgcggccccaagaagtccaccaatctggtg a

agaacaagtgcgtgaacttcaacttcaacggcctgaccggcacaggcgtgctgaccgagtccaac

aagaagttcctgccatttcagcagttcggcagggacatcgcagataccacagacgccgtgcgcga

cccacagaccctggagatcctggacatcacaccctgctctttcggcggcgtgagcgtgatcaca cc

cggcaccaatacaagcaaccaggtggccgtgctgtatcaggacgtgaattgtaccgaggtgcccg

tggctatccacgccgatcagctgaccccaacatggcgggtgtacagcaccggctccaacgtctt cc

agacaagagccggatgcctgatcggagcagagcacgtgaacaattcctatgagtgcgacatccca

atcggcgccggcatctgtgcctcttaccagacccagacaaactctcccagaagagcccggagcgt

ggcctcccagtctatcatcgcctataccatgtccctgggcgccgagaacagcgtggcctactctaac

aatagcatcgccatcccaaccaacttcacaatctctgtgaccacagagatcctgcccgtgtccatga

ccaagacatctgtggactgcacaatgtatatctgtggcgattctaccgagtgcagcaacctgct gctc

cagtacggcagcttttgtacccagctgaatagagccctgacaggcatcgccgtggagcaggataa

gaacacacaggaggtgttcgcccaggtgaagcaaatctacaagaccccccctatcaaggactttg

gcggcttcaatttttcccagatcctgcctgatccatccaagccttctaagcggagctttatcgaggacc

tgctgttcaacaaggtgaccctggccgatgccggcttcatcaagcagtatggcgattgcctgggcg

acatcgcagccagggacctgatctgcgcccagaagtttaatggcctgaccgtgctgccacccctgc

tgacagatgagatgatcgcacagtacacaagcgccctgctggccggcaccatcacatccggatgg

accttcggcgcaggagccgccctccagatcccctttgccatgcagatggcctataggttcaacg gc

atcggcgtgacccagaatgtgctgtacgagaaccagaagctgatcgccaatcagtttaactccgcc

atcggcaagatccaggacagcctgtcctctacagccagcgccctgggcaagctccaggatgtggt

gaatcagaacgcccaggccctgaataccctggtgaagcagctgagcagcaacttcggcgccatc t

ctagcgtgctgaatgacatcctgagccggctggac|ccgccg|gaggcagaggtgcagatcgaccg
gctgatcaccggccggctccagagcctccagacctatgtgacacagcagctgatcagggccgcc

gagatcagggccagcgccaatctggcagcaaccaagatgtccgagtgcgtgctgggccagtcta

agagagtggacttttgtggcaagggctatcacctgatgtccttccctcagtctgccccacacgg cgt

ggtgtttctgcacgtgacctacgtgcccgcccaggagaagaacttcaccacagcccctgccatc tg

ccacgatggcaaggcccactttccaagggagggcgtgttcgtgtccaacggcacccactggttt gt

gacacagcgcaatttctacgagccccagatcatcaccacagacaacaccttcgtgagcggcaac t

gtgacgtggtcatcggcatcgtgaacaataccgtgtatgatccactccagcccgagctggacagctt

taaggaggagctggataagtatttcaagaatcacacctcccctgacgtggatctgggcgacatcag

cggcatcaatgcctccgtggtgaacatccagaaggagatcgaccgcctgaacgaggtggctaaga

atctgaacgagagcctgatcgacctccaggagctgggcaagtatgagcagtacatcaagtggccc

tggtacatctggctgggcttcatcgccggcctgatcgccatcgtgatggtgaccatcatgctgt gctg

tatgacatcctgctgttcttgcctgaagggctgctgtagctgtggctcctgctgtaagtttgacgagga

tgactctgaacctgtgctgaagggcgtgaagctgcattacacctaa

5

10

20

25

IDdeSEC NO: 18

Secuencia proteica de WT

S (cepa S-2P de Wuhan)
(desde el extremo N-
terminal hasta el extremo

C-terminai)

MFVFLVLLPLVSSQCVNLTTRTQLPPAYTNSFTRGVYYPDKVF
RSSVLHSTQDLFLPFFSNVTWFHAIHVSGTNGTKRFDNPVLPFN

DGVYFASTEKSNIIRGWIFGTTLDSKTQSLLIVNNATNVVIKVC

EFQFCNDPFLGVYYHKNNKSWMESEFRVYSSANNCTFEYVSQ
PFLMDLEGKQGNFKNLREFVFKNIDGYFKIYSKHTPINLVRDLP

QGFSALEPLVDLPIGINITRFQTLLALHRSYLTPGDSSSGWTAG
AAAYYVGYLQPRTFLLKYNENGTITDAVDCALDPLSETKCTL

KSFTVEKGIYQTSNFRVQPTESIVRFPNITNLCPFGEVFNATRFA
SVYAWNRKRISNCVADYSVLYNSASFSTFKCYGVSPTKLNDL

30
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CFTNVYADSFVIRGDEVRQIAPGQTGKIADYNYKLPDDFTGCV

lAWNSNNLDSKVGGNYNYLYRLFRKSNLKPFERDISTEIYQAG
STPCNGVEGFNCYFPLQSYGFQPTNGVGYQPYRVWLSFELLH
APATVCGPKKSTNLVKNKCVNFNFNGLTGTGVLTESNKKFLP

FQQFGRDIADTTDAVRDPQTLEILDITPCSFGGVSVITPGTNTSN

QVAVLYQDVNCTEVPVAIHADQLTPTWRVYSTGSNVFQTRAG

CLIGAEHVNNSYECDIPIGAGICASYQTQTNSPRRARSVASQSII
AYTMSLGAENSVAYSNNSIAIPTNFTISVTTEILPVSMTKTSVD

CTMYICGDSTECSNLLLQYGSFCTQLNRALTGIAVEQDKNTQE

VFAQVKQIYKTPPIKDFGGFNFSQILPDPSKPSKRSFIEDLLFNK

VTLADAGFIKQYGDCLGDIAARDLICAQKFNGLTVLPPLLTDE

MIAQYTSALLAGTITSGWTFGAGAALQIPFAMQMAYRFNGIG
VTQNVLYENQKLIANQFNSAIGKIQDSLSSTASALGKLQDVVN

Onaqalntlvkqlssnfgaissvlndilsrld1pp]eaevqidrli
TGRLQSLQTYVTQQLIRAAEIRASANLAATKMSECVLGQSKRV

DFCGKGYHLMSFPQSAPHGVVFLHVTYVPAQEKNFTTAPAIC

HDGKAHFPREGVFVSNGTHWFVTQRNFYEPQIITTDNTFVSGN

CDVVIGIVNNTVYDPLQPELDSFKEELDKYFKNHTSPDVDLGD

ISGINASVVNIQKEIDRLNEVAKNLNESLIDLQELGKYEQYIKW
PWYIWLGFIAGLIAIVMVTIMLCCMTSCCSCLKGCCSCGSCCK

FDEDDSEPVLKGVKLHYT

5

10

^5 IDdeSEC NO: 19

Secuencia de ácido

nucleico de WT S (cepa
Delta S-2P) (desde el
extremo 5’ al extremo 3')

atgttcgtcttcctggtcctgctgcctctggtctcctcacagtgcgtcaatctgcgaactcggactcag

ctgccacctgcttatactaatagcttcaccagaggcgtgtactatcctgacaaggtgtttagaagctcc

gtgctgcactctacacaggatctgtttctgccattctttagcaacgtgacctggttccacgccatccac

gtgagcggcaccaatggcacaaagcggttcgacaatcccgtgctgccttttaacgatggcgtgt act

tcgcctctatcgagaagagcaacatcatcagaggctggatctttggcaccacactggactccaaga

cacagtctctgctgatcgtgaacaatgccaccaacgtggtcatcaaggtgtgcgagttccagttttgt

aatgatcccttcctggacgtgtactatcacaagaacaataagagctggatggagtccggagtgt attc

tagcgccaacaactgcacatttgagtacgtgagccagcctttcctgatggacctggagggcaagca

gggcaatttcaagaacctgagggagttcgtgtttaagaatatcgacggctacttcaaaatctactctaa

gcacacccccatcaacctggtgcgcgacctgcctcagggcttcagcgccctggagcccctggtgg

atctgcctatcggcatcaacatcacccggtttcagacactgctggccctgcacagaagctacctgac

acccggcgactcctctagcggatggaccgccggcgctgccgcctactatgtgggctacctccagc

cccggaccttcctgctgaagtacaacgagaatggcaccatcacagacgcagtggattgcgccctg

gaccccctgagcgagacaaagtgtacactgaagtcctttaccgtggagaagggcatctatcagaca

tccaatttcagggtgcagccaaccgagtctatcgtgcgctttcctaatatcacaaacctgtgcccattt

ggcgaggtgttcaacgcaacccgcttcgccagcgtgtacgcctggaataggaagcggatcagca

actgcgtggccgactatagcgtgctgtacaactccgcctctttcagcacctttaagtgctatggcgtgt

cccccacaaagctgaatgacctgtgctttaccaacgtctacgccgattctttcgtgatcagggg cga

cgaggtgcgccagatcgcccccggccagacaggcaagatcgcagactacaattataagctgcca

gacgatttcaccggctgcgtgatcgcctggaacagcaacaatctggattccaaagtgggcggca a

ctacaattatcggtaccggctgtttagaaagagcaatctgaagcccttcgagagggacatctctaca

gaaatctaccaggccggcagcaagccttgcaatggcgtggagggctttaactgttatttcccac tcc

agtcctacggcttccagcccacaaacggcgtgggctatcagccttaccgcgtggtggtgctgagct

ttgagctgctgcacgccccagcaacagtgtgcggccccaagaagtccaccaatctggtgaagaac

aagtgcgtgaacttcaacttcaacggcctgaccggcacaggcgtgctgaccgagtccaacaagaa

gttcctgccatttcagcagttcggcagggacatcgcagataccacagacgccgtgcgcgacccac

agaccctggagatcctggacatcacaccctgctctttcggcggcgtgagcgtgatcacacccggca

ccaatacaagcaaccaggtggccgtgctgtatcagggcgtgaattgtaccgaggtgcccgtggc ta

tccacgccgatcagctgaccccaacatggcgggtgtacagcaccggctccaacgtcttccagac a

agagccggatgcctgatcggagcagagcacgtgaacaattcctatgagtgcgacatcccaatcg g

cgccggcatctgtgcctcttaccagacccagacaaactctcgcagaagagcccggagcgtggcc t
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cccagtctatcatcgcctataccatgtccctgggcgccgagaacagcgtggcctactctaacaa tag

catcgccatcccaaccaacttcacaatctctgtgaccacagagatcctgcccgtgtccatgaccaag

acatctgtggactgcacaatgtatatctgtggcgattctaccgagtgcagcaacctgctgctcc agta

cggcagcttttgtacccagctgaatagagccctgacaggcatcgccgtggagcaggataagaac a

cacaggaggtgttcgcccaggtgaagcaaatctacaagaccccccctatcaaggactttggcggct

tcaatttttcccagatcctgcctgatccatccaagccttctaagcggagctttatcgaggacctgctgtt

caacaaggtgaccctggccgatgccggcttcatcaagcagtatggcgattgcctgggcgacatcg

cagccagggacctgatctgcgcccagaagtttaatggcctgaccgtgctgccacccctgctgacag

atgagatgatcgcacagtacacaagcgccctgctggccggcaccatcacatccggatggacctt c

ggcgcaggagccgccctccagatcccctttgccatgcagatggcctataggttcaacggcatcgg

cgtgacccagaatgtgctgtacgagaaccagaagctgatcgccaatcagtttaactccgccatcgg

caagatccaggacagcctgtcctctacagccagcgccctgggcaagctccagaatgtggtgaatc

agaacgcccaggccctgaataccctggtgaagcagctgagcagcaacttcggcgccatctctagc

gtgctgaatgacatcctgagccggctggac[ccgccg|gaggcagaggtgcagatcgaccggctg
atcaccggccggctccagagcctccagacctatgtgacacagcagctgatcagggccgccgaga

tcagggccagcgccaatctggcagcaaccaagatgtccgagtgcgtgctgggccagtctaagag

agtggacttttgtggcaagggctatcacctgatgtccttccctcagtctgccccacacggcgtggtgt

ttctgcacgtgacctacgtgcccgcccaggagaagaacttcaccacagcccctgccatctgccacg

atggcaaggcccactttccaagggagggcgtgttcgtgtccaacggcacccactggtttgtgacac

agcgcaatttctacgagccccagatcatcaccacagacaacaccttcgtgagcggcaactgtga cg

tggtcatcggcatcgtgaacaataccgtgtatgatccactccagcccgagctggacagctttaagga

ggagctggataagtatttcaagaatcacacctcccctgacgtggatctgggcgacatcagcggc at

caatgcctccgtggtgaacatccagaaggagatcgaccgcctgaacgaggtggctaagaatctga

acgagagcctgatcgacctccaggagctgggcaagtatgagcagtacatcaagtggccctggtac

atctggctgggcttcatcgccggcctgatcgccatcgtgatggtgaccatcatgctgtgctgtatgac

atcctgctgttcttgcctgaagggctgctgtagctgtggctcctgctgtaagtttgacgaggatgactc
tgaacctgtgctgaagggcgtgaagctgcattacacctaa

5

10
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ID de SEC NO: 20

Secuencia proteica de WT
S (cepa Delta S-2P)
(desde el extremo N-
terminal hasta el extremo

C-terminal)

MFVFLVLLPLVSSQCVNLRTRTQLPPAYTNSFTRGVYYPDKVF
RSSVLHSTQDLFLPFFSNVTWFHAIHVSGTNGTKRFDNPVLPFN

DGVYFASIEKSNIIRGWIFGTTLDSKTQSLLIVNNATNVVIKVCE

FQFCNDPFLDVYYHKNNKSWMESGVYSSANNCTFEYVSQPFL
MDLEGKQGNFKNLREFVFKNIDGYFKIYSKHTPINLVRDLPQG
FSALEPLVDLPIGINITRFQTLLALHRSYLTPGDSSSGWTAGAA
AYYVGYLQPRTFLLKYNENGTITDAVDCALDPLSETKCTLKSF

TVEKGIYQTSNFRVQPTESIVRFPNITNLCPFGEVFNATRFASVY
AWNRKRISNCVADYSVLYNSASFSTFKCYGVSPTKLNDLCFTN

VYADSFVIRGDEVRQIAPGQTGKIADYNYKLPDDFTGCVIAWN

SNNLDSKVGGNYNYRYRLFRKSNLKPFERDISTEIYQAGSKPC
NGVEGFNCYFPLQSYGFQPTNGVGYQPYRVVVLSFELLHAPA

TVCGPKKSTNLVKNKCVNFNFNGLTGTGVLTESNKKFLPFQQ
FGRDIADTTDAVRDPQTLEILDITPCSFGGVSVITPGTNTSNQV
AVLYQGVNCTEVPVAIHADQLTPTWRVYSTGSNVFQTRAGCL
IGAEHVNNSYECDIPIGAGICASYQTQTNSRRRARSVASQSIIAY
TMSLGAENSVAYSNNSIAIPTNFTISVTTEILPVSMTKTSVDCT

MYICGDSTECSNLLLQYGSFCTQLNRALTGIAVEQDKNTQEVF
AQVKQIYKTPPIKDFGGFNFSQILPDPSKPSKRSFIEDLLFNKVT

LADAGFIKQYGDCLGDIAARDLICAQKFNGLTVLPPLLTDEMI

AQYTSALLAGTITSGWTFGAGAALQIPFAMQMAYRFNGIGVT
QNVLYENQKLIANQFNSAIGKIQDSLSSTASALGKLQNWNQN

aqalntlvkqlssnfgaissvlndilsrldUeaevqidrlitgr
LQSLQTYVTQQLIRAAEIRASANLAATKMSECVLGQSKRVDFC
GKGYHLMSFPQSAPHGVVFLHVTYVPAQEKNFTTAPAICHDG
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KAHFPREGVFVSNGTHWFVTQRNFYEPQIITTDNTFVSGNCDV
VIGIVNNTVYDPLQPELDSFKEELDKYFKNHTSPDVDLGDISGI

NASWNIQKEIDRLNEVAKNLNESLIDLQELGKYEQYIKWPWY
IWLGFIAGLIAIVMVTIMLCCMTSCCSCLKGCCSCGSCCKFDED

DSEPVLKGVKLHYT

IDdeSEC NO: 21

Secuencia de ácido

nucleico de S-(deg-RBD)
para la cepa Delta (desde
el extremo 5’ al extremo

atgttcgtcttcctggtcctgctgcctctggtctcctcacagtgcgtcaatctgcgaactcggactcag

ctgccacctgcttatactaatagcttcaccagaggcgtgtactatcctgacaaggtgtttagaagctcc

gtgctgcactctacacaggatctgtttctgccattctttagcaacgtgacctggttccacgccatccac

gtgagcggcaccaatggcacaaagcggttcgacaatcccgtgctgccttttaacgatggcgtgtact

tcgcctctatcgagaagagcaacatcatcagaggctggatctttggcaccacactggactccaaga

cacagtctctgctgatcgtgaacaatgccaccaacgtggtcatcaaggtgtgcgagttccagttttgt

aatgatcccttcctggacgtgtactatcacaagaacaataagagctggatggagtccggagtgt attc

tagcgccaacaactgcacatttgagtacgtgagccagcctttcctgatggacctggagggcaagca

gggcaatttcaagaacctgagggagttcgtgtttaagaatatcgacggctacttcaaaatctac tctaa

gcacacccccatcaacctggtgcgcgacctgcctcagggcttcagcgccctggagcccctggtgg
atctgcctatcggcatcaacatcacccggtttcagacactgctggccctgcacagaagctacctgac

acccggcgactcctctagcggatggaccgccggcgctgccgcctactatgtgggctacctccagc

cccggaccttcctgctgaagtacaacgagaatggcaccatcacagacgcagtggattgcgccctg

gaccccctgagcgagacaaagtgtacactgaagtcctttaccgtggagaagggcatctatcagaca

tccaatttcagggtgcagccagccgaggcgatcgtgcgctttcctgaaatcacaaacctgtgcc cat

ttggcgaggtgttcgaggcaacccgcttcgccagcgtgtacgcctggaataggaagcggatcagc

aactgcgtggccgactatagcgtgctgtacaactccgcctctttcagcacctttaagtgctatggcgt

gtcccccacaaagctgaatgacctgtgctttaccaacgtctacgccgattctttcgtgatcaggggcg

acgaggtgcgccagatcgcccccggccagacaggcaagatcgcagactacaattataagctgcc

agacgatttcaccggctgcgtgatcgcctggaacagcaacaatctggattccaaagtgggcggca

actacaattatcggtaccggctgtttagaaagagcaatctgaagcccttcgagagggacatctctac

agaaatctaccaggccggcagcaagccttgcaatggcgtggagggctttaactgttatttccca ctc

cagtcctacggcttccagcccacaaacggcgtgggctatcagccttaccgcgtggtggtgctgagc

tttgagctgctgcacgccccagcaacagtgtgcggccccaagaagtccaccaatctggtgaagaa

caagtgcgtgaacttcaacttcaacggcctgaccggcacaggcgtgctgaccgagtccaacaaga

agttcctgccatttcagcagttcggcagggacatcgcagataccacagacgccgtgcgcgaccca

cagaccctggagatcctggacatcacaccctgctctttcggcggcgtgagcgtgatcacacccggc

accaatacaagcaaccaggtggccgtgctgtatcagggcgtgaattgtaccgaggtgcccgtgg ct

atccacgccgatcagctgaccccaacatggcgggtgtacagcaccggctccaacgtcttccaga c

aagagccggatgcctgatcggagcagagcacgtgaacaattcctatgagtgcgacatcccaatc g

gcgccggcatctgtgcctcttaccagacccagacaaactctcgcagaagagcccggagcgtggc

ctcccagtctatcatcgcctataccatgtccctgggcgccgagaacagcgtggcctactctaac aat

agcatcgccatcccaaccaacttcacaatctctgtgaccacagagatcctgcccgtgtccatgacca

agacatctgtggactgcacaatgtatatctgtggcgattctaccgagtgcagcaacctgctgctccag

tacggcagcttttgtacccagctgaatagagccctgacaggcatcgccgtggagcaggataaga a

cacacaggaggtgttcgcccaggtgaagcaaatctacaagaccccccctatcaaggactttggc g

gcttcaatttttcccagatcctgcctgatccatccaagccttctaagcggagctttatcgaggacctgct

gttcaacaaggtgaccctggccgatgccggcttcatcaagcagtatggcgattgcctgggcgac at

cgcagccagggacctgatctgcgcccagaagtttaatggcctgaccgtgctgccacccctgctgac

agatgagatgatcgcacagtacacaagcgccctgctggccggcaccatcacatccggatggacc t

tcggcgcaggagccgccctccagatcccctttgccatgcagatggcctataggttcaacggcat cg
gcgtgacccagaatgtgctgtacgagaaccagaagctgatcgccaatcagtttaactccgccatcg

gcaagatccaggacagcctgtcctctacagccagcgccctgggcaagctccagaatgtggtgaa t

cagaacgcccaggccctgaataccctggtgaagcagctgagcagcaacttcggcgccatctctag

cgtgctgaatgacatcctgagccggctggacaaggtggaggcagaggtgcagatcgaccggctg
atcaccggccggctccagagcctccagacctatgtgacacagcagctgatcagggccgccgaga
tcagggccagcgccaatctggcagcaaccaagatgtccgagtgcgtgctgggccagtctaagag

5

3')

10

#5

20

25

30

35



99

agtggacttttgtggcaagggctatcacctgatgtccttccctcagtctgccccacacggcgtggtgt

ttctgcacgtgacctacgtgcccgcccaggagaagaacttcaccacagcccctgccatctgccacg

atggcaaggcccactttccaagggagggcgtgttcgtgtccaacggcacccactggtttgtgacac

agcgcaatttctacgagccccagatcatcaccacagacaacaccttcgtgagcggcaactgtgacg

tggtcatcggcatcgtgaacaataccgtgtatgatccactccagcccgagctggacagctttaagga

ggagctggataagtatttcaagaatcacacctcccctgacgtggatctgggcgacatcagcggc at

caatgcctccgtggtgaacatccagaaggagatcgaccgcctgaacgaggtggctaagaatctga

acgagagcctgatcgacctccaggagctgggcaagtatgagcagtacatcaagtggccctggtac

atctggctgggcttcatcgccggcctgatcgccatcgtgatggtgaccatcatgctgtgctgtatgac

atcctgctgttcttgcctgaagggctgctgtagctgtggctcctgctgtaagtttgacgaggatgactc

tgaacctgtgctgaagggcgtgaagctgcattacacctaa

MFVFLVLLPLVSSQCVNLRTRTQLPPAYTNSFTRGVYYPDKVF

RSSVLHSTQDLFLPFFSNVTWFHAIHVSGTNGTKRFDNPVLPFN

DGVYFASIEKSNIIRGWIFGTTLDSKTQSLLIVNNATNVVIKVCE

FQFCNDPFLDVYYHKNNKSWMESGVYSSANNCTFEYVSQPFL

MDLEGKQGNFKNLREFVFKNIDGYFKIYSKHTPINLVRDLPQG
FSALEPLVDLPIGINITRFQTLLALHRSYLTPGDSSSGWTAGAA

AYYVGYLQPRTFLLKYNENGTITDAVDCALDPLSETKCTLKSF

TVEKGIYQTSNFRVQPAEAIVRFPQITNLCPFGEVFQATRFASV
YAWNRKRISNCVADYSVLYNSASFSTFKCYGVSPTKLNDLCFT

NVYADSFVIRGDEVRQIAPGQTGKIADYNYKLPDDFTGCVIAW

NSNNLDSKVGGNYNYRYRLFRKSNLKPFERDISTEIYQAGSKP

CNGVEGFNCYFPLQSYGFQPTNGVGYQPYRVVVLSFELLHAP

ATVCGPKKSTNLVKNKCVNFNFNGLTGTGVLTESNKKFLPFQ
QFGRDIADTTDAVRDPQTLEILDITPCSFGGVSVITPGTNTSNQ
VAVLYQGVNCTEVPVAIHADQLTPTWRVYSTGSNVFQTRAGC

LIGAEHVNNSYECDIPIGAGICASYQTQTNSRRRARSVASQSIIA
YTMSLGAENSVAYSNNSIAIPTNFTISVTTEILPVSMTKTSVDCT

MYICGDSTECSNLLLQYGSFCTQLNRALTGIAVEQDKNTQEVF
AQVKQIYKTPPIKDFGGFNFSQILPDPSKPSKRSFIEDLLFNKVT

LADAGFIKQYGDCLGDIAARDLICAQKFNGLTVLPPLLTDEMI

AQYTSALLAGTITSGWTFGAGAALQIPFAMQMAYRFNGIGVT

QNVLYENQKLIANQFN SAIGKIQDSLS STAS ALGKLQNVVNQN
AQALNTLVKQLSSNFGAISSVLNDILSRLDKVEAEVQIDRLITG
RLQSLQTYVTQQLIRAAEIRASANLAATKMSECVLGQSIGRVDF
CGKGYHLMSFPQSAPHGVVFLHVTYVPAQEKNFTTAPAICHD
GKAHFPREGVFVSNGTHWFVTQRNFYEPQIITTDNTFVSGNCD
VVIGIVNNTVYDPLQPELDSFKEELDKYFKNHTSPDVDLGDISG

INASWNIQKEIDRLNEVAKNLNESLIDLQELGKYEQYIKWPW
YIWLGFIAGLIAIVMVTIMLCCMTSCCSCLKGCCSCGSCCKFDE

DDSEPVLKGVKLHYT

5

ID de SEC NO: 22

Secuencia proteica de S-
(deg-RBD) para la cepa
Delta (desde el extrenno
N-terminal hasta el

extremo C-terminal)
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ID de SEC NO: 23

Secuencia de ácido

nucieico de S-(deg-RBD)
para la cepa S-2P de
Wuhan (desde el extremo
5’ al extremo 3’).

atgttcgtcttcctggtcctgctgcctctggtctcctcacagtgcgtcaatctgacaactcggactcag

ctgccacctgcttatactaatagcttcaccagaggcgtgtactatcctgacaaggtgtttagaagctcc

gtgctgcactctacacaggatctgtttctgccattctttagcaacgtgacctggttccacgccatccac

gtgagcggcaccaatggcacaaagcggttcgacaatcccgtgctgccttttaacgatggcgtgtact

tcgcctctaccgagaagagcaacatcatcagaggctggatctttggcaccacactggactccaaga

cacagtctctgctgatcgtgaacaatgccaccaacgtggtcatcaaggtgtgcgagttccagttttgt

aatgatcccttcctgggcgtgtactatcacaagaacaataagagctggatggagtccgagtttagag
tgtattctagcgccaacaactgcacatttgagtacgtgagccagcctttcctgatggacctggaggg

caagcagggcaatttcaagaacctgagggagttcgtgtttaagaatatcgacggctacttcaaaatct

actctaagcacacccccatcaacctggtgcgcgacctgcctcagggcttcagcgccctggagcc c

ctggtggatctgcctatcggcatcaacatcacccggtttcagacactgctggccctgcacagaagct

30

35



r

100

acctgacacccggcgactcctctagcggatggaccgccggcgctgccgcctactatgtgggctac

ctccagccccggaccttcctgctgaagtacaacgagaatggcaccatcacagacgcagtggattg

cgccctggaccccctgagcgagacaaagtgtacactgaagtcctttaccgtggagaagggcatc ta

tcagacatccaatttcagggtgcagccagccgaggcgatcgtgcgctttcctgaaatcacaaacctg

tgcccatttggcgaggtgttcgaggcaacccgcttcgccagcgtgtacgcctggaataggaagcg

gatcagcaactgcgtggccgactatagcgtgctgtacaactccgcctctttcagcacctttaagtgct

atggcgtgtcccccacaaagctgaatgacctgtgctttaccaacgtctacgccgattctttcgtgatca

ggggcgacgaggtgcgccagatcgcccccggccagacaggcaagatcgcagactacaattata

agctgccagacgatttcaccggctgcgtgatcgcctggaacagcaacaatctggattccaaagtgg

gcggcaactacaattatctgtaccggctgtttagaaagagcaatctgaagcccttcgagagggacat

ctctacagaaatctaccaggccggcagcaccccttgcaatggcgtggagggctttaactgttatttcc

cactccagtcctacggcttccagcccacaaacggcgtgggctatcagccttaccgcgtggtggtgc

tgagctttgagctgctgcacgccccagcaacagtgtgcggccccaagaagtccaccaatctggtga

agaacaagtgcgtgaacttcaacttcaacggcctgaccggcacaggcgtgctgaccgagtccaac

aagaagttcctgccatttcagcagttcggcagggacatcgcagataccacagacgccgtgcgcg a

cccacagaccctggagatcctggacatcacaccctgctctttcggcggcgtgagcgtgatcacacc

cggcaccaatacaagcaaccaggtggccgtgctgtatcaggacgtgaattgtaccgaggtgcccg

tggctatccacgccgatcagctgaccccaacatggcgggtgtacagcaccggctccaacgtcttcc

agacaagagccggatgcctgatcggagcagagcacgtgaacaattcctatgagtgcgacatccc a

atcggcgccggcatctgtgcctcttaccagacccagacaaactctcccagaagagcccggagcg t

ggcctcccagtctatcatcgcctataccatgtccctgggcgccgagaacagcgtggcctactctaac

aatagcatcgccatcccaaccaacttcacaatctctgtgaccacagagatcctgcccgtgtccatga

ccaagacatctgtggactgcacaatgtatatctgtggcgattctaccgagtgcagcaacctgct gctc

cagtacggcagcttttgtacccagctgaatagagccctgacaggcatcgccgtggagcaggataa

gaacacacaggaggtgttcgcccaggtgaagcaaatctacaagaccccccctatcaaggactttg

gcggcttcaatttttcccagatcctgcctgatccatccaagccttctaagcggagctttatcgaggacc

tgctgttcaacaaggtgaccctggccgatgccggcttcatcaagcagtatggcgattgcctggg cg

acatcgcagccagggacctgatctgcgcccagaagtttaatggcctgaccgtgctgccacccctgc

tgacagatgagatgatcgcacagtacacaagcgccctgctggccggcaccatcacatccggatgg

accttcggcgcaggagccgccctccagatcccctttgccatgcagatggcctataggttcaacg gc

atcggcgtgacccagaatgtgctgtacgagaaccagaagctgatcgccaatcagtttaactccg cc

atcggcaagatccaggacagcctgtcctctacagccagcgccctgggcaagctccaggatgtggt

gaatcagaacgcccaggccctgaataccctggtgaagcagctgagcagcaacttcggcgccatc t

ctagcgtgctgaatgacatcctgagccggctggac|ccgccg|gaggcagaggtgcagatcgaccg
gctgatcaccggccggctccagagcctccagacctatgtgacacagcagctgatcagggccgcc

gagatcagggccagcgccaatctggcagcaaccaagatgtccgagtgcgtgctgggccagtcta

agagagtggacttttgtggcaagggctatcacctgatgtccttccctcagtctgccccacacgg cgt

ggtgtttctgcacgtgacctacgtgcccgcccaggagaagaacttcaccacagcccctgccatc tg

ccacgatggcaaggcccactttccaagggagggcgtgttcgtgtccaacggcacccactggtttgt

gacacagcgcaatttctacgagccccagatcatcaccacagacaacaccttcgtgagcggcaac t

gtgacgtggtcatcggcatcgtgaacaataccgtgtatgatccactccagcccgagctggacagctt

taaggaggagctggataagtatttcaagaatcacacctcccctgacgtggatctgggcgacatc ag

cggcatcaatgcctccgtggtgaacatccagaaggagatcgaccgcctgaacgaggtggctaaga

atctgaacgagagcctgatcgacctccaggagctgggcaagtatgagcagtacatcaagtggccc

tggtacatctggctgggcttcatcgccggcctgatcgccatcgtgatggtgaccatcatgctgt gctg

tatgacatcctgctgttcttgcctgaagggctgctgtagctgtggctcctgctgtaagtttgacgagga

tgactctgaacctgtgctgaagggcgtgaagctgcattacacctaa

MFVFLVLLPLVSSQCVNLTTRTQLPPAYTNSFTRGVYYPDKVF
RSSVLHSTQDLFLPFFSNVTWFHAIHVSGTNGTKRFDNPVLPFN
DGVYFASTEKSNIIRGWIFGTTLDSKTQSLLIVNNATNVVIKVC

EFQFCNDPFLGVYYHKNNKSWMESEFRVYSSANNCTFEYVSQ
PFLMDLEGKQGNFKNLREFVFKNIDGYFKIYSKHTPINLVRDLP
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ID de SEC NO: 24

Secuencia proteica de S-

(deg-RBD) para la cepa

S-2P de Wuhan (desde el
extremo N-terminal hasta35
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el extremo C-terminal) QGFSALEPLVDLPIGINITRFQTLLALHRSYLTPGDSSSGWTAG

AAAYYVGYLQPRTFLLKYNENGTITDAVDCALDPLSETKCTL

KSFTVEKGIYQTSNERVQPAEAIVRFPQITNLCPFGEVFQATRF
ASVYAWNRKRISNCVADYSVLYNSASFSTFKCYGVSPTKLND

LCFTNVYADSFVIRGDEVRQIAPGQTGKIADYNYKLPDDFTGC

VIAWNSNNLDSKVGGNYNYLYRLFRKSNLKPFERDISTEIYQA
GSTPCNGVEGFNCYFPLQSYGFQPTNGVGYQPYRVVVLSFELL
HAPATVCGPKKSTNLVKNKCVNFNFNGLTGTGVLTESNKKFL

PFQQFGRDIADTTDAVRDPQTLEILDITPCSFGGVSVITPGTNTS

NQVAVLYQDVNCTEVPVAIHADQLTPTWRVYSTGSNVFQTRA

GCLIGAEHVNNSYECDIPIGAGICASYQTQTNSPRRARSVASQS
IIAYTMSLGAENSVAYSNNSIAIPTNFTISVTTEILPVSMTKTSV

DCTMYICGDSTECSNLLLQYGSFCTQLNRALTGIAVEQDKNTQ
EVFAQVKQIYKTPPIKDFGGFNFSQILPDPSKPSKRSFIEDLLFN

KVTLADAGEIKOYGDCLGDIAARDLICAQKFNGLTVLPPLLTD

EMIAQYTSALLAGTITSGWTFGAGAALQIPFAMQMAYRFNGIG

VTQNVLYENQKLIANQFNSAIGKIQDSLSSTASALGKLQDVVN

QNAQALNTLVKQLSSNFGAISSVLNDILSRLD^AEVQIDRLI
TGRLQSLQTYVTQQLIRAAEIRASANLAATKMSECVLGQSKRV
DFCGKGYHLMSFPQSAPHGVVFLHVTYVPAQEKNFTTAPAIC

HDGKAHFPREGVFVSNGTHWFVTQRNFYEPQIITTDNTFVSGN
CDVVIGIVNNTVYDPLQPELDSFKEELDKYFKNHTSPDVDLGD

ISGINASVVNIQKEIDRLNEVAKNLNESLIDLQELGKYEQYIKW
PWYIWLGFIAGLIAIVMVTIMLCCMTSCCSCLKGCCSCGSCCK

FDEDDSEPVLKGVKLHYT
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IDdeSEC NO: 25

Secuencia de ácido

nucleico de S-(deg-RBD)
para la cepa Delta S-2P

(desde el extremo 5’ al

extremo 3’)

atgttcgtcttcctggtcctgctgcctctggtctcctcacagtgcgtcaatctgcgaactcggactcag

ctgccacctgcttatactaatagcttcaccagaggcgtgtactatcctgacaaggtgtttagaagctcc

gtgctgcactctacacaggatctgtttctgccattctttagcaacgtgacctggttccacgccatccac

gtgagcggcaccaatggcacaaagcggttcgacaatcccgtgctgccttttaacgatggcgtgtact

tcgcctctatcgagaagagcaacatcatcagaggctggatctttggcaccacactggactccaaga

cacagtctctgctgatcgtgaacaatgccaccaacgtggtcatcaaggtgtgcgagttccagttttgt

aatgatcccttcctggacgtgtactatcacaagaacaataagagctggatggagtccggagtgt attc

tagcgccaacaactgcacatttgagtacgtgagccagcctttcctgatggacctggagggcaagca

gggcaatttcaagaacctgagggagttcgtgtttaagaatatcgacggctacttcaaaatctactctaa

gcacacccccatcaacctggtgcgcgacctgcctcagggcttcagcgccctggagcccctggtgg

atctgcctatcggcatcaacatcacccggtttcagacactgctggccctgcacagaagctacctgac

acccggcgactcctctagcggatggaccgccggcgctgccgcctactatgtgggctacctccagc

cccggaccttcctgctgaagtacaacgagaatggcaccatcacagacgcagtggattgcgccctg

gaccccctgagcgagacaaagtgtacactgaagtcctttaccgtggagaagggcatctatcagaca

tccaatttcagggtgcagccagccgaggcgatcgtgcgctttcctgaaatcacaaacctgtgcc cat

ttggcgaggtgttcgaggcaacccgcttcgccagcgtgtacgcctggaataggaagcggatcagc

aactgcgtggccgactatagcgtgctgtacaactccgcctctttcagcacctttaagtgctatggcgt

gtcccccacaaagctgaatgacctgtgctttaccaacgtctacgccgattctttcgtgatcaggggcg

acgaggtgcgccagatcgcccccggccagacaggcaagatcgcagactacaattataagctgcc

agacgatttcaccggctgcgtgatcgcctggaacagcaacaatctggattccaaagtgggcggc a

actacaattatcggtaccggctgtttagaaagagcaatctgaagcccttcgagagggacatctctac

agaaatctaccaggccggcagcaagccttgcaatggcgtggagggctttaactgttatttccca ctc

cagtcctacggcttccagcccacaaacggcgtgggctatcagccttaccgcgtggtggtgctgagc

tttgagctgctgcacgccccagcaacagtgtgcggccccaagaagtccaccaatctggtgaagaa

caagtgcgtgaacttcaacttcaacggcctgaccggcacaggcgtgctgaccgagtccaacaag a

agttcctgccatttcagcagttcggcagggacatcgcagataccacagacgccgtgcgcgaccca

cagaccctggagatcctggacatcacaccctgctctttcggcggcgtgagcgtgatcacacccggc

20

25

30

35



102

accaatacaagcaaccaggtggccgtgctgtatcagggcgtgaattgtaccgaggtgcccgtgg ct

atccacgccgatcagctgaccccaacatggcgggtgtacagcaccggctccaacgtcttccaga c

aagagccggatgcctgatcggagcagagcacgtgaacaattcctatgagtgcgacatcccaatc g

gcgccggcatctgtgcctcttaccagacccagacaaactctcgcagaagagcccggagcgtggc

ctcccagtctatcatcgcctataccatgtccctgggcgccgagaacagcgtggcctactctaac aat

agcatcgccatcccaaccaacttcacaatctctgtgaccacagagatcctgcccgtgtccatgacca

agacatctgtggactgcacaatgtatatctgtggcgattctaccgagtgcagcaacctgctgctccag

tacggcagcttttgtacccagctgaatagagccctgacaggcatcgccgtggagcaggataaga a

cacacaggaggtgttcgcccaggtgaagcaaatctacaagaccccccctatcaaggactttggcg

gcttcaatttttcccagatcctgcctgatccatccaagccttctaagcggagctttatcgaggacctgct

gttcaacaaggtgaccctggccgatgccggcttcatcaagcagtatggcgattgcctgggcgacat

cgcagccagggacctgatctgcgcccagaagtttaatggcctgaccgtgctgccacccctgctgac

agatgagatgatcgcacagtacacaagcgccctgctggccggcaccatcacatccggatggacc t

tcggcgcaggagccgccctccagatcccctttgccatgcagatggcctataggttcaacggcatcg

gcgtgacccagaatgtgctgtacgagaaccagaagctgatcgccaatcagtttaactccgccatcg

gcaagatccaggacagcctgtcctctacagccagcgccctgggcaagctccagaatgtggtgaa t

cagaacgcccaggccctgaataccctggtgaagcagctgagcagcaacttcggcgccatctctag

cgtgctgaatgacatcctgagccggctggac^cgc^aggcagaggtgcagatcgaccggct
gatcaccggccggctccagagcctccagacctatgtgacacagcagctgatcagggccgccgag

atcagggccagcgccaatctggcagcaaccaagatgtccgagtgcgtgctgggccagtctaaga

gagtggacttttgtggcaagggctatcacctgatgtccttccctcagtctgccccacacggcgtggtg

tttctgcacgtgacctacgtgcccgcccaggagaagaacttcaccacagcccctgccatctgcc ac

5

10

gatggcaaggcccactttccaagggagggcgtgttcgtgtccaacggcacccactggtttgtgaca

cagcgcaatttctacgagccccagatcatcaccacagacaacaccttcgtgagcggcaactgtg ac

gtggtcatcggcatcgtgaacaataccgtgtatgatccactccagcccgagctggacagctttaagg

aggagctggataagtatttcaagaatcacacctcccctgacgtggatctgggcgacatcagcggca

tcaatgcctccgtggtgaacatccagaaggagatcgaccgcctgaacgaggtggctaagaatctg

aacgagagcctgatcgacctccaggagctgggcaagtatgagcagtacatcaagtggccctggt a

catctggctgggcttcatcgccggcctgatcgccatcgtgatggtgaccatcatgctgtgctgtatga

catcctgctgttcttgcctgaagggctgctgtagctgtggctcctgctgtaagtttgacgaggatgact
ctgaacctgtgctgaagggcgtgaagctgcattacacctaa

20

ID de SEC NO: 26

Secuencia proteica de S-

(deg-RBD) para la cepa
Delta S-2P (desde el
extremo N-terminal hasta

el extremo C-terminal)

MFVFLVLLPLVSSQCVNLRTRTQLPPAYTNSFTRGVYYPDKVF
RSSVLHSTQDLFLPFFSNVTWFHAIHVSGTNGTKRFDNPVLPFN

DGVYFASIEKSNIIRGWIFGTTLDSKTQSLLIVNNATNVVIKVCE
FQFCNDPFLDVYYHKNNKSWMESGVYSSANNCTFEYVSQPFL
MDLEGKQGNFKNLREFVFKNIDGYFKIYSKHTPINLVRDLPQG
FSALEPLVDLPIGINITRFQTLLALHRSYLTPGDSSSGWTAGAA
AYYVGYLQPRTFLLKYNENGTITDAVDCALDPLSETKCTLKSF

TVEKGIYQTSNFRVQPAEAIVRFPQITNLCPFGEVFQATRFASV
YAWNRKRISNCVADYSVLYNSASFSTFKCYGVSPTKLNDLCFT

NVYADSFVIRGDEVRQIAPGQTGKIADYNYKLPDDFTGCVIAW

NSNNLDSKVGGNYNYRYRLFRKSNLKPFERDISTEIYQAGSKP
CNGVEGFNCYFPLQSYGFQPTNGVGYQPYRVVVLSFELLHAP
ATVCGPKKSTNLVKNKCVNFNFNGLTGTGVLTESNKKFLPFQ
QFGRDIADTTDAVRDPQTLEILDITPCSFGGVSVITPGTNTSNQ
VAVLYQGVNCTEVPVAIHADQLTPTWRVYSTGSNVFQTRAGC

LIGAEHVNNSYECDIPIGAGICASYQTQTNSRRRARSVASQSIIA
YTMSLGAENSVAYSNNSIAIPTNFTISVTTEILPVSMTKTSVDCT

MYICGDSTECSNLLLQYGSFCTQLNRALTGIAVEQDKNTQEVF
AQVKQIYKTPPIKDFGGFNFSQILPDPSKPSKRSFIEDLLFNKVT
LADAGFIKQYGDCLGDIAARDLICAQKFNGLTVLPPLLTDEMI
AQYTSALLAGTITSGWTFGAGAALQIPFAMQMAYRFNGIGVT

25

30

35
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QNVLYENQKLIANQFNSAIGKIQDSLSSTASALGKLQNWNQN

AQALNTLVKQLSSNFGAISSVLNDILSRLD^AEVQIDRLITGR
LQSLQTYVTQQLIRAAEIRASANLAATKMSECVLGQSKRVDEC

GKGYHLMSFPQSAPHGVVFLHVTYVPAQEKNFTTAPAICHDG
KAHFPREGVFVSNGTHWFVTQRNFYEPQIITTDNTFVSGNCDV

VIGIVNNTVYDPLQPELDSFKEELDKYFKNHTSPDVDLGDISGI

NASWNIQKEIDRLNEVAKNLNESLIDLQELGKYEQYIKWPWY
IWLGFIAGLIAIVMVTIMLCCMTSCCSCLKGCCSCGSCCKFDED

DSEPVLKGVKLHYT

5

ID de SEC NO: 27

Secuencia de ácido

nucleico de S-(deg-S2)
para la cepa Delta (desde
el extremo 5’ al extremo

atgttcgtcttcctggtcctgctgcctctggtctcctcacagtgcgtcaatctgcgaactcggactcag

ctgccacctgcttatactaatagcttcaccagaggcgtgtactatcctgacaaggtgtttagaa gctcc

gtgctgcactctacacaggatctgtttctgccattctttagcaacgtgacctggttccacgccatccac

gtgagcggcaccaatggcacaaagcggttcgacaatcccgtgctgccttttaacgatggcgtgtact

tcgcctctatcgagaagagcaacatcatcagaggctggatctttggcaccacactggactccaaga

cacagtctctgctgatcgtgaacaatgccaccaacgtggtcatcaaggtgtgcgagttccagttttgt

aatgatcccttcctggacgtgtactatcacaagaacaataagagctggatggagtccggagtgtattc

tagcgccaacaactgcacatttgagtacgtgagccagcctttcctgatggacctggagggcaagca

gggcaatttcaagaacctgagggagttcgtgtttaagaatatcgacggctacttcaaaatctactctaa

gcacacccccatcaacctggtgcgcgacctgcctcagggcttcagcgccctggagcccctggtgg

atctgcctatcggcatcaacatcacccggtttcagacactgctggccctgcacagaagctacctgac

acccggcgactcctctagcggatggaccgccggcgctgccgcctactatgtgggctacctccagc

cccggaccttcctgctgaagtacaacgagaatggcaccatcacagacgcagtggattgcgccct g

gaccccctgagcgagacaaagtgtacactgaagtcctttaccgtggagaagggcatctatcagaca

tccaatttcagggtgcagccaaccgagtctatcgtgcgctttcctaatatcacaaacctgtgcccattt

ggcgaggtgttcaacgcaacccgcttcgccagcgtgtacgcctggaataggaagcggatcagca

actgcgtggccgactatagcgtgctgtacaactccgcctctttcagcacctttaagtgctatgg cgtgt

cccccacaaagctgaatgacctgtgctttaccaacgtctacgccgattctttcgtgatcaggggcga

cgaggtgcgccagatcgcccccggccagacaggcaagatcgcagactacaattataagctgcca

gacgatttcaccggctgcgtgatcgcctggaacagcaacaatctggattccaaagtgggcggca a

ctacaattatcggtaccggctgtttagaaagagcaatctgaagcccttcgagagggacatctctaca

gaaatctaccaggccggcagcaagccttgcaatggcgtggagggctttaactgttatttcccac tcc

agtcctacggcttccagcccacaaacggcgtgggctatcagccttaccgcgtggtggtgctgagct

ttgagctgctgcacgccccagcaacagtgtgcggccccaagaagtccaccaatctggtgaagaac

aagtgcgtgaacttcaacttcaacggcctgaccggcacaggcgtgctgaccgagtccaacaaga a

gttcctgccatttcagcagttcggcagggacatcgcagataccacagacgccgtgcgcgacccac

agaccctggagatcctggacatcacaccctgctctttcggcggcgtgagcgtgatcacacccggca

ccaatacaagcaaccaggtggccgtgctgtatcagggcgtgaattgtaccgaggtgcccgtggc ta

tccacgccgatcagctgaccccaacatggcgggtgtacagcaccggctccaacgtcttccagac a

agagccggatgcctgatcggagcagagcacgtgaacaattcctatgagtgcgacatcccaatcg g

cgccggcatctgtgcctcttaccagacccagacaaactctcgcagaagagcccggagcgtggcc t

cccagtctatcatcgcctataccatgtccctgggcgccgagaacagcgtggcctactctcagaatag

catcgccatcccaacccagttcacaatctctgtgaccacagagatcctgcccgtgtccatgacc aag

acatctgtggactgcacaatgtatatctgtggcgattctaccgagtgcagcaacctgctgctcc agta

cggcagcttttgtacccagctgaatagagccctgacaggcatcgccgtggagcaggataagaaca

cacaggaggtgttcgcccaggtgaagcaaatctacaagaccccccctatcaaggactttggcgg ct

tccaattttcccagatcctgcctgatccatccaagccttctaagcggagctttatcgaggacct gctgtt

caacaaggtgaccctggccgatgccggcttcatcaagcagtatggcgattgcctgggcgacatc g

cagccagggacctgatctgcgcccagaagtttaatggcctgaccgtgctgccacccctgctgacag

atgagatgatcgcacagtacacaagcgccctgctggccggcaccatcacatccggatggaccttc

ggcgcaggagccgccctccagatcccctttgccatgcagatggcctataggttcaacggcatcgg

cgtgacccagaatgtgctgtacgagaaccagaagctgatcgccaatcagtttaactccgccatcgg

caagatccaggacagcctgtcctctacagccagcgccctgggcaagctccagaatgtggtgaatc
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agaacgcccaggccctgaataccctggtgaagcagctgagcagcaacttcggcgccatctctagc

gtgctgaatgacatcctgagccggctggacaaggtggaggcagaggtgcagatcgaccggctga

tcaccggccggctccagagcctccagacctatgtgacacagcagctgatcagggccgccgagat

cagggccagcgccaatctggcagcaaccaagatgtccgagtgcgtgctgggccagtctaagaga

gtggacttttgtggcaagggctatcacctgatgtccttccctcagtctgccccacacggcgtgg tgttt

ctgcacgtgacctacgtgcccgcccaggagaagcagttcaccacagcccctgccatctgccacga

tggcaaggcccactttccaagggagggcgtgttcgtgtcccagggcacccactggtttgtgacaca

gcgcaatttctacgagccccagatcatcaccacagacaacaccttcgtgagcggcaactgtgac gt

ggtcatcggcatcgtgcagaataccgtgtatgatccactccagcccgagctggacagctttaagga

ggagctggataagtatttcaagcaacacacctcccctgacgtggatctgggcgacatcagcggcat

ccaagcctccgtggtgaacatccagaaggagatcgaccgcctgaacgaggtggctaagaatctgc

aggagagcctgatcgacctccaggagctgggcaagtatgagcagtacatcaagtggccctggta c

atctggctgggcttcatcgccggcctgatcgccatcgtgatggtgaccatcatgctgtgctgtatgac

atcctgctgttcttgcctgaagggctgctgtagctgtggctcctgctgtaagtttgacgaggatgactc

tgaacctgtgctgaagggcgtgaagctgcattacacctaa

MFVFLVLLPLVSSQCVNLRTRTQLPPAYTNSFTRGVYYPDKVF

RSSVLHSTQDLFLPFFSNVTWFHAIHVSGTNGTKRFDNPVLPFN

DGVYFASIEKSNIIRGWIFGTTLDSKTQSLLIVNNATNVVIKVCE

FQFCNDPFLDVYYHKNNKSWMESGVYSSANNCTFEYVSQPFL

MDLEGKQGNFKNLREFVFKNIDGYFKIYSKHTPINLVRDLPQG

FSALEPLVDLPIGINITRFQTLLALHRSYLTPGDSSSGWTAGAA
AYYVGYLQPRTFLLKYNENGTITDAVDCALDPLSETKCTLKSF

TVEKGIYQTSNFRVQPTESIVRFPNITNLCPFGEVFNATRFASVY
AWNRKRISNCVADYSVLYNSASFSTFKCYGVSPTKLNDLCFTN

VYADSFVIRGDEVRQIAPGQTGKIADYNYKLPDDFTGCVIAWN

SNNLDSKVGGNYNYRYRLERKSNLKPFERDISTEIYQAGSKPC
NGVEGENCYFPLQSYGFQPTNGVGYQPYRVVVLSFELLHAPA

TVCGPKKSTNLVKNKCVNFNFNGLTGTGVLTESNKKFLPFQQ
FGRDIADTTDAVRDPQTLEILDITPCSFGGVSVITPGTNTSNQV
AVLYQGVNCTEVPVAIHADQLTPTWRVYSTGSNVFQTRAGCL

IGAEHVNNSYECDIPIGAGICASYQTQTNSRRRARSVASQSIIAY
TMSLGAENSVAYSQNSIAIPTQETISVTTEILPVSMTKTSVDCT

MYICGDSTECSNLLLQYGSECTQLNRALTGIAVEQDKNTQEVF
AQVKQIYKTPPIKDFGGFQFSQILPDPSKPSKRSFIEDLLFNKVT
LADAGEIKQYGDCLGDIAARDLICAQKFNGLTVLPPLLTDEMI

AQYTSALLAGTITSGWTEGAGAALQIPFAMQMAYRFNGIGVT

QNVLYENQKLIANQENSAIGKIQDSLSSTASALGKLQNVVNQN
AQALNTLVKQLSSNFGAISSVLNDILSRLDKVEAEVQIDRLITG
RLQSLQTYVTQQLIRAAEIRASANLAATKMSECVLGQSKRVDF
CGKGYHLMSFPQSAPHGWFLHVTYVPAQEKQFTTAPAICHD

GKAHFPREGVFVSQGTHWFVTQRNFYEPQIITTDNTFVSGNCD
VVIGIVQNTVYDPLQPELDSFKEELDKYFKQHTSPDVDLGDISG

IQASVVNIQKEIDRLNEVAKNLQESLIDLQELGKYEQYIKWPW
YIWLGFIAGLIAIVMVTIMLCCMTSCCSCLKGCCSCGSCCKFDE

DDSEPVLKGVKLHYT

5

10

ID de SEC NO: 28

Secuencia proteica de S-
(deg-S2) para la cepa
Delta (desde el extremo
N-terminal hasta el

extremo C-terminal)

20

25

30

ID de SEC NO: 29

Secuencia de ácido

nucleico de S-{deg-S2)
para Wuhan S-2P (desde
el extremo 5’ al extremo

atgttcgtcttcctggtcctgctgcctctggtctcctcacagtgcgtcaatctgacaactcgga ctcag

ctgccacctgcttatactaatagcttcaccagaggcgtgtactatcctgacaaggtgtttagaagctcc

gtgctgcactctacacaggatctgtttctgccattctttagcaacgtgacctggttccacgccatccac

gtgagcggcaccaatggcacaaagcggttcgacaatcccgtgctgccttttaacgatggcgtgtact

tcgcctctaccgagaagagcaacatcatcagaggctggatctttggcaccacactggactccaaga

cacagtctctgctgatcgtgaacaatgccaccaacgtggtcatcaaggtgtgcgagttccagtt ttgt

aatgatcccttcctgggcgtgtactatcacaagaacaataagagctggatggagtccgagtttagag

3’)
35
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tgtattctagcgccaacaactgcacatttgagtacgtgagccagcctttcctgatggacctggaggg

caagcagggcaatttcaagaacctgagggagttcgtgtttaagaatatcgacggctacttcaaaatct

actctaagcacacccccatcaacctggtgcgcgacctgcctcagggcttcagcgccctggagccc

ctggtggatctgcctatcggcatcaacatcacccggtttcagacactgctggccctgcacagaagct

acctgacacccggcgactcctctagcggatggaccgccggcgctgccgcctactatgtgggctac

ctccagccccggaccttcctgctgaagtacaacgagaatggcaccatcacagacgcagtggattg

cgccctggaccccctgagcgagacaaagtgtacactgaagtcctttaccgtggagaagggcatc ta

tcagacatccaatttcagggtgcagccaaccgagtctatcgtgcgctttcctaatatcacaaacctgt

gcccatttggcgaggtgttcaacgcaacccgcttcgccagcgtgtacgcctggaataggaagcgg

atcagcaactgcgtggccgactatagcgtgctgtacaactccgcctctttcagcacctttaagtgctat

ggcgtgtcccccacaaagctgaatgacctgtgctttaccaacgtctacgccgattctttcgtgatcag

gggcgacgaggtgcgccagatcgcccccggccagacaggcaagatcgcagactacaattataa

gctgccagacgatttcaccggctgcgtgatcgcctggaacagcaacaatctggattccaaagtggg

cggcaactacaattatctgtaccggctgtttagaaagagcaatctgaagcccttcgagagggac atc

tctacagaaatctaccaggccggcagcaccccttgcaatggcgtggagggctttaactgttatttccc

actccagtcctacggcttccagcccacaaacggcgtgggctatcagccttaccgcgtggtggtgct

gagctttgagctgctgcacgccccagcaacagtgtgcggccccaagaagtccaccaatctggtg a

agaacaagtgcgtgaacttcaacttcaacggcctgaccggcacaggcgtgctgaccgagtccaac

aagaagttcctgccatttcagcagttcggcagggacatcgcagataccacagacgccgtgcgcg a

cccacagaccctggagatcctggacatcacaccctgctctttcggcggcgtgagcgtgatcaca cc

cggcaccaatacaagcaaccaggtggccgtgctgtatcaggacgtgaattgtaccgaggtgcccg

tggctatccacgccgatcagctgaccccaacatggcgggtgtacagcaccggctccaacgtctt cc

agacaagagccggatgcctgatcggagcagagcacgtgaacaattcctatgagtgcgacatccc a

atcggcgccggcatctgtgcctcttaccagacccagacaaactctcccagaagagcccggagcgt

ggcctcccagtctatcatcgcctataccatgtccctgggcgccgagaacagcgtggcctactctcag

aatagcatcgccatcccaacccagttcacaatctctgtgaccacagagatcctgcccgtgtccatga

ccaagacatctgtggactgcacaatgtatatctgtggcgattctaccgagtgcagcaacctgct gctc

cagtacggcagcttttgtacccagctgaatagagccctgacaggcatcgccgtggagcaggataa

gaacacacaggaggtgttcgcccaggtgaagcaaatctacaagaccccccctatcaaggactttg

gcggcttccaattttcccagatcctgcctgatccatccaagccttctaagcggagctttatcgaggac

ctgctgttcaacaaggtgaccctggccgatgccggcttcatcaagcagtatggcgattgcctgggc

gacatcgcagccagggacctgatctgcgcccagaagtttaatggcctgaccgtgctgccacccc tg

ctgacagatgagatgatcgcacagtacacaagcgccctgctggccggcaccatcacatccggatg

gaccttcggcgcaggagccgccctccagatcccctttgccatgcagatggcctataggttcaacgg

catcggcgtgacccagaatgtgctgtacgagaaccagaagctgatcgccaatcagtttaactccgc

catcggcaagatccaggacagcctgtcctctacagccagcgccctgggcaagctccaggatgtgg

tgaatcagaacgcccaggccctgaataccctggtgaagcagctgagcagcaacttcggcgccatc

tctagcgtgctgaatgacatcctgagccggctggac^cgcc^aggcagaggtgcagatcgacc
ggctgatcaccggccggctccagagcctccagacctatgtgacacagcagctgatcagggccgc

cgagatcagggccagcgccaatctggcagcaaccaagatgtccgagtgcgtgctgggccagtct

aagagagtggacttttgtggcaagggctatcacctgatgtccttccctcagtctgccccacacggcg

tggtgtttctgcacgtgacctacgtgcccgcccaggagaagcagttcaccacagcccctgccatct

gccacgatggcaaggcccactttccaagggagggcgtgttcgtgtcccagggcacccactggttt

gtgacacagcgcaatttctacgagccccagatcatcaccacagacaacaccttcgtgagcggcaa

ctgtgacgtggtcatcggcatcgtgcagaataccgtgtatgatccactccagcccgagctggacag

ctttaaggaggagctggataagtatttcaagcaacacacctcccctgacgtggatctgggcgacatc

agcggcatccaagcctccgtggtgaacatccagaaggagatcgaccgcctgaacgaggtggcta

agaatctgcaggagagcctgatcgacctccaggagctgggcaagtatgagcagtacatcaagtgg

ccctggtacatctggctgggcttcatcgccggcctgatcgccatcgtgatggtgaccatcatgc tgtg

ctgtatgacatcctgctgttcttgcctgaagggctgctgtagctgtggctcctgctgtaagtttgacga

ggatgactctgaacctgtgctgaagggcgtgaagctgcattacacctaa

MFVFLVLLPLVSSQCVNLTTRTQLPPAYTNSFTRGVYYPDKVF
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Secuencia proteica de S-
(deg-S2) para Wuhan S-
2P (desde el extremo N-
terminal hasta el extremo

C-termInal)

RSSVLHSTQDLFLPFFSNVTWFHAIHVSGTNGTKRFDNPVLPFN

DGVYFASTEKSNIIRGWIFGTTLDSKTQSLLIVNNATNVVIKVC
EFQFCNDPFLGVYYHKNNKSWMESEFRVYSSANNCTFEYVSQ

PFLMDLEGKQGNFKNLREFVFKNIDGYFKIYSKHTPINLVRDLP

QGFSALEPLVDLPIGINITRFQTLLALHRSYLTPGDSSSGWTAG

AAAYYVGYLQPRTFLLKYNENGTITDAVDCALDPLSETKCTL

KSFTVEKGIYQTSNFRVQPTESIVRFPNITNLCPFGEVFNATRFA
SVYAWNRKRISNCVADYSVLYNSASFSTFKCYGVSPTKLNDL

CFTNVYADSFVIRGDEVRQIAPGQTGKIADYNYKLPDDFTGCV

lAWNSNNLDSKVGGNYNYLYRLFRKSNLKPFERDISTEIYQAG

STPCNGVEGENCYFPLQSYGFQPTNGVGYQPYRVWLSFELLH
APATVCGPKKSTNLVKNKCVNFNFNGLTGTGVLTESNKKFLP

FQQFGRDIADTTDAVRDPQTLEILDITPCSFGGVSVITPGTNTSN

QVAVLYQDVNCTEVPVAIHADQLTPTWRVYSTGSNVFQTRAG

CLIGAEHVNNSYECDIPIGAGICASYQTQTNSPRRARSVASQSII

AYTMSLGAENSVAYSQNSIAIPTQFTISVTTEILPVSMTKTSVD

CTMYICGDSTECSNLLLQYGSFCTQLNRALTGIAVEODKNTQE

VFAQVKQIYKTPPIKDFGGFQFSQILPDPSKPSKRSFIEDLLFNK

VTLADAGFIKQYGDCLGDIAARDLICAQKFNGLTVLPPLLTDE

MIAQYTSALLAGTITSGWTFGAGAALQIPFAMQMAYRFNGIG

VTQNVLYENQKLIANQFNSAIGKIQDSLSSTASALGKLQDVVN

QNAQALNTLVKQLSSNFGAISSVLNDILSRLD^EAEVQIDRLI
TGRLQSLQTYVTQQLIRAAEIRASANLAATKMSECVLGQSKRV

DFCGKGYHLMSFPQSAPHGVVFLHVTYVPAQEKQFTTAPAIC

HDGKAHFPREGVFVSQGTHWFVTQRNFYEPQIITTDNTFVSGN

CDVVIGIVQNTVYDPLQPELDSFKEELDKYFKQHTSPDVDLGD

ISGIQASWNIQKEIDRLNEVAKNLQESLIDLQELGKYEQYIKW
PWYIWLGFIAGLIAIVMVTIMLCCMTSCCSCLKGCCSCGSCCK

FDEDDSEPVLKGVKLHYT

5

10

15

20
IDdeSEC NO: 31

Secuencia de ácido

nucleico de S-(deg-S2)
para la cepa Delta S-2P

(desde el extremo 5’
hasta el extremo 3’).

atgttcgtcttcctggtcctgctgcctctggtctcctcacagtgcgtcaatctgcgaactcggactcag

ctgccacctgcttatactaatagcttcaccagaggcgtgtactatcctgacaaggtgtttagaa gctcc

gtgctgcactctacacaggatctgtttctgccattctttagcaacgtgacctggttccacgccatccac

gtgagcggcaccaatggcacaaagcggttcgacaatcccgtgctgccttttaacgatggcgtgtact

tcgcctctatcgagaagagcaacatcatcagaggctggatctttggcaccacactggactccaaga

cacagtctctgctgatcgtgaacaatgccaccaacgtggtcatcaaggtgtgcgagttccagttttgt

aatgatcccttcctggacgtgtactatcacaagaacaataagagctggatggagtccggagtgt attc

tagcgccaacaactgcacatttgagtacgtgagccagcctttcctgatggacctggagggcaagca

gggcaatttcaagaacctgagggagttcgtgtttaagaatatcgacggctacttcaaaatctac tctaa

gcacacccccatcaacctggtgcgcgacctgcctcagggcttcagcgccctggagcccctggtgg

atctgcctatcggcatcaacatcacccggtttcagacactgctggccctgcacagaagctacctgac

acccggcgactcctctagcggatggaccgccggcgctgccgcctactatgtgggctacctccagc

cccggaccttcctgctgaagtacaacgagaatggcaccatcacagacgcagtggattgcgccct g

gaccccctgagcgagacaaagtgtacactgaagtcctttaccgtggagaagggcatctatcagaca

tccaatttcagggtgcagccaaccgagtctatcgtgcgctttcctaatatcacaaacctgtgcccattt

ggcgaggtgttcaacgcaacccgcttcgccagcgtgtacgcctggaataggaagcggatcagca

actgcgtggccgactatagcgtgctgtacaactccgcctctttcagcacctttaagtgctatggcgtgt

cccccacaaagctgaatgacctgtgctttaccaacgtctacgccgattctttcgtgatcaggggcga

cgaggtgcgccagatcgcccccggccagacaggcaagatcgcagactacaattataagctgcca

gacgatttcaccggctgcgtgatcgcctggaacagcaacaatctggattccaaagtgggcggca a

ctacaattatcggtaccggctgtttagaaagagcaatctgaagcccttcgagagggacatctctaca

gaaatctaccaggccggcagcaagccttgcaatggcgtggagggctttaactgttatttcccac tcc

agtcctacggcttccagcccacaaacggcgtgggctatcagccttaccgcgtggtggtgctgagct
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ttgagctgctgcacgccccagcaacagtgtgcggccccaagaagtccaccaatctggtgaagaac

aagtgcgtgaacttcaacttcaacggcctgaccggcacaggcgtgctgaccgagtccaacaaga a

gttcctgccatttcagcagttcggcagggacatcgcagataccacagacgccgtgcgcgacccac

agaccctggagatcctggacatcacaccctgctctttcggcggcgtgagcgtgatcacacccggca

ccaatacaagcaaccaggtggccgtgctgtatcagggcgtgaattgtaccgaggtgcccgtggc ta

tccacgccgatcagctgaccccaacatggcgggtgtacagcaccggctccaacgtcttccagaca

agagccggatgcctgatcggagcagagcacgtgaacaattcctatgagtgcgacatcccaatcg g

cgccggcatctgtgcctcttaccagacccagacaaactctcgcagaagagcccggagcgtggcc t

cccagtctatcatcgcctataccatgtccctgggcgccgagaacagcgtggcctactctcagaatag

catcgccatcccaacccagttcacaatctctgtgaccacagagatcctgcccgtgtccatgaccaag

acatctgtggactgcacaatgtatatctgtggcgattctaccgagtgcagcaacctgctgctccagta

cggcagcttttgtacccagctgaatagagccctgacaggcatcgccgtggagcaggataagaaca

cacaggaggtgttcgcccaggtgaagcaaatctacaagaccccccctatcaaggactttggcgg ct

tccaattttcccagatcctgcctgatccatccaagccttctaagcggagctttatcgaggacctgctgtt

caacaaggtgaccctggccgatgccggcttcatcaagcagtatggcgattgcctgggcgacatcg

cagccagggacctgatctgcgcccagaagtttaatggcctgaccgtgctgccacccctgctgacag

atgagatgatcgcacagtacacaagcgccctgctggccggcaccatcacatccggatggaccttc

ggcgcaggagccgccctccagatcccctttgccatgcagatggcctataggttcaacggcatcgg

cgtgacccagaatgtgctgtacgagaaccagaagctgatcgccaatcagtttaactccgccatc gg

caagatccaggacagcctgtcctctacagccagcgccctgggcaagctccagaatgtggtgaatc

agaacgcccaggccctgaataccctggtgaagcagctgagcagcaacttcggcgccatctctag c

gtgctgaatgacatcctgagccggctgga[ccgccg|ggaggcagaggtgcagatcgaccggctg
atcaccggccggctccagagcctccagacctatgtgacacagcagctgatcagggccgccgaga

tcagggccagcgccaatctggcagcaaccaagatgtccgagtgcgtgctgggccagtctaagag

agtggacttttgtggcaagggctatcacctgatgtccttccctcagtctgccccacacggcgtg gtgt

ttctgcacgtgacctacgtgcccgcccaggagaagcagttcaccacagcccctgccatctgccacg

atggcaaggcccactttccaagggagggcgtgttcgtgtcccagggcacccactggtttgtgac ac

agcgcaatttctacgagccccagatcatcaccacagacaacaccttcgtgagcggcaactgtgacg

tggtcatcggcatcgtgcagaataccgtgtatgatccactccagcccgagctggacagctttaagga

ggagctggataagtatttcaagcaacacacctcccctgacgtggatctgggcgacatcagcggcat

ccaagcctccgtggtgaacatccagaaggagatcgaccgcctgaacgaggtggctaagaatctgc

aggagagcctgatcgacctccaggagctgggcaagtatgagcagtacatcaagtggccctggtac

atctggctgggcttcatcgccggcctgatcgccatcgtgatggtgaccatcatgctgtgctgtatgac

atcctgctgttcttgcctgaagggctgctgtagctgtggctcctgctgtaagtttgacgaggatgactc

tgaacctgtgctgaagggcgtgaagctgcattacacctaa

MFVFLVLLPLVSSQCVNLRTRTQLPPAYTNSFTRGVYYPDKVF

RSSVLHSTQDLFLPFFSNVTWFHAIHVSGTNGTKRFDNPVLPFN

DGVYFASIEKSNIIRGWIFGTTLDSKTQSLLIVNNATNVVIKVCE

FQFCNDPFLDVYYHKNNKSWMESGVYSSANNCTFEYVSQPEL

MDLEGKQGNEKNLREEVFKNIDGYFKIYSKHTPINLVRDLPQG

FSALEPLVDLPIGINITRFQTLLALHRSYLTPGDSSSGWTAGAA
AYYVGYLQPRTFLLKYNENGTITDAVDCALDPLSETKCTLKSE

TVEKGIYQTSNERVQPTESIVRFPNITNLCPFGEVFNATRFASVY
AWNRKRISNCVADYSVLYNSASFSTEKCYGVSPTKLNDLCFTN

VYADSFVIRGDEVRQIAPGQTGKIADYNYKLPDDFTGCVIAWN
SNNLDSKVGGNYNYRYRLFRKSNLKPFERDISTEIYQAGSKPC
NGVEGENCYFPLQSYGFQPTNGVGYQPYRVVVLSEELLHAPA

TVCGPKKSTNLVKNKCVNFNFNGLTGTGVLTESNKKFLPFQQ
FGRDIADTTDAVRDPQTLEILDITPCSFGGVSVITPGTNTSNQV

AVLYQGVNCTEVPVAIHADQLTPTWRVYSTGSNVFQTRAGCL

IGAEHVNNSYECDIPIGAGICASYQTQTNSRRRARSVASQSIIAY
TMSLGAENSVAYSQNSIAIPTQFTISVTTEILPVSMTKTSVDCT
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MYICGDSTECSNLLLQYGSFCTQLNRALTGIAVEQDKNTQEVF

AQVKQIYKTPPIKDFGGFQFSQILPDPSKPSKRSFIEDLLFNKVT

FADAGFIKQYGDCLGDIAARDFICAQKFNGLTVLPPFFTDEMI

AQYTSALLAGTITSGWTFGAGAALQIPFAMQMAYRFNGIGVT

QNVFYENQKLIANQFNSAIGKIQDSLSSTASALGKFQNWNQN

aqalntlvkqlssnfgaissvlndifsrfdIHeaevqidrlitgr
LQSLQTYVTQQLIRAAEIRASANLAATKMSECVLGQSKRVDFC

GKGYHLMSFPQSAPHGVVFFHVTYVPAQEKQFTTAPAICHDG

KAHFPREGVFVSQGTHWFVTQRNFYEPQIITTDNTFVSGNCDV

VIGIVQNTVYDPLQPELDSFKEELDKYFKQHTSPDVDLGDISGI

QASWNIQKEIDRLNEVAKNLQESLIDLQELGKYEQYIKWPWY
IWLGFIAGFIAIVMVTIMLCCMTSCCSCLKGCCSCGSCCKFDED

DSEPVFKGVKLHYT

5

ID de SEC NO: 33

Secuencia de ácido

nucleico de S-(S2-1194)
para la cepa S-2P de
Wuhan (desde el extremo
5’ al extremo 3’)

atgttcgtcttcctggtcctgctgcctctggtctcctcacagtgcgtcaatctgacaactcggactcag

ctgccacctgcttatactaatagcttcaccagaggcgtgtactatcctgacaaggtgtttagaagctcc

gtgctgcactctacacaggatctgtttctgccattctttagcaacgtgacctggttccacgccatccac

gtgagcggcaccaatggcacaaagcggttcgacaatcccgtgctgccttttaacgatggcgtgtact

tcgcctctaccgagaagagcaacatcatcagaggctggatctttggcaccacactggactccaaga

cacagtctctgctgatcgtgaacaatgccaccaacgtggtcatcaaggtgtgcgagttccagttttgt

aatgatcccttcctgggcgtgtactatcacaagaacaataagagctggatggagtccgagtttagag

tgtattctagcgccaacaactgcacatttgagtacgtgagccagcctttcctgatggacctgga ggg

caagcagggcaatttcaagaacctgagggagttcgtgtttaagaatatcgacggctacttcaaaatct

actctaagcacacccccatcaacctggtgcgcgacctgcctcagggcttcagcgccctggagcc c

ctggtggatctgcctatcggcatcaacatcacccggtttcagacactgctggccctgcacagaa gct

acctgacacccggcgactcctctagcggatggaccgccggcgctgccgcctactatgtgggctac

ctccagccccggaccttcctgctgaagtacaacgagaatggcaccatcacagacgcagtggattg

cgccctggaccccctgagcgagacaaagtgtacactgaagtcctttaccgtggagaagggcatc ta

tcagacatccaatttcagggtgcagccaaccgagtctatcgtgcgctttcctaatatcacaaacctgt

gcccatttggcgaggtgttcaacgcaacccgcttcgccagcgtgtacgcctggaataggaagcgg

atcagcaactgcgtggccgactatagcgtgctgtacaactccgcctctttcagcacctttaagt gctat

ggcgtgtcccccacaaagctgaatgacctgtgctttaccaacgtctacgccgattctttcgtgatcag

gggcgacgaggtgcgccagatcgcccccggccagacaggcaagatcgcagactacaattataa

gctgccagacgatttcaccggctgcgtgatcgcctggaacagcaacaatctggattccaaagtggg

cggcaactacaattatctgtaccggctgtttagaaagagcaatctgaagcccttcgagagggac atc

tctacagaaatctaccaggccggcagcaccccttgcaatggcgtggagggctttaactgttatttccc

actccagtcctacggcttccagcccacaaacggcgtgggctatcagccttaccgcgtggtggtg ct

gagctttgagctgctgcacgccccagcaacagtgtgcggccccaagaagtccaccaatctggtga

agaacaagtgcgtgaacttcaacttcaacggcctgaccggcacaggcgtgctgaccgagtccaa c

aagaagttcctgccatttcagcagttcggcagggacatcgcagataccacagacgccgtgcgcga

cccacagaccctggagatcctggacatcacaccctgctctttcggcggcgtgagcgtgatcaca cc

cggcaccaatacaagcaaccaggtggccgtgctgtatcaggacgtgaattgtaccgaggtgcccg

tggctatccacgccgatcagctgaccccaacatggcgggtgtacagcaccggctccaacgtctt cc

agacaagagccggatgcctgatcggagcagagcacgtgaacaattcctatgagtgcgacatccca

atcggcgccggcatctgtgcctcttaccagacccagacaaactctcccagaagagcccggagcgt

ggcctcccagtctatcatcgcctataccatgtccctgggcgccgagaacagcgtggcctactctcag

aatagcatcgccatcccaacccagttcacaatctctgtgaccacagagatcctgcccgtgtccatga

ccaagacatctgtggactgcacaatgtatatctgtggcgattctaccgagtgcagcaacctgctgctc

cagtacggcagcttttgtacccagctgaatagagccctgacaggcatcgccgtggagcaggataa

gaacacacaggaggtgttcgcccaggtgaagcaaatctacaagaccccccctatcaaggactttg

gcggcttccaattttcccagatcctgcctgatccatccaagccttctaagcggagctttatcgaggac

ctgctgttcaacaaggtgaccctggccgatgccggcttcatcaagcagtatggcgattgcctgg gc

gacatcgcagccagggacctgatctgcgcccagaagtttaatggcctgaccgtgctgccacccctg
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ctgacagatgagatgatcgcacagtacacaagcgccctgctggccggcaccatcacatccggatg
gaccttcggcgcaggagccgccctccagatcccctttgccatgcagatggcctataggttcaacgg
catcggcgtgacccagaatgtgctgtacgagaaccagaagctgatcgccaatcagtttaactcc gc

catcggcaagatccaggacagcctgtcctctacagccagcgccctgggcaagctccaggatgtg g
tgaatcagaacgcccaggccctgaataccctggtgaagcagctgagcagcaacttcggcgccatc

tctagcgtgctgaatgacatcctgagccggctggaclccgccpjgaggcagaggtgcagatcgacc
ggctgatcaccggccggctccagagcctccagacctatgtgacacagcagctgatcagggccgc
cgagatcagggccagcgccaatctggcagcaaccaagatgtccgagtgcgtgctgggccagtct

aagagagtggacttttgtggcaagggctatcacctgatgtccttccctcagtctgccccacacggcg
tggtgtttctgcacgtgacctacgtgcccgcccaggagaagcagttcaccacagcccctgccat ct

gccacgatggcaaggcccactttccaagggagggcgtgttcgtgtcccagggcacccactggtt t

gtgacacagcgcaatttctacgagccccagatcatcaccacagacaacaccttcgtgagcggcaa

ctgtgacgtggtcatcggcatcgtgcagaataccgtgtatgatccactccagcccgagctggac ag
ctttaaggaggagctggataagtatttcaagcaacacacctcccctgacgtggatctgggcgacatc

agcggcatccaagcctccgtggtgaacatccagaaggagatcgaccgcctgaacgaggtggcta

agaatctgaacgagagcctgatcgacctccaggagctgggcaagtatgagcagtacatcaagtgg
ccctggtacatctggctgggcttcatcgccggcctgatcgccatcgtgatggtgaccatcatgctgtg

ctgtatgacatcctgctgttcttgcctgaagggctgctgtagctgtggctcctgctgtaagtttgacga
ggatgactctgaacctgtgctgaagggcgtgaagctgcattacacctaa

MFVFLVLLPLVSSQCVNLTTRTQLPPAYTNSFTRGVYYPDKVF
RSSVLHSTQDLFLPFFSNVTWFHAIHVSGTNGTKRFDNPVLPFN

DGVYFASTEKSNIIRGWIFGTTLDSKTQSLLIVNNATNVVIKVC
EFQFCNDPFLGVYYHKNNKSWMESEFRVYSSANNCTFEYVSQ
PFLMDLEGKQGNFKNLREFVFKNIDGYFKIYSKHTPINLVRDLP

QGFSALEPLVDLPIGINITRFQTLLALHRSYLTPGDSSSGWTAG
AAAYYVGYLQPRTELLKYNENGTITDAVDCALDPLSETKCTL

KSFTVEKGIYQTSNFRVQPTESIVRFPNITNLCPFGEVFNATRFA
SVYAWNRKRISNCVADYSVLYNSASFSTFKCYGVSPTKLNDL

CFTNVYADSFVIRGDEVRQIAPGQTGKIADYNYKLPDDFTGCV
lAWNSNNLDSKVGGNYNYLYRLFRKSNLKPFERDISTEIYQAG
STPCNGVEGFNCYFPLQSYGFQPTNGVGYQPYRVVVLSFELLH
APATVCGPKKSTNLVKNKCVNFNFNGLTGTGVLTESNKKFLP

FQQFGRDIADTTDAVRDPQTLEILDITPCSFGGVSVITPGTNTSN

QVAVLYQDVNCTEVPVAIHADQLTPTWRVYSTGSNVFQTRAG
CLIGAEHVNNSYECDIPIGAGICASYQTQTNSPRRARSVASQSII
AYTMSLGAENSVAYSQNSIAIPTQFTISVTTEILPVSMTKTSVD

CTMYICGDSTECSNLLLQYGSFCTQLNRALTGIAVEQDKNTQE
VFAQVKQIYKTPPIKDFGGFQFSQILPDPSKPSKRSFIEDLLFNK
VTLADAGFIKQYGDCLGDIAARDLICAQKFNGLTVLPPLLTDE
MIAQYTSALLAGTITSGWTEGAGAALQIPFAMQMAYRFNGIG
VTQNVLYENQKLIANQFNSAIGKIQDSLSSTASALGKLQDWN

QNAQALNTLVKQLSSNFGAISSVLNDILSRLD^AEVQIDRLI
TGRLQSLQTYVTQQLIRAAEIRASANLAATKMSECVLGQSKRV
DFCGKGYHLMSFPQSAPHGVVFLHVTYVPAQEKQFTTAPAIC
HDGKAHFPREGVFVSQGTHWFVTQRNFYEPQIITTDNTFVSGN
CDVVIGIVQNTVYDPLQPELDSFKEELDKYFKQHTSPDVDLGD
ISGIQASWNIQKEIDRLNEVAKNLNESLIDLQELGKYEQYIKW
PWYIWLGFIAGLIAIVMVTIMLCCMTSCCSCLKGCCSCGSCCK
FDEDDSEPVLKGVKLHYT

atgttcgtcttcctggtcctgctgcctctggtctcctcacagtgcgtcaatctgacaactcggactcag
ctgccacctgcttatactaatagcttcaccagaggcgtgtactatcctgacaaggtgtttagaagctcc
gtgctgcactctacacaggatctgtttctgccattctttagcaacgtgacctggttccacgccatccac

5
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el extremo C-terminal)
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801) para la cepa S-2P de
Wuhan (desde el extremo
5’ hasta el extremo 3’).

gtgagcggcaccaatggcacaaagcggttcgacaatcccgtgctgccttttaacgatggcgtgt act

tcgcctctaccgagaagagcaacatcatcagaggctggatctttggcaccacactggactccaaga

cacagtctctgctgatcgtgaacaatgccaccaacgtggtcatcaaggtgtgcgagttccagttttgt

aatgatcccttcctgggcgtgtactatcacaagaacaataagagctggatggagtccgagtttagag

tgtattctagcgccaacaactgcacatttgagtacgtgagccagcctttcctgatggacctggaggg

caagcagggcaatttcaagaacctgagggagttcgtgtttaagaatatcgacggctacttcaaaatct

actctaagcacacccccatcaacctggtgcgcgacctgcctcagggcttcagcgccctggagccc

ctggtggatctgcctatcggcatcaacatcacccggtttcagacactgctggccctgcacagaagct

acctgacacccggcgactcctctagcggatggaccgccggcgctgccgcctactatgtgggctac

ctccagccccggaccttcctgctgaagtacaacgagaatggcaccatcacagacgcagtggattg

cgccctggaccccctgagcgagacaaagtgtacactgaagtcctttaccgtggagaagggcatcta

tcagacatccaatttcagggtgcagccagccgaggcgatcgtgcgctttcctgaaatcacaaac ctg

tgcccatttggcgaggtgttcgaggcaacccgcttcgccagcgtgtacgcctggaataggaagcg

gatcagcaactgcgtggccgactatagcgtgctgtacaactccgcctctttcagcacctttaag tgct

atggcgtgtcccccacaaagctgaatgacctgtgctttaccaacgtctacgccgattctttcgtgatca

ggggcgacgaggtgcgccagatcgcccccggccagacaggcaagatcgcagactacaattata

agctgccagacgatttcaccggctgcgtgatcgcctggaacagcaacaatctggattccaaagtgg

gcggcaactacaattatctgtaccggctgtttagaaagagcaatctgaagcccttcgagagggacat

ctctacagaaatctaccaggccggcagcaccccttgcaatggcgtggagggctttaactgttatttcc

cactccagtcctacggcttccagcccacaaacggcgtgggctatcagccttaccgcgtggtggtgc

tgagctttgagctgctgcacgccccagcaacagtgtgcggccccaagaagtccaccaatctggtga

agaacaagtgcgtgaacttcaacttcaacggcctgaccggcacaggcgtgctgaccgagtccaac

aagaagttcctgccatttcagcagttcggcagggacatcgcagataccacagacgccgtgcgcga

cccacagaccctggagatcctggacatcacaccctgctctttcggcggcgtgagcgtgatcacacc

cggcaccaatacaagcaaccaggtggccgtgctgtatcaggacgtgaattgtaccgaggtgccc g

tggctatccacgccgatcagctgaccccaacatggcgggtgtacagcaccggctccaacgtcttcc

agacaagagccggatgcctgatcggagcagagcacgtgaacaattcctatgagtgcgacatccca

atcggcgccggcatctgtgcctcttaccagacccagacaaactctcccagaagagcccggagcg t

ggcctcccagtctatcatcgcctataccatgtccctgggcgccgagaacagcgtggcctactctaac

aatagcatcgccatcccaaccaacttcacaatctctgtgaccacagagatcctgcccgtgtccatga

ccaagacatctgtggactgcacaatgtatatctgtggcgattctaccgagtgcagcaacctgct gctc

cagtacggcagcttttgtacccagctgaatagagccctgacaggcatcgccgtggagcaggataa

gaacacacaggaggtgttcgcccaggtgaagcaaatctacaagaccccccctatcaaggactttg

gcggcttccaattttcccagatcctgcctgatccatccaagccttctaagcggagctttatcgaggac

ctgctgttcaacaaggtgaccctggccgatgccggcttcatcaagcagtatggcgattgcctgg gc

gacatcgcagccagggacctgatctgcgcccagaagtttaatggcctgaccgtgctgccacccc tg

ctgacagatgagatgatcgcacagtacacaagcgccctgctggccggcaccatcacatccggatg

gaccttcggcgcaggagccgccctccagatcccctttgccatgcagatggcctataggttcaacgg

catcggcgtgacccagaatgtgctgtacgagaaccagaagctgatcgccaatcagtttaactccgc

catcggcaagatccaggacagcctgtcctctacagccagcgccctgggcaagctccaggatgtgg

tgaatcagaacgcccaggccctgaataccctggtgaagcagctgagcagcaacttcggcgccatc

tctagcgtgctgaatgacatcctgagccggctggac|ccgccg|gaggcagaggtgcagatcgacc
ggctgatcaccggccggctccagagcctccagacctatgtgacacagcagctgatcagggccgc

cgagatcagggccagcgccaatctggcagcaaccaagatgtccgagtgcgtgctgggccagtct

aagagagtggacttttgtggcaagggctatcacctgatgtccttccctcagtctgccccacacggcg

tggtgtttctgcacgtgacctacgtgcccgcccaggagaagaacttcaccacagcccctgccatctg

ccacgatggcaaggcccactttccaagggagggcgtgttcgtgtccaacggcacccactggttt gt

gacacagcgcaatttctacgagccccagatcatcaccacagacaacaccttcgtgagcggcaac t

gtgacgtggtcatcggcatcgtgaacaataccgtgtatgatccactccagcccgagctggacag ctt

taaggaggagctggataagtatttcaagaatcacacctcccctgacgtggatctgggcgacatcag

cggcatcaatgcctccgtggtgaacatccagaaggagatcgaccgcctgaacgaggtggctaaga

atctgaacgagagcctgatcgacctccaggagctgggcaagtatgagcagtacatcaagtggccc
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tggtacatctggctgggcttcatcgccggcctgatcgccatcgtgatggtgaccatcatgctgtgctg
tatgacatcctgctgttcttgcctgaagggctgctgtagctgtggctcctgctgtaagtttgacgagga
tgactctgaacctgtgctgaagggcgtgaagctgcattacacctaa

MFVFLVLLPLVSSQCVNLTTRTQLPPAYTNSFTRGVYYPDKVF
RSSVLHSTQDLFLPFFSNVTWFHAIHVSGTNGTKRFDNPVLPFN

DGVYFASTEKSNIIRGWIFGTTLDSKTQSLLIVNNATNVVIKVC
EFQFCNDPFLGVYYHKNNKSWMESEFRVYSSANNCTFEYVSQ
PFLMDLEGKQGNFKNLREFVFKNIDGYFKIYSKHTPINLVRDLP

QGFSALEPLVDLPIGINITRFQTLLALHRSYLTPGDSSSGWTAG
AAAYYVGYLQPRTFLLKYNENGTITDAVDCALDPLSETKCTL

KSFTVEKGIYQTSNFRVQPAEAIVRFPQITNLCPFGEVFQATRF
ASVYAWNRKRISNCVADYSVLYNSASFSTFKCYGVSPTKLND

LCFTNVYADSFVIRGDEVRQIAPGQTGKIADYNYKLPDDFTGC

VIAWNSNNLDSKVGGNYNYLYRLFRKSNLKPFERDISTEIYQA
GSTPCNGVEGFNCYFPLQSYGFQPTNGVGYQPYRVVVLSFELL
HAPATVCGPKKSTNLVKNKCVNFNFNGLTGTGVLTESNKKFL

PFQQFGRDIADTTDAVRDPQTLEILDITPCSFGGVSVITPGTNTS

NQVAVLYQDVNCTEVPVAIHADQLTPTWRVYSTGSNVFQTRA
GCLIGAEHVNNSYECDIPIGAGICASYQTQTNSPRRARSVASQS
IIAYTMSLGAENSVAYSNNSIAIPTNFTISVTTEILPVSMTKTSV

DCTMYICGDSTECSNLLLQYGSFCTQLNRALTGIAVEQDKNTQ
EVFAQVKQIYKTPPIKDFGGFQFSQILPDPSKPSKRSFIEDLLFN
KVTLADAGFIKQYGDCLGDIAARDLICAQKFNGLTVLPPLLTD
EMIAQYTSALLAGTITSGWTFGAGAALQIPFAMQMAYRFNGIG
VTONVLYENQKLIANQFNSAIGKIQDSLSSTASALGKLQDVVN
qnaqalntlvkqlssnfgaissvlndilsrld|p]eaevqidrli
TGRLQSLQTYVTQQLIRAAEIRASANLAATKMSECVLGQSKRV
DFCGKGYHLMSFPQSAPHGVVFLHVTYVPAQEKNFTTAPAIC
HDGKAHFPREGVFVSNGTHWFVTQRNFYEPQIITTDNTFVSGN
CDVVIGIVNNTVYDPLQPELDSFKEELDKYFKNHTSPDVDLGD

ISGINASVVNIQKEIDRLNEVAKNLNESLIDLQELGKYEQYIKW
PWYIWLGFIAGLIAIVMVTIMLCCMTSCCSCLKGCCSCGSCCK
FDEDDSEPVLKGVKLHYT

atgttcgtcttcctggtcctgctgcctctggtctcctcacagtgcgtcaatctgacaactcggactcag
ctgccacctgcttatactaatagcttcaccagaggcgtgtactatcctgacaaggtgtttagaagctcc
gtgctgcactctacacaggatctgtttctgccattctttagcaacgtgacctggttccacgccatccac

gtgagcggcaccaatggcacaaagcggttcgacaatcccgtgctgccttttaacgatggcgtgt act
tcgcctctaccgagaagagcaacatcatcagaggctggatctttggcaccacactggactccaaga
cacagtctctgctgatcgtgaacaatgccaccaacgtggtcatcaaggtgtgcgagttccagtt ttgt

aatgatcccttcctgggcgtgtactatcacaagaacaataagagctggatggagtccgagtttagag
tgtattctagcgccaacaactgcacatttgagtacgtgagccagcctttcctgatggacctggaggg
caagcagggcaatttcaagaacctgagggagttcgtgtttaagaatatcgacggctacttcaaaatct

actctaagcacacccccatcaacctggtgcgcgacctgcctcagggcttcagcgccctggagcc c

ctggtggatctgcctatcggcatcaacatcacccggtttcagacactgctggccctgcacagaa gct
acctgacacccggcgactcctctagcggatggaccgccggcgctgccgcctactatgtgggctac

ctccagccccggaccttcctgctgaagtacaacgagaatggcaccatcacagacgcagtggatt g
cgccctggaccccctgagcgagacaaagtgtacactgaagtcctttaccgtggagaagggcatcta

tcagacatccaatttcagggtgcagccagccgaggcgatcgtgcgctttcctgaaatcacaaac ctg

tgcccatttggcgaggtgttcgaggcaacccgcttcgccagcgtgtacgcctggaataggaagcg
gatcagcaactgcgtggccgactatagcgtgctgtacaactccgcctctttcagcacctttaag tgct
atggcgtgtcccccacaaagctgaatgacctgtgctttaccaacgtctacgccgattctttcgtgatca
ggggcgacgaggtgcgccagatcgcccccggccagacaggcaagatcgcagactacaattata

ID de SEC NO: 36

Secuencia proteica de S-
(deg-RBD-801) para la
cepa S-2P de Wuhan

(desde el extremo N-
terminal hasta el extremo

C-terminal)

5

10

«5

20

ID de SEC NO; 37

Secuencia de ácido

nucieico de S-(deg-RBD-
1194) para la cepa S-2P
de Wuhan (desde el
extremo 5’ al extremo 3’)

25

30
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agctgccagacgatttcaccggctgcgtgatcgcctggaacagcaacaatctggattccaaagtgg
gcggcaactacaattatctgtaccggctgtttagaaagagcaatctgaagcccttcgagagggacat

ctctacagaaatctaccaggccggcagcaccccttgcaatggcgtggagggctttaactgttatttcc

cactccagtcctacggcttccagcccacaaacggcgtgggctatcagccttaccgcgtggtggtgc
tgagctttgagctgctgcacgccccagcaacagtgtgcggccccaagaagtccaccaatctggtga
agaacaagtgcgtgaacttcaacttcaacggcctgaccggcacaggcgtgctgaccgagtccaac

aagaagttcctgccatttcagcagttcggcagggacatcgcagataccacagacgccgtgcgcga

cccacagaccctggagatcctggacatcacaccctgctctttcggcggcgtgagcgtgatcaca cc

cggcaccaatacaagcaaccaggtggccgtgctgtatcaggacgtgaattgtaccgaggtgcccg

tggctatccacgccgatcagctgaccccaacatggcgggtgtacagcaccggctccaacgtcttcc

agacaagagccggatgcctgatcggagcagagcacgtgaacaattcctatgagtgcgacatccca

atcggcgccggcatctgtgcctcttaccagacccagacaaactctcccagaagagcccggagcgt

ggcctcccagtctatcatcgcctataccatgtccctgggcgccgagaacagcgtggcctactctaac

aatagcatcgccatcccaaccaacttcacaatctctgtgaccacagagatcctgcccgtgtccatga

ccaagacatctgtggactgcacaatgtatatctgtggcgattctaccgagtgcagcaacctgctgctc

cagtacggcagcttttgtacccagctgaatagagccctgacaggcatcgccgtggagcaggataa

gaacacacaggaggtgttcgcccaggtgaagcaaatctacaagaccccccctatcaaggactttg

gcggcttcaatttttcccagatcctgcctgatccatccaagccttctaagcggagctttatcgaggacc

tgctgttcaacaaggtgaccctggccgatgccggcttcatcaagcagtatggcgattgcctgggcg
acatcgcagccagggacctgatctgcgcccagaagtttaatggcctgaccgtgctgccacccctgc

tgacagatgagatgatcgcacagtacacaagcgccctgctggccggcaccatcacatccggatg g
accttcggcgcaggagccgccctccagatcccctttgccatgcagatggcctataggttcaacg gc
atcggcgtgacccagaatgtgctgtacgagaaccagaagctgatcgccaatcagtttaactccgcc

atcggcaagatccaggacagcctgtcctctacagccagcgccctgggcaagctccaggatgtggt

gaatcagaacgcccaggccctgaataccctggtgaagcagctgagcagcaacttcggcgccatc t

ctagcgtgctgaatgacatcctgagccggctggac|ccgccg|gaggcagaggtgcagatcgac ce
gctgatcaccggccggctccagagcctccagacctatgtgacacagcagctgatcagggccgcc

gagatcagggccagcgccaatctggcagcaaccaagatgtccgagtgcgtgctgggccagtcta

agagagtggacttttgtggcaagggctatcacctgatgtccttccctcagtctgccccacacgg cgt

ggtgtttctgcacgtgacctacgtgcccgcccaggagaagaacttcaccacagcccctgccatc tg

ccacgatggcaaggcccactttccaagggagggcgtgttcgtgtccaacggcacccactggtttgt
gacacagcgcaatttctacgagccccagatcatcaccacagacaacaccttcgtgagcggcaac t

gtgacgtggtcatcggcatcgtgaacaataccgtgtatgatccactccagcccgagctggacag ctt

taaggaggagctggataagtatttcaagaatcacacctcccctgacgtggatctgggcgacatcag

cggcatcaatgcctccgtggtgaacatccagaaggagatcgaccgcctgaacgaggtggctaag a

atctgcaggagagcctgatcgacctccaggagctgggcaagtatgagcagtacatcaagtggcc c

tggtacatctggctgggcttcatcgccggcctgatcgccatcgtgatggtgaccatcatgctgtgctg
tatgacatcctgctgttcttgcctgaagggctgctgtagctgtggctcctgctgtaagtttgacgagga
tgactctgaacctgtgctgaagggcgtgaagctgcattacacctaa
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ID de SEC NO: 38

Secuencia proteica de S-
(deg-RBD-1194) para la
cepa S-2P de Wuhan

(desde el extremo N-
terminal hasta el extremo

C-terminal)

MFVFLVLLPLVSSQCVNLTTRTQLPPAYTNSFTRGVYYPDKVF
RSSVLHSTQDLFLPFFSNVTWFHAIHVSGTNGTKRFDNPVLPFN

DGVYFASTEKSNIIRGWIFGTTLDSKTQSLLIVNNATNVVIKVC
EFQFCNDPFLGVYYHKNNKSWMESEFRVYSSANNCTFEYVSQ
PFLMDLEGKQGNFKNLREFVFKNIDGYFKIYSKHTPINLVRDLP

QGFSALEPLVDLPIGINITRFQTLLALHRSYLTPGDSSSGWTAG
AAAYYVGYLQPRTFLLKYNENGTITDAVDCALDPLSETKCTL

KSFTVEKGIYQTSNFRVQPAEAIVRFPQITNLCPFGEVFQATRF
ASVYAWNRKRISNCVADYSVLYNSASFSTFKCYGVSPTKLND

LCFTNVYADSFVIRGDEVRQIAPGQTGKIADYNYKLPDDFTGC

VIAWNSNNLDSKVGGNYNYLYRLFRKSNLKPFERDISTEIYQA
GSTPCNGVEGFNCYFPLQSYGFQPTNGVGYQPYRVWLSFELL
HAPATVCGPKKSTNLVKNKCVNFNFNGLTGTGVLTESNKKFL

30
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PFQQFGRDIADTTDAVRDPQTLEILDITPCSFGGVSVITPGTNTS

NQVAVLYQDVNCTEVPVAIHADQLTPTWRVYSTGSNVFQTRA
GCLIGAEHVNNSYECDIPIGAGICASYQTQTNSPRRARSVASQS
IIAYTMSLGAENSVAYSNNSIAIPTNFTISVTTEILPVSMTKTSV

DCTMYICGDSTECSNLLLQYGSFCTQLNRALTGIAVEQDKNTQ
EVFAQVKQIYKTPPIKDFGGFNFSQILPDPSKPSKRSFIEDLLFN

KVTLADAGFIKQYGDCLGDIAARDLICAQKFNGLTVLPPLLTD
EMIAQYTSALLAGTITSGWTFGAGAALQIPFAMQMAYRFNGIG
VTQNVLYENQKLIANQFNSAIGKIQDSLSSTASALGKLQDWN

QNAQALNTLVKQLSSNFGAISSVLNDILSRLD@EAEVQIDRLI
TGRLQSLQTYVTQQLIRAAEIRASANLAATKMSECVLGQSKRV
DFCGKGYHLMSFPQSAPHGVVFLHVTYVPAQEKNFTTAPAIC
HDGKAHFPREGVFVSNGTHWFVTQRNFYEPQIITTDNTFVSGN
CDWIGIVNNTVYDPLQPELDSFKEELDKYFKNHTSPDVDLGD

ISGINASWNIQKEIDRLNEVAKNLQESLIDLQELGKYEQYIKW
PWYIWLGFIAGLIAIVMVTIMLCCMTSCCSCLKGCCSCGSCCK

FDEDDSEPVLKGVKLHYT

5

10

ID de SEC NO: 39

Secuencia de ácido

nucleico de S-(deg-RBD-
122-165-234) para la
cepa S-2P de Wuhan
(desde el extremo 5’
hasta el extremo 3’).

atgttcgtcttcctggtcctgctgcctctggtctcctcacagtgcgtcaatctgacaactcggactcag

ctgccacctgcttatactaatagcttcaccagaggcgtgtactatcctgacaaggtgtttagaagctcc
gtgctgcactctacacaggatctgtttctgccattctttagcaacgtgacctggttccacgccatccac

gtgagcggcaccaatggcacaaagcggttcgacaatcccgtgctgccttttaacgatggcgtgt act

tcgcctctaccgagaagagcaacatcatcagaggctggatctttggcaccacactggactccaaga

cacagtctctgctgatcgtgaaccaagccaccaacgtggtcatcaaggtgtgcgagttccagttttgt
aatgatcccttcctgggcgtgtactatcacaagaacaataagagctggatggagtccgagtttagag

tgtattctagcgccaaccagtgcacatttgagtacgtgagccagcctttcctgatggacctggaggg
caagcagggcaatttcaagaacctgagggagttcgtgtttaagaatatcgacggctacttcaaaatct

actctaagcacacccccatcaacctggtgcgcgacctgcctcagggcttcagcgccctggagccc

ctggtggatctgcctatcggcatccagatcacccggtttcagacactgctggccctgcacagaagct
acctgacacccggcgactcctctagcggatggaccgccggcgctgccgcctactatgtgggctac

ctccagccccggaccttcctgctgaagtacaacgagaatggcaccatcacagacgcagtggattg

cgccctggaccccctgagcgagacaaagtgtacactgaagtcctttaccgtggagaagggcatc ta

tcagacatccaatttcagggtgcagccagccgaggcgatcgtgcgctttcctgaaatcacaaacctg

tgcccatttggcgaggtgttcgaggcaacccgcttcgccagcgtgtacgcctggaataggaagcg
gatcagcaactgcgtggccgactatagcgtgctgtacaactccgcctctttcagcacctttaag tgct

atggcgtgtcccccacaaagctgaatgacctgtgctttaccaacgtctacgccgattctttcgt gatca
ggggcgacgaggtgcgccagatcgcccccggccagacaggcaagatcgcagactacaattata

agctgccagacgatttcaccggctgcgtgatcgcctggaacagcaacaatctggattccaaagtgg
gcggcaactacaattatctgtaccggctgtttagaaagagcaatctgaagcccttcgagagggacat

ctctacagaaatctaccaggccggcagcaccccttgcaatggcgtggagggctttaactgttatttcc

cactccagtcctacggcttccagcccacaaacggcgtgggctatcagccttaccgcgtggtggtgc
tgagctttgagctgctgcacgccccagcaacagtgtgcggccccaagaagtccaccaatctggtga
agaacaagtgcgtgaacttcaacttcaacggcctgaccggcacaggcgtgctgaccgagtccaa c

aagaagttcctgccatttcagcagttcggcagggacatcgcagataccacagacgccgtgcgcga

cccacagaccctggagatcctggacatcacaccctgctctttcggcggcgtgagcgtgatcaca cc

cggcaccaatacaagcaaccaggtggccgtgctgtatcaggacgtgaattgtaccgaggtgccc g
tggctatccacgccgatcagctgaccccaacatggcgggtgtacagcaccggctccaacgtctt cc

agacaagagccggatgcctgatcggagcagagcacgtgaacaattcctatgagtgcgacatccca

atcggcgccggcatctgtgcctcttaccagacccagacaaactctcccagaagagcccggagcgt

ggcctcccagtctatcatcgcctataccatgtccctgggcgccgagaacagcgtggcctactctaac

aatagcatcgccatcccaaccaacttcacaatctctgtgaccacagagatcctgcccgtgtccatga
ccaagacatctgtggactgcacaatgtatatctgtggcgattctaccgagtgcagcaacctgctgctc
cagtacggcagcttttgtacccagctgaatagagccctgacaggcatcgccgtggagcaggata a
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gaacacacaggaggtgttcgcccaggtgaagcaaatctacaagaccccccctatcaaggactttg

gcggcttcaatttttcccagatcctgcctgatccatccaagccttctaagcggagctttatcgaggacc
tgctgttcaacaaggtgaccctggccgatgccggcttcatcaagcagtatggcgattgcctgggcg

acatcgcagccagggacctgatctgcgcccagaagtttaatggcctgaccgtgctgccacccctgc
tgacagatgagatgatcgcacagtacacaagcgccctgctggccggcaccatcacatccggatgg
accttcggcgcaggagccgccctccagatcccctttgccatgcagatggcctataggttcaacg gc
atcggcgtgacccagaatgtgctgtacgagaaccagaagctgatcgccaatcagtttaactccgcc

atcggcaagatccaggacagcctgtcctctacagccagcgccctgggcaagctccaggatgtggt

gaatcagaacgcccaggccctgaataccctggtgaagcagctgagcagcaacttcggcgccatc t

ctagcgtgctgaatgacatcctgagccggctggac|ccgcc^aggcagaggtgcagatcgaccg
gctgatcaccggccggctccagagcctccagacctatgtgacacagcagctgatcagggccgcc
gagatcagggccagcgccaatctggcagcaaccaagatgtccgagtgcgtgctgggccagtcta

agagagtggacttttgtggcaagggctatcacctgatgtccttccctcagtctgccccacacgg cgt

ggtgtttctgcacgtgacctacgtgcccgcccaggagaagaacttcaccacagcccctgccatc tg

ccacgatggcaaggcccactttccaagggagggcgtgttcgtgtccaacggcacccactggttt gt

gacacagcgcaatttctacgagccccagatcatcaccacagacaacaccttcgtgagcggcaac t

gtgacgtggtcatcggcatcgtgaacaataccgtgtatgatccactccagcccgagctggacag ctt

taaggaggagctggataagtatttcaagaatcacacctcccctgacgtggatctgggcgacatc ag

cggcatcaatgcctccgtggtgaacatccagaaggagatcgaccgcctgaacgaggtggctaag a

atctgaacgagagcctgatcgacctccaggagctgggcaagtatgagcagtacatcaagtggccc

tggtacatctggctgggcttcatcgccggcctgatcgccatcgtgatggtgaccatcatgctgtgctg

tatgacatcctgctgttcttgcctgaagggctgctgtagctgtggctcctgctgtaagtttgacgagga
tgactctgaacctgtgctgaagggcgtgaagctgcattacacctaa

5

10

%

ID de SEC NO: 40

Secuencia proteica de S-
(deg-RBD-122-165-234)
para la cepa S-2P de
Wuhan (desde el extremo
N-terminal hasta el

extremo C-terminal)

MFVFLVLLPLVSSQCVNLTTRTQLPPAYTNSFTRGVYYPDKVF
RSSVLHSTQDLFLPFFSNVTWFHAIHVSGTNGTKRFDNPVLPFN

DGVYFASTEKSNIIRGWIFGTTLDSKTQSLLIVNQATNVVIKVC
EFQFCNDPFLGVYYHKNNKSWMESEFRVYSSANQCTFEYVSQ
PFLMDLEGKQGNFKNLREFVFKNIDGYFKIYSKHTPINLVRDLP

QGFSALEPLVDLPIGIQITRFQTLLALHRSYLTPGDSSSGWTAG
AAAYYVGYLQPRTFLLKYNENGTITDAVDCALDPLSETKCTL

KSFTVEKGIYQTSNFRVQPAEAIVRFPQITNLCPFGEVFQATRF
ASVYAWNRKRISNCVADYSVLYNSASFSTFKCYGVSPTKLND

LCFTNVYADSFVIRGDEVRQIAPGQTGKIADYNYKLPDDFTGC

VIAWNSNNLDSKVGGNYNYLYRLFRKSNLKPFERDISTEIYQA
GSTPCNGVEGFNCYFPLQSYGFQPTNGVGYQPYRVVVLSFELL
HAPATVCGPKKSTNLVKNKCVNFNFNGLTGTGVLTESNKKFL

PFQQFGRDIADTTDAVRDPQTLEILDITPCSFGGVSVITPGTNTS

NQVAVLYQDVNCTEVPVAIHADQLTPTWRVYSTGSNVFQTRA
GCLIGAEHVNNSYECDIPIGAGICASYQTQTNSPRRARSVASQS
IIAYTMSLGAENSVAYSNNSIAIPTNFTISVTTEILPVSMTKTSV

DCTMYICGDSTECSNLLLQYGSFCTQLNRALTGIAVEQDKNTQ
EVFAQVKQIYKTPPIKDFGGFNFSQILPDPSKPSKRSFIEDLLFN
KVTLADAGFIKQYGDCLGDIAARDLICAQKFNGLTVLPPLLTD
EMIAQYTSALLAGTITSGWTFGAGAALQIPFAMQMAYRFNGIG
VTQNVLYENQKLIANQFNSAIGKIQDSLSSTASALGKLQDWN
QNAQALNTLVKQLSSNFGAISSVLNDILSRLD^AEVQIDRLI
TGRLQSLQTYVTQQLIRAAEIRASANLAATKMSECVLGQSKRV
DFCGKGYHLMSFPQSAPHGVVFLHVTYVPAQEKNFTTAPAIC
HDGKAHFPREGVFVSNGTHWFVTQRNFYEPQIITTDNTFVSGN
CDWIGIVNNTVYDPLQPELDSFKEELDKYFKNHTSPDVDLGD

ISGINASWNIQKEIDRLNEVAKNLNESLIDLQELGKYEQYIKW
PWYIWLGFIAGLIAIVMVTIMLCCMTSCCSCLKGCCSCGSCCK
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115

FDEDDSEPVLKGVKLHYT

ID de SEC NO: 41 TESIVRFPNITNL

ID de SEC NO: 42 NITNLCPFGEVFNATR

ID de SEC NO: 43 LYNSASFSTFK

ID de SEC NO: 44 LDSKVGGNYN

ID de SEC NO: 45 KSNLKPFERDIST
5

ID de SEC NO: 46 KPFERDISTEIYQAG

ID de SEC NO: 47 GPKKSTNLVKNKC

ID de SEC NO: 48 NCDWIGIV[N]NTVY

ID de SEC NO: 49 PELDSFKEELDKYFK[N]HTS

ID de SEC NO: 50 VNIQKEIDRLNEVA

ID de SEC NO: 51

ID de SEC NO: 52

NL[N]ESLIDLQ

10 LGKYEQYIKWP

ID de SEC NO: 53

Delta: Secuencia de la

proteína Espícula de la
cepa Delta del SARS-
CoV-2

MFVFLVLLPLVSSQCVNLRTRTQLPPAYTNSFTRGVYYPDKVF
RSSVLHSTQDLFLPFFSNVTWFHAIHVSGTNGTTRFDNPVLPFN

DGVYFASTEKSNIIRGWIFGTTLDSKTQSLLIVNNATNVVIKVC

EFQFCNDPFLGVYYHKNNKSWMESGVYSSANNCTFEYVSQPF
LMDLEGKQGNFKNLREFVFKNIDGYFKIYSKHTPINLVRDLPQ
GFSALEPLVDLPIGINITRFQTLLALHRSYLTPGDSSSGWTAGA
AAYYVGYLQPRTFLLKYNENGTITDAVDCALDPLSETKCTLKS

FTVEKGIYQTSNFRVQPTESIVRFPNITNLCPFGEVFNATRFASV
YAWNRKRISNCVADYSVLYNSASFSTFKCYGVSPTKLNDLCFT

NVYADSFVIRGDEVRQIAPGQTGKIADYNYKLPDDFTGCVIAW

NSNNLDSKVGGNYNYRYRLFRKSNLKPFERDISTEIYQAGSKP
CNGVEGFNCYFPLQSYGFQPTNGVGYQPYRVVVLSFELLHAP
ATVCGPKKSTNLVKNKCVNFNFNGLTGTGVLTESNKKFLPFQ
QFGRDIADTTDAVRDPQTLEILDITPCSFGGVSVITPGTNTSNQ
VAVLYQGVNCTEVPVAIHADQLTPTWRVYSTGSNVFQTRAGC
LIGAEHVNNSYECDIPIGAGICASYQTQTNSRRRARSVASQSIIA
YTMSLGAENSVAYSNNSIAIPTNFTISVTTEILPVSMTKTSVDCT

MYICGDSTECSNLLLQYGSFCTQLNRALTGIAVEQDKNTQEVF
AQVKQIYKTPPIKDFGGFNFSQILPDPSKPSKRSFIEDLLFNKVT

LADAGFIKQYGDCLGDIAARDLICAQKFNGLTVLPPLLTDEMI
AQYTSALLAGTITSGWTFGAGAALQIPFAMQMAYRFNGIGVT
QNVLYENQKLIANQFNSAIGKIQDSLSSTASALGKLQNVVNQN
AQALNTLVKQLSSNFGAISSVLNDILSRLDKVEAEVQIDRLITG
RLQSLQTYVTQQLIRAAEIRASANLAATKMSECVLGQSKRVDF
CGKGYHLMSFPQSAPHGWFLHVTYVPAQEKNFTTAPAICHD
GKAHFPREGVFVSNGTHWFVTQRNFYEPQIITTDNTFVSGNCD
WIGIVNNTVYDPLQPELDSFKEELDKYFKNHTSPDVDLGDISG

INASVVNIQKEIDRLNEVAKNLNESLIDLQELGKYEQYIKWPW
YIWLGFIAGLIAIVMVTIMLCCMTSCCSCLKGCCSCGSCCKEDE

DDSEPVLKGVKLHYT

•5
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ID de SEC NO: 54

WH: Secuencia de la

proteína Espícula de la
cepa SARS-CoV-2
Wuhan-Hu-1

MFVFLVLLPLVSSQCVNLTTRTQLPPAYTNSFTRGVYYPDKVF
RSSVLHSTQDLFLPFFSNVTWFHAIHVSGTNGTKRFDNPVLPFN

DGVYFASTEKSNIIRGWIFGTTLDSKTQSLLIVNNATNVVIKVC
EFQFCNDPFLGVYYHKNNKSWMESEFRVYSSANNCTFEYVSQ
PFLMDLEGKQGNFKNLREFVFKNIDGYFKIYSKHTPINLVRDLP

QGFSALEPLVDLPIGINITRFQTLLALHRSYLTPGDSSSGWTAG
AAAYYVGYLQPRTFLLKYNENGTITDAVDCALDPLSETKCTL
KSFTVEKGIYQTSNFRVQPTESIVRFPNITNLCPFGEVFNATRFA

35
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SVYAWNRKRISNCVADYSVLYNSASFSTFKCYGVSPTKLNDL

CFTNVYADSFVIRGDEVRQIAPGQTGKIADYNYKLPDDFTGCV
lAWNSNNLDSKVGGNYNYLYRLFRKSNLKPFERDISTEIYQAG
STPCNGVEGFNCYFPLQSYGFQPTNGVGYQPYRVWLSFELLH
APATVCGPKKSTNLVKNKCVNFNFNGLTGTGVLTESNKKFLP

FQQFGRDIADTTDAVRDPQTLEILDITPCSFGGVSVITPGTNTSN

QVAVLYQDVNCTEVPVAIHADQLTPTWRVYSTGSNVFQTRAG
CLIGAEHVNNSYECDIPIGAGICASYQTQTNSPRRARSVASQSII
AYTMSLGAENSVAYSNNSIAIPTNFTISVTTEILPVSMTKTSVD

CTMYICGDSTECSNLLLQYGSECTQLNRALTGIAVEQDKNTQE
VFAQVKQIYKTPPIKDFGGFNFSQILPDPSKPSKRSFIEDLLFNK
VTLADAGFIKQYGDCLGDIAARDLICAQKFNGLTVLPPLLTDE
MIAQYTSALLAGTITSGWTFGAGAALQIPFAMQMAYRFNGIG
VTQNVLYENQKLIANQFNSAIGKIQDSLSSTASALGKLQDVVN
QNAQALNTLVKQLSSNFGAISSVLNDILSRLDKVEAEVQIDRLI
TGRLQSLQTYVTQQLIRAAEIRASANLAATKMSECVLGQSKRV
DFCGKGYHLMSFPQSAPHGVVFLHVTYVPAQEKNFTTAPAIC
HDGKAHFPREGVFVSNGTHWFVTQRNFYEPQIITTDNTFVSGN
CDVVIGIVNNTVYDPLQPELDSFKEELDKYFKNHTSPDVDLGD

ISGINASVVNIQKEIDRLNEVAKNLNESLIDLQELGKYEQYIKW
PWYIWLGFIAGLIAIVMVTIMLCCMTSCCSCLKGCCSCGSCCK

FDEDDSEPVLKGVKLHYT

VNLRTRTQLPPAYTNSFTRGVYYPDKVFRSSVLHSTQDLFLPFF
SNVTWFHAIHVSGTNGTKRFDNPVLPFNDGVYFASIEKSNIIRG

WIFGTTLDSKTQSLLIVNNATNVVIKVCEFQFCNDPFLDVYYH
KNNKSWMESGVYSSANNCTFEYVSQPFLMDLEGKQGNFKNL
REFVFKNIDGYFKIYSKHTPINLVRDLPQGFSALEPLVDLPIGINI
TRFQTLLALHRSYLTPGDSSSGWTAGAAAYYVGYLQPRTFLL
KYNENGTITDAVDCALDPLSETKCTLKSFTVEKGIYQTSNFRV
QPTESIVRFPNITNLCPFGEVENATRFASVYAWNRKRISNCVAD

YSVLYNSASFSTFKCYGVSPTKLNDLCFTNVYADSFVIRGDEV

RQIAPGQTGKIADYNYKLPDDFTGCVIAWNSNNLDSKVGGNY

NYRYRLFRKSNLKPFERDISTEIYQAGSKPCNGVEGFNCYFPLQ
SYGFQPTNGVGYQPYRVVVLSFELLHAPATVCGPKKSTNLVK
NKCVNFNFNGLTGTGVLTESNKKFLPFQQFGRDIADTTDAVR
DPQTLEILDITPCSFGGVSVITPGTNTSNQVAVLYQGVNCTEVP
VAIHADQLTPTWRVYSTGSNVFQTRAGCLIGAEHVNNSYECDI
PIGAGICASYQTQTNSRGSAGSVASQSIIAYTMSLGAENSVAYS
NNSIAIPTNFTISVTTEILPVSMTKTSVDCTMYICGDSTECSNLL

LQYGSFCTQLNRALTGIAVEQDKNTQEVFAQVKQIYKTPPIKD
FGGFNFSQILPDPSKPSKRSEIEDLLFNKVTLADAGFIKQYGDCL
GDIAARDLICAQKFNGLTVLPPLLTDEMIAQYTSALLAGTITSG
WTFGAGAALQIPFAMQMAYRFNGIGVTQNVLYENQKLIANQE
NSAIGKIQDSLSSTASALGKLQNVVNQNAQALNTLVKQLSSNF
GAISSVLNDILSRLDPPEAEVQIDRLITGRLQSLQTYVTQQLIRA
AEIRASANLAATKMSECVLGQSKRVDFCGKGYHLMSFPQSAP
HGVVFLHVTYVPAQEKNFTTAPAICHDGKAHFPREGVFVSNG

THWEVTQRNFYEPQIITTDNTFVSGNCDVVIGIVNNTVYDPLQP
ELDSFKEELDKYFKNHTSPDVDLGDISGINASVVNIQKEIDRLN
EVAKNLNESLIDLQELGKYEQYIKWPLVPRGSPGSGYIPEAPRD
GQAYVRKDGEWVLLSTFLG

MKVKLLVLLCTFTATYAGTOCVNLTTRTQLPPAYTNSFTRGV
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Proteína Smg YYPDKVFRSSVLHSTQDLFLPFFSNVTWFHAIHVSGTNGTKRF

DNPVLPFNDGVYFASTEKSNIIRGWIFGTTLDSKTQSLLIVNNA
TNWIKVCEFQFCNDPFLGVYYHKNNKSWMESEFRVYSSANN

CTFEYVSQPFLMDLEGKQGNFKNLREFVFKNIDGYFKIYSKHT
PINLVRDLPQGFSALEPLVDLPIGINITRFQTLLALHRSYLTPGD
SSSGWTAGAAAYYVGYLQPRTFLLKYNENGTITDAVDCALDP
LSETKCTLKSFTVEKGIYQTSNFRVQPTESIVRFPNITNLCPFGE
VFNATRFASVYAWNRKRISNCVADYSVLYNSASFSTFKCYGV

SPTKLNDLCFTNVYADSFVIRGDEVRQIAPGQTGKIADYNYKL
PDDFTGCVIAWNSNNLDSKVGGNYNYLYRLFRKSNLKPFERDI

STEIYQAGSTPCNGVEGFNCYFPLQSYGFQPTNGVGYQPYRVV
VLSFELLHAPATVCGPKKSTNLVKNKCVNFNFNGLTGTGVLT

ESNKKFLPFOQFGRDIADTTDAVRDPQTLEILDITPCSFGGVSVI

TPGTNTSNQVAVLYQDVNCTEVPVAIHADQLTPTWRVYSTGS
NVFQTRAGCLIGAEHVNNSYECDIPIGAGICASYQTQTNSPGSA
GSVASQSIIAYTMSLGAENSVAYSNNSIAIPTNFTISVTTEILPVS

MTKTSVDCTMYICGDSTECSNLLLQYGSFCTQLNRALTGIAVE
QDKNTQEVFAQVKQIYKTPPIKDFGGFNFSQILPDPSKPSKRSFI
EDLLFNKVTLADAGFIKQYGDCLGDIAARDLICAQKFNGLTVL
PPLLTDEMIAQYTSALLAGTITSGWTFGAGAALQIPFAMQMAY
RFNGIGVTQNVLYENQKLIANQFNSAIGKIQDSLSSTASALGKL
QDVVNQNAOALNTLVKQLSSNFGAISSVLNDILSRLDPPEAEV

QIDRLITGRLQSLQTYVTQQLIRAAEIRASANLAATKMSECVLG

QSKRVDFCGKGYHLMSFPQSAPHGVVFLHVTYVPAQEKNFTT
APAICHDGKAHFPREGVFVSNGTHWFVTQRNFYEPQIITTDNT
FVSGNCDVVIGIVNNTVYDPLQPELDSFKEELDKYFKNHTSPD
VDLGDISGINASVVNIQKEIDRLNEVAKNLNESLIDLQELGKYE
QDIRSLVPRGSPGSGYIPEAPRDGQAYVRKDGEWVLLSTFLGH
HHHHH
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PFFSNVTWFHAIHVSGTNGTKRFDNPVLPFNDGVYFASTEKSN

lIRGWIFGTTLDSKTQSLLIVNNATNVVIKVCEFQFCNDPFLGV
YYHKNNKSWMESEFRVYSSANNCTFEYVSQPFLMDLEGKQG
NFKNLREFVFKNIDGYFKIYSKHTPINLVRDLPQGFSALEPLVD
LPIGINITRFQTLLALHRSYLTPGDSSSGWTAGAAAYYVGYLQP
RTFLLKYNENGTITDAVDCALDPLSETKCTLKSFTVEKGIYQTS
NFRVQPTESIVRFPNITNLCPFGEVFNATRFASVYAWNRKRISN
CVADYSVLYNSASFSTFKCYGVSPTKLNDLCFTNVYADSFVIR

GDEVRQIAPGQTGKIADYNYKLPDDFTGCVIAWNSNNLDSKV

GGNYNYLYRLFRKSNLKPFERDISTEIYQAGSTPCNGVEGFNC
YFPLQSYGFQPTNGVGYQPYRVVVLSFELLHAPATVCGPKKST

NLVKNKCVNFNFNGLTGTGVLTESNKKFLPFQQFGRDIADTTD
AVRDPQTLEILDITPCSFGGVSVITPGTNTSNQVAVLYQDVNCT
EVPVAIHADQLTPTWRVYSTGSNVFQTRAGCLIGAEHVNNSY
ECDIPIGAGICASYQTQTNSPRRARSVASQSIIAYTMSLGAENSV
AYSNNSIAIPTNFTISVTTEILPVSMTKTSVDCTMYICGDSTECS

NLLLQYGSFCTQLNRALTGIAVEQDKNTQEVFAQVKQIYKTPP
IKDFGGFNFSQILPDPSKPSKRSFIEDLLFNKVTLADAGFIKQYG
DCLGDIAARDLICAQKFNGLTVLPPLLTDEMIAQYTSALLAGTI

TSGWTFGAGAALQIPFAMQMAYRFNGIGVTQNVLYENQKLIA
NQFNSAIGKIQDSLSSTASALGKLQDVVNQNAQALNTLVKQLS
SNFGAISSVLNDILSRLDKVEAEVOIDRLITGRLQSLQTYVTQQ
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LIRAAEIRASANLAATKMSECVLGQSKRVDFCGKGYHLMSFP
QSAPHGWFLHVTYVPAQEKNFTTAPAICHDGKAHFPREGVF
VSNGTHWFVTQRNFYEPQIITTDNTFVSGNCDVVIGIVNNTVY
DPLQPELDSFKEELD

KYFKNHTSPDVDLGDISGINASVVNIQKEIDRLNEVAKNLNESL
IDLQELGKYEQY
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