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CONJUGADOS COVALENTES DEL DOMINIO DE UNION AL RECEPTOR DEL VIRUS SARS-
COV-2 Y UNA PROTEINA PORTADORA Y LAS COMPOSICIONES VACUNALES QUE LOS
CONTIENEN.

CAMPO DE LA TECNICA

La presente invencioén se relaciona con la biotecnologia, especificamente con el campo de la
salud humana. Particularmente, describe conjugados covalentes del dominio de unién al
receptor del virus SARS-CoV-2 con una proteina portadora, el método para obtener esos

conjugados y las composiciones vacunales que los contienen.

ESTADO DE LA TECNICA ANTERIOR

La enfermedad COVID19 es de muy reciente aparicién, en Wuhan, China en diciembre de 2019,
donde comenzaron a reportarse casos graves de neumonias de etiologia desconocida. La
enfermedad causada por el virus SARS-CoV-2 se caracteriza por una rapida difusién entre
personas, principalmente con la aparicién de sintomas como fiebre, tos, rinorrea, dolor de
garganta y dificultad para respirar, en los casos sintomaticos, que representan menos del 50 %.
En el resto de las personas la enfermedad cursa de forma asintomética, siendo este un elemento
importante en la diseminacién de la enfermedad y un reto epidemiolégico para su control (WHO
Coronavirus disease (COVID-2019) situation reports. https://www.who.int/emergencies

/diseases/novel-coronavirus-2019/situation-reports. Consultado el 13 de agosto
de 2020).

Coronavirus similares a SARS-CoV-2, conocidos como MERS y SARS, han constituido agentes
causantes de epidemias similares en décadas anteriores. El SARS tiene mayor homologia con
el SARS-CoV-2, y uno de los elementos de similitud es que ambos virus utilizan la proteina ACE2
como receptor para penetrar en las células humanas. Por tanto, en el SARS como en el SARS-
CoV-2, la interaccién entre el dominio de unién al receptor (RBD, del inglés receptor binding
domain) de la proteina viral S1 y la proteina ACE2 (del inglés angiotensin-converting enzyme 2)
es decisiva para la infeccién con el virus en el ser humano. (Walls A y cols. (2020) Cell
https://doi.org/10.1016/j.cell.2020.02.058). Este dominio RBD de la proteina S del virus SARS-
CoV-2 es un fragmento de aproximadamente 193 amino&cidos (correspondiente la secuencia
333-527) que contiene el motivo de unién al receptor (RBM, del inglés receptor binding motive)
que constituye la regién por la cual el virus interacciona con el receptor ACE2. EI RBD contiene
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ademas, 4 puentes bisulfuros intramoleculares entre las Cisteinas 336-361, 379-432, 391-525y
480-488, lo que ayuda a crear una estructura muy compacta y estable (Lan y cols (2020), Nature
Vol 581: 215-230.

El RBD es una molécula pequefia, cuya masa molecular oscila entre 25-27 kDa en funcién del
hospedero donde de expresa y los carbohidratos incorporados, fundamentalmente vinculados a
las asparaginas N331 y N343 (Chen WH y cols (2017) Journal of PharmaceuticalSciences 106:
1961-1970).

Las estrategias para las vacunas contra el SARS-CoV-2 incluyen el virus inactivado,
construcciones genéticas que contienen el material genético del virus incorporado ya sea en
adenovirus o como ARN mensajero, y vacunas basadas en subunidades o fragmentos de
proteinas virales expresadas hospederos modificados genéticas. En este caso, la molécula
preferida es la proteina S, también conocida como proteina Spike, 0 un fragmento de su
estructura, es decir, el RBD. Su principal ventaja es su seguridad, y que esta estrategia se acerca
mas a la de muchas vacunas en uso, sin embargo, su principal desafio es lograr una respuesta

inmune que sea suficiente para proteger de la infeccién viral.

Hasta el presente (21 de septiembre de 2020) se encuentran en evaluacién preclinica 149
candidatos vacunales contra el SARS-CoV-2 y 38 en fase de ensayos clinicos. De ellos, al menos
13 candidatos (5 en fase clinica y 8 en fase preclinica), utilizan el RBD como antigeno especifico
(DRAFT landscape of COVID-19 candidate vaccines —21 September 2020).

Estas vacunas consisten en el RBD absorbido en alimina en altas concentraciones de hasta 50
microgramos por dosis
(https//clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT044660857?term=NCT04466085&draw=2&rank=1

consultado el 17 de agosto 2020). Otras candidatos vacunales usan la proteina RBD que

comprende los residuos de aminoacidicos del 319-545 expresados en baculovirus y células de
insectos, purificados y formulados usando hidréxido de aluminio como adyuvante (Yang J y cols
(2020) Nature https:/doi.org/10.1038/s41586-020-2599-8). El RBD en su forma monomérica
también se ha utilizado en experimentos con animales absorbidos en alimina, lo que demuestra
que puede inducir anticuerpos neutralizantes sin incremento de la enfermedad provocada por
anticuerpos Zang J. y cols (2020) https://doi.org/10.1101/2020.05.21.107565).

Ninguna de las soluciones técnicas mencionadas anteriormente se acerca a la presenta
invencién. Los inventores de la presente invencion aprovechan la estructura del RBD para
obtener RBD conjugado covalentemente a proteinas portadoras. Estos conjugados pueden ser
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obtenidos a partir de cualquier fragmento que comprenda la secuencia 333-527 (SEQ ID NO. 2)
o0 extensiones de la misma.

Sorprendentemente, la respuesta inmune generada contra estos conjugados, es mas fuerte que
la provocada por el monémero no conjugado de RBD en términos de su cinética y su capacidad
de neutralizacién de virus, medida en un ensayo de neutralizacion de virus utilizando SARS-CoV-
2 y el ensayo de inhibicién de unién al receptor ACE2. Estas son caracteristicas fundamentales
en medio del escenario pandémico causado por el SARS-CoV-2. Las composiciones vacunales
descritas en la presente invencién provocan una respuesta de anticuerpos IgG anti-RBD a los 7
dias de inmunizacién con una polarizacion de la respuesta celular hacia un patrén Thi,
caracterizado por la induccién de IFNLC, por lo que no se esperan los efectos inmunopatolégicos
reportados para vacunas contra coronavirus que inducen un patrén Th2.

Una de las debilidades de la inmunidad adquirida tras la infeccidén con el coronavirus es la corta
duraciéon. Las composiciones vacunales descritas en la presente invencion generan una
respuesta de linfocitos T CD4* y CD8* de memoria, particularmente los productores de IFNO 77,
linfocitos especificos al RBD.

Es procedente establecer respecto a la presente invencién que ninguna solucién técnica anterior
0 publicacién cientifica describe conjugados covalentes del RBD a una proteina portadora
obtenida por métodos quimicos, ni composiciones vacunales basadas en estos conjugados.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

Una realizacién de la presente invencién consiste en conjugados covalentes que comprenden el
dominio de unién al receptor (RBD) del SARS-CoV-2 y una proteina portadora. Particularmente,
estos conjugados se caracterizan porque la relacion RBD/proteina portadora esta
preferiblemente en el rango molar: entre 1-8 unidades de RBD por una proteina portadora. La
proteina portadora puede seleccionarse del grupo que comprende: el toxoide tetanico, el toxoide
diftérico, y el mutante diftérico CRM197, sin limitarse a éstos. El efecto inmunolégico que se logra
mediante la conjugacién a toxoide tetanico se puede lograr mediante conjugacién a las otras
proteinas portadoras, por lo que el efecto de esta invencién no se limita a toxoide tetanico.

El antigeno RBD utilizado para conjugar puede tener las secuencias aminoacidicas 319-541
(SEQID NO. 1), 333-527 (SEQ ID NO. 2) y 328-533 (SEQ ID NO. 3). Particularmente, la SEQ ID
NO. 1 puede encontrarse ademas en forma dimérica. Dicho antigeno RBD puede ser producido
en los hospederos que se seleccionan del grupo que comprenden: células de mamiferos, células
de insectos, bacterias y levaduras.
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Otra realizacién de la invencién comprende composiciones vacunales para inducir una respuesta
inmune protectora contra el virus SARS-CoV-2 que se caracteriza porque comprende conjugados
covalentes formados por el dominio de unién al receptor (RBD) del SARS-CoV-2 y una proteina
portadora. Estas composiciones vacunales adicionalmente pueden incluir un adyuvante que se
selecciona del grupo que comprende cualquier sal mineral como hidréxido de aluminio, fosfato
de aluminio y fosfato calcico, entre otros. El conjugado de dichas composiciones vacunales tiene
un intervalo de concentracién de RBD de 1 a 30 ug por dosis, mientras que el adyuvante esta
dentro de un intervalo de concentraciéon de 200 a 1500 ug por dosis. Estas composiciones
también contienen excipientes farmacéuticamente adecuados.

Otra realizacion de la invencién implica un procedimiento para la obtencién de conjugados
covalentes que comprende las siguientes: A) Funcionalizacién de la proteina portadora para
introducirle grupos tiofilicos, B) Conjugacién covalente de proteina portadora al RBD y C)
Purificacién. Dicho procedimiento adicionalmente puede comprender un paso de Reduccién in
situ de la forma RBD-dimérico previo a la etapa A, particularmente donde se emplee la SEQ ID
NO. 1 y éste se encuentre en forma dimérica (Figura 1.). Ademas el procedimiento puede
comprender otra etapa de Tiolacién del extremo N-terminal del RBD previo a la etapa A, en la
que se utilizan las SEQ ID NO: 1-3 (Figura 2.). Los grupos tiofilicos introducidos en la etapa A se
seleccionan del grupo que comprende: maleimidos, bromoacetilo, vinilsulfonas, acrilatos,

acrilamidas, acrilonitrilos y metaacrilatos.

Ofra realizacién la presente invencion, estd relacionada con el uso de las composiciones
vacunales mencionadas anteriormente para la prevencién de la infeccién por el virus SARS-CoV-
2. Implica, en particular, el uso de las composiciones vacunales descritas en este documento

cuando se requiere una respuesta de anticuerpos neutralizantes.

Finalmente, existe otra realizacién de la presente invencién que consiste en el uso de las
composiciones vacunales antes mencionadas para inducir una respuesta temprana de
anticuerpos 1gG contra el virus SARS-CoV-2 aplicando un esquema de inmunizacién por via
intramuscular que cubre de 1 a 3 inyecciones, que van desde 1 a 30 ug de RBD.

La presente invencién proporciona ahora en un primer aspecto un conjugado covalente que
comprende el dominio de unién al receptor de SARS-CoV-2 (RBD) y una proteina transportadora.
En una realizacién preferida del conjugado covalente de la invencién, la proteina transportadora
se selecciona del grupo que comprende toxoide tetanico, toxoide diftérico y toxoide diftérico
mutante CRM197 (Figuras 3 y 4).
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En una realizacién preferida del conjugado covalente de la invencién, la relacién molar de
proteina portadora de RBD esta dentro del intervalo de 1 a 8 RBD por proteina portadora (Figura
5).

En una realizacién preferida del conjugado covalente de la invencién, el RBD se selecciona del
grupo que comprende las SEQ ID NO: 1, 2 y 3. En una realizacién preferida del conjugado
covalente de la invencién, el RBD de SEQ ID NO: 1 se usa en su forma dimérica.

En una realizacién preferida del conjugado covalente de la invencién, el RBD se produce en un
huésped seleccionado del grupo que comprende o consiste en células de mamifero
(preferiblemente no humanas), células de insectos, bacterias y levaduras.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona una composicién de vacuna que comprende
el conjugado covalente de la invencién como se describié anteriormente. La composicion de la

vacuna se usa preferiblemente para inducir una respuesta inmune contra el SARS-CoV-2.

En una realizacion preferida de la composiciéon de vacuna de la invencién, la composicion de
vacuna incluye ademas un adyuvante seleccionado del grupo que comprende o consiste en
hidréxido de aluminio, fosfato de aluminio y fosfato de calcio.

En una realizacién preferida de la composicién de vacuna de la invencién, el conjugado esta en
un intervalo de concentracién de RBD 1-30 ug por dosis.

En una realizacién preferida de la composicién de vacuna de la invencién, el adyuvante esta en
un intervalo de concentracién de 200-1500 g por dosis.

En una realizacién preferida de la composicién de vacuna de la invencién, la composicién de

vacuna incluye ademas excipientes farmacéuticos apropiados.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona un método para la preparacion del conjugado
covalente de la invencién como se describe anteriormente, el método comprende los pasos de:
proporcionar una proteina portadora y un RBD, en el que el RBD puede estar en forma
monomérica o dimérica. , funcionalizando la proteina transportadora mediante la introducciéon de
grupos tiofilicos, conjugando covalentemente la proteina transportadora al RBD y purificando el
conjugado obtenido.

En una realizacién preferida del método para la preparacién del conjugado covalente de la
invencién en el que se usa un dimero RBD, el método comprende un paso adicional de reduccién
del dimero RBD, preferiblemente in situ antes de su conjugacién con la proteina transportadora,
preferiblemente antes de la funcionalizacién de la proteina transportadora mediante la
introduccién de grupos tiofilicos.
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En una realizacion preferida del método para la preparacién del conjugado covalente de la
invencién, se puede usar el RBD de cualquiera de las SEQ ID NO: 1-3, mas preferiblemente, se
utiliza la SEQ ID NO: 1 como RBD.

En una realizacién preferida del método de preparacién del conjugado covalente de la invencién,
los grupos tiofilicos introducidos se seleccionan del grupo que comprende o consiste en
maleimida, bromoacetilo, vinilsulfona, acrilato, acrilamida, acrilonitrilo y metacrilato. En otro
aspecto, la presente invencién proporciona un conjugado obtenido mediante el método para la
preparacién del conjugado covalente de la invencién como se describe anteriormente.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona el uso de la composicion de vacuna de la
invencién para la prevenciéon de la infeccién con el virus SARS-CoV-2, en particular la prevencion
de la enfermedad causada por la infeccién por el virus SARS-CoV-2.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona un método para prevenir la enfermedad
causada por la infeccién por el virus del SARS-CoV-2 que comprende administrar a un sujeto
una dosis terapéuticamente eficaz de la composicién de vacuna de la invencién como se describe

anteriormente.

Preferiblemente, en el uso de prevencion de infeccién o método de prevenciéon de enfermedad
de acuerdo con la invencion, el uso o método es para la prevencion de infecciéon o enfermedad
por el virus SARS-CoV-2 en sujetos que necesitan una respuesta de anticuerpos neutralizantes
después de haber recibié dos dosis o vacunas de la composicién de la vacuna.

En realizaciones preferidas del uso y método de prevencién de infecciones o enfermedades
segun la invencién, el uso o método es inducir una respuesta de anticuerpos contra el SARS-
CoV-2 aplicando un programa de vacunacién intramuscular de 1 a 3 dosis. Preferiblemente, en
una dosis de vacunacion programada segun la invencion, la cantidad de RBD en una dosis es
de 1 a 30 ug.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Esquema de conjugacién selectiva de sitio del dominio de unién al receptor de SARS-
Cov-2 (RBD) al toxoide tetanico (TT) activado con grupos de maleimida tiofilica. La conjugacion
tiene lugar en el tiol libre de Cys538, que estd espacialmente distante del motivo de unién al
receptor (representado en rojo) y, por lo tanto, no afecta la antigenicidad del RBD.
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Figura 2. Esquema de conjugacién selectiva N-terminal del dominio de unién del receptor de
SARS-Cov-2 (RBD) al toxoide tetanico (TT) activado con grupos de maleimida tiofilica. La
tiolacién N-terminal de las tomas RBD se lleva a cabo con los nuevos reactivos de tioacetil-
piridinocarbaldehido (desarrollados internamente) que modifica selectivamente el grupo amino
N-terminal. El residuo N-terminal est4 espacialmente distante del motivo de unién al receptor
(representado en rojo) y, por lo tanto, no afecta la antigenicidad del RBD.

Figura 3. Dibujo del conjugado RBD basado en el RBD (319-541) conjugado en Cys538 usando
A) toxoide tetanico, B) toxoide diftérico o C) material de reaccién cruzada 197 (CRM197) como

proteina transportadora.

Figura 4. Dibujo del conjugado RBD basado en el RBD (328-533) conjugado en el extremo N-
terminal usando A) toxoide tetanico, B) toxoide diftérico o C) material de reaccién cruzada 197

(CRM197) como proteina transportadora.

Figura 5. Representacion de conjugados RBD-TT con un promedio de 2, 4 y 6 unidades de RBD
por unidad de toxoide tetanico. También se obtuvieron conjugados que llevan un promedio de 8,
10 o 13 unidades RBD. Las secuencias de codificacién para la proteina RBD se sintetizan y
subclonan en un vector de expresién adecuado, preferentemente pcDNA3.1. Las secuencias
aminoacidicas seleccionadas del RBD son las correspondientes a las SEQ ID NO. 1- 3 o
extensiones de las mismas. Las construcciones que contienen las proteinas objetivo pueden ser
expresadas en un hospedero de los tradicionalmente utilizados en Biotecnologia: células de
mamiferos (CHO, HEK293), células de insectos, bacterias y levaduras, preferiblemente en
células CHO.

Figura 6. Cromatogramas HPSEC Superdex 75, que muestran la reducciéon del dimero de RBD
(SEQ ID NO: 1) al monémero RBD, y se compara con un perfil de referencia del monémero RBD.

Figura 7. SDS-PAGE al 10% de la forma nativa de RBD y el RBD derivado de la reduccién del
dimero de RBD (SEQ ID NO: 1). R: La muestra se incubd en tampdén de muestra reductor antes

de aplicarse al gel. NR: La muestra se aplicé en tampdn de muestra no reductor.

Figura 8. Antigenicidad del monémero obtenido por reduccién del dimero RBD (SEQ ID NO: 1)
con tris (2-carboxietil) fosfina (TCEP), en comparacién con la antigenicidad del monémero y

dimero nativos.
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Figura 9. Cromatogramas HPSEC Superdex 200 de los conjugados RBD-TT 2 y 3 purificados
(Ejemplo 2), en comparacién con el cromatograma de toxoide tetanico.

Figura 10. Reconocimiento del conjugado RBD (319-541) -TT por el receptor ACE-2, analizado
por ELISA (A) y por dot blot usando anticuerpos policlonales anti-RBD (B).

Figura 11. Cinética de anticuerpos IgG anti-RBD inducidos después de la vacunacion los dias 0
y 14 con conjugado RBD-TT formulado o no en Al (OH) 3, en comparacién con RBD formulado
en Al (OH) 3. Los asteriscos indican diferencias significativas (p<0.05) entre los grupos en cada

momento.

Figura 12. Cinética de anticuerpos IgG anti-TT inducidos tras la vacunacién los dias 0 y 14 con
el conjugado RBD-TT formulado o no en Al (OH) 3.

Figura 13. Inhibicién de la union de RBD-ACE2 determinada en un ELISA con diluciones de
anticuerpos inducidas el dia 28 en ratones inmunizados los dias 0 y 14 con las composiciones
de vacuna del conjugado RBD-TT formulado o no en Al (OH) 3, comparado al RBD formulado en
Al (OH) 3.

Figura 14. Actividad neutralizante anti-SARS-CoV-2 el dia 28 de los sueros de los ratones
inmunizados con dos dosis del conjugado RBD-TT formulado o no en Al (OH) 3, comparado con
el RBD formulado en Al (OH) ) 3. Los asteriscos indican diferencias significativas (p <0.05).

Figura 15. Produccién de IFNy, IL4 e IL17A en células de bazo de ratones inmunizados con RBD-
TT formulado en Al (OH) 3 o con el placebo (Al (OH) 3), segun se determina mediante un ELISA
cuantitativo. Los asteriscos indican diferencias significativas (p <0.05), segln la prueba de Tukey.

Figura 16. Respuesta de células de memoria inducida en ratones inmunizados con dos dosis del
conjugado RBD-TT formulado en Al (OH) 3. (A) linfocitos T CD8 + CD44 ++, (B) linfocitos T CD8
productores de IFNy, (C) linfocitos T de memoria CD4 + CD44 ++ y (D) linfocitos T CD4
productores de IFNy. RBD / RBD: Grupo que recibié dos dosis (TO, T14) de RBD-TT vy los
linfocitos extraidos fueron estimulados in vitro con RBD. Alumbre / RBD: Grupo que recibi6é dos
dosis (T0, T14) de Alum y los linfocitos extraidos fueron estimulados in vitro con RBD.
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Figura 17. Cromatogramas HPSEC Superdex 75, que muestran la tiolacién selectiva del residuo
N-terminal del monémero RBD (SEQ ID NO: 3), en comparacién con el perfil de referencia del
monémero RBD.

Figura 18. (A) Cromatogramas HPSEC Superdex 75, que muestran la conjugaciéon del monémero
RBD (SEQ ID NO: 3) tiolado en el residuo N-terminal (panel superior), la mezcla de reaccién de
16 h de RBD-TT 4 (centro panel) y el conjugado purificado RBD-TT 4 (panel inferior). (B)
Cromatogramas HPSEC Superdex 200 del conjugado purificado RBD-TT 4, en comparacién con
el toxoide tetanico.

Figura 19. Reconocimiento del conjugado RBD (328-533) -TT por el receptor ACE-2, analizado
(A) por una prueba ELISA y (B) por anticuerpos policlonales anti-RBD, probado por dot blott.

Figura 20. Anticuerpos IgG anti-RBD inducidos 14 dias (T42) después de la inmunizacién los
dias 0 y 28 con vacuna conjugada en el ensayo clinico de fase Il (19-80 afios) y el ensayo clinico
de fase I/ 11 (3-18 afios / 0). PCP: Panel de sueros de convalecientes pediatricos.

Figura 21. IgG anti-RBD de muestras de saliva de sujetos vacunados o no vacunados

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

El término "SARS-CoV-2", como se usa en este documento, se refiere al sindrome respiratorio
agudo severo (SARS) coronavirus 2 (SARS-CoV-2), el virus causante de la enfermedad por
coronavirus 2019 (COVID-19). Las pruebas para detectar casos positivos de SARS-CoV-2
pueden basarse en la deteccién de secuencias de ARN del virus mediante NAAT, como la
reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcién inversa en tiempo real (rRT-PCR) con
confirmacién mediante secuenciacién de &cidos nucleicos cuando sea necesario. Los genes

virales objetivo hasta ahora incluyen los genes N, E, S y RdRP.

El término enfermedad del SARS-CoV-2” y “COVID” se usan aqui de manera intercambiable, y
se refieren a una enfermedad infecciosa viral causada por el sindrome respiratorio agudo severo
coronavirus-2 (SARS-CoV-2). Los sintomas comunes de COVID-19 incluyen fiebre, tos y
dificultad para respirar. El dolor muscular, la produccién de esputo y el dolor de garganta son
menos comunes. Si bien la mayoria de los casos provocan sintomas leves, algunos progresan a
neumonia grave e insuficiencia multiorgénica. La infeccién generalmente se transmite de una
persona a otra a través de las gotitas respiratorias que se producen al toser. También se puede
propagar al tocar superficies contaminadas y luego tocarse la cara.

9
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El término "dominio de unién al receptor (RBD)", como se usa en este documento, se refiere al
dominio de unién al receptor (RBD) de una proteina de pico (S) de coronavirus de un coronavirus,
e incluye una referencia a una parte de la proteina de pico (S) de coronavirus que esta
involucrado en la unién viral a un receptor en una célula del sujeto y su posterior entrada en la
célula. El receptor celular puede ser un receptor de la enzima convertidora de angiotensina 2
(ACE2). Preferiblemente, el RBD comprende o consiste en la secuencia de aminoéacidos de las
SEQ ID NO: 1-3. Dentro de la definicién de RBD también se prevé un RBD que es una parte
antigénica de la secuencia de aminoacidos de las SEQ ID NO: 1-3. Un RBD como se describe
en el presente documento se puede modificar en el sentido de que se anaden, sustituyen o
eliminan 1-100, preferiblemente 1-50, més preferiblemente 1-10 residuos de aminoacidos de una
secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO: 1-3 o una parte antigénica del mismo, preferiblemente
en el que dicho RBD modificado se une a un producto de una respuesta inmune, preferiblemente
un anticuerpo, que se provoca cuando un sujeto se inmuniza con un conjugado como se describe
en este documento, en el que el RBD de dicho conjugado comprende o consiste en una
secuencia de aminodcidos de SEC ID N¢: 1-3. Por tanto, el término RBD incluye una referencia
a una secuencia que tiene un 80%, preferiblemente un 90%, mas preferiblemente un 95% de
identidad de secuencia con las SEC ID NO: 1-3 y se une a un producto de una respuesta inmune,
preferiblemente un anticuerpo, que se provoca cuando un el sujeto se inmuniza con un conjugado
como se describe en este documento, en el que el RBD de dicho conjugado comprende o
consiste en una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1-3.

En aspectos de esta invencién, el término "un dominio de unién al receptor (RBD) de una proteina
de pico (S) de coronavirus” se refiere Unicamente a la porcion RBD de la proteina de pico (S) de

coronavirus completo.

El término "proteina de pico (S)", o el término equivalente "glucoproteina de pico (S)", se refiere
a la proteina S del coronavirus que consta de una subunidad S1 (la cabeza N-terminal) y una
subunidad S2 (el tallo C-terminal ). La subunidad S1 media la unién y entrada del virus a través
de su dominio S1A N-terminal (que comprende &cidos sidlicos, un factor de unién viral) y su
dominio de uni6én al receptor C-terminal (RBD), que se une al receptor ACE2 del SARS. La
subunidad S2 esta mas conservada y media la fusién viral a la célula huésped a través del péptido
de fusion (FP) y las dos repeticiones de heptada HR1 y HR2. La unién de la proteina RBD del
SARS-CoV S a los receptores humanos ACE2 y CLEC4M / DC-SIGNR da como resultado la
internalizacién del virus en los endosomas de la célula huésped.
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El término "proteina portadora”, como se usa en el presente documento, se refiere a una proteina
inmunogénica a la que se puede unir un antigeno tal como una proteina, oligosacarido o
polisacarido. Cuando se une a un portador, la molécula unida puede volverse mas inmunogénica.
La unién covalente de una molécula a un portador confiere una mayor inmunogenicidad y

dependencia de las células T.

Como se usa en este documento, el término "proteina” se usa en este documento para designar
una serie de residuos de aminoacidos, conectados entre si por enlaces peptidicos entre los
grupos alfa-amino y carboxi de residuos adyacentes, también conocidos como "polipéptido”.

Los términos "proteina” y "polipéptido” se refieren a un polimero de aminoacidos, incluidos
aminoacidos modificados (por ejemplo, fosforilados, glicados, glicosilados, etc.) y analogos de
aminodcidos, independientemente de su tamafio o funcién. "Proteina” y "polipéptido” se usan a
menudo en referencia a polipéptidos relativamente grandes, mientras que el término "péptido” se
usa a menudo en referencia a polipéptidos pequenos, pero el uso de estos términos en la técnica
se superpone.

En el contexto de la presente invencion, los términos "proteina”, "polipéptido” y "péptido" son
completamente intercambiables. Debe entenderse que las proteinas, incluidos los antigenos
(RBD) de la invencién, pueden diferir de las secuencias exactas ilustradas y descritas en el
presente documento. Por tanto, la invencidén contempla deleciones, adiciones y sustituciones de
las secuencias mostradas, siempre que las secuencias funcionen de acuerdo con los métodos
de la invencién. A este respecto, las sustituciones particularmente preferidas seran generalmente
de naturaleza conservadora, es decir, aquellas sustituciones que tienen lugar dentro de una
familia de aminoé&cidos. Por ejemplo, los aminoacidos generalmente se dividen en cuatro familias:
(1) acidos: aspartato y glutamato; (2) basico - lisina, arginina, histidina; (3) no polar - alanina,
valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina, triptéfano; y (4) polar no cargado:
glicina, asparagina, glutamina, cisteina, serina, treonina, tirosina. La fenilalanina, el triptéfano y
la tirosina a veces se clasifican como aminoacidos aromaticos. Es razonablemente predecible
que una sustitucién aislada de leucina por isoleucina o valina, o viceversa; un aspartato con un
glutamato o viceversa; una treonina con una serina o viceversa; o un reemplazo conservador
similar de un aminoacido con un aminoacido estructuralmente relacionado, no tendra un efecto
importante sobre la actividad biol6gica. Las proteinas que tienen sustancialmente la misma
secuencia de aminoacidos que las secuencias ilustradas y descritas pero que poseen
sustituciones de aminoacidos menores que no afectan sustancialmente a la inmunogenicidad de

la proteina estén, por tanto, dentro del alcance de la invencién. Se considera que una identidad
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de secuencia en toda la longitud de la proteina RBD de al menos el 90%, preferiblemente al
menos el 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% es una variante funcional de la proteina RBD de las SEQ

ID NO. : 1-3 y puede usarse en aspectos de esta invencién.

El término "% de identidad de secuencia” se define aqui como el porcentaje de nucleétidos en
una secuencia de acido nucleico, o de aminoacidos en una secuencia de aminoacidos, que es
idéntica a los nucleétidos, resp. aminoécidos, en un &cido nucleico o secuencia de aminoacidos
de interés, después de alinear las secuencias y, opcionalmente, introducir espacios, si es
necesario, para lograr el porcentaje maximo de identidad de secuencia. Los métodos y
programas informaticos para alineamientos son bien conocidos en la técnica. La identidad de
secuencia se calcula sustancialmente sobre la longitud total, preferiblemente la longitud completa
(completa) de una secuencia de aminoacidos de interés. El experto entendera que los residuos
de aminoéacidos consecutivos en una secuencia de aminoacidos se comparan con los residuos

de aminodcidos consecutivos en otra secuencia de aminoacidos.

El término "toxoide tetanico”, como se usa en este documento, se refiere al péptido toxoide
teténico bien conocido, péptido que representa un epitopo de los residuos 830-844 de la toxina
teténica. Se ha demostrado que esta secuencia se une a multiples alelos HLA-DR y se ha descrito
como universalmente inmunogénica. La secuencia de amino4cidos es QYIKANSKFIGITEL.

El término "toxoide diftérico”, como se usa en este documento, se refiere a la exotoxina inactivada
secretada por Corynebacterium diphtheriae, una cadena polipeptidica Unica de 535 aminoacidos
que consta de dos subunidades unidas por puentes disulfuro. El toxoide diftérico se produce en
todo el mundo de forma esténdar; en los Estados Unidos, los procedimientos de produccion y
prueba se especifican en el Cédigo de Regulaciones Federales.

El término "mutante de toxoide diftérico CRM197", como se usa en este documento, se refiere a
un mutante no téxico de la toxina diftérica, usado regularmente como proteina portadora de
polisacaridos y haptenos para hacerlos inmunogénicos. Una sola transicion G-> A en la
secuencia del toxoide diftérico de tipo salvaje conduce a la sustitucién de glicina-52 por acido
glutdmico (Giannini et al. 1984 Nucleic Acids Res. 12 (10): 4063-4069),

El término "covalente", como se usa en este documento, se refiere a un enlace quimico en el que

dos atomos comparten uno o mas pares de electrones que los mantienen juntos.

El término "conjugado covalente”, como se usa en este documento, se refiere a un compuesto

en el que un polipéptido antigénico esté unido covalentemente a una proteina portadora.
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El término "conjugar covalentemente”, como se usa en este documento, se refiere al paso de

preparar el conjugado mediante reacciones quimicas.

El término "vacuna”, como se usa en este documento, incluye una referencia a una composicion
de restos antigénicos, que generalmente consisten en agentes infecciosos vivos modificados
(atenuados) o inactivados, o alguna parte de los agentes infecciosos, que se administra, con
mayor frecuencia, con un adyuvante. , en el cuerpo para producir inmunidad activa. La presente
invencién proporciona composiciones inmunogénicas que comprenden un conjugado como se
describié anteriormente en un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Dicho vehiculo puede ser

un liquido acuoso o una composicién en aerosol.

El término "dosis", como se usa en este documento, se refiere a una cantidad o cantidad medida
del conjugado o composicién de la invencién administrada o recomendada para ser administrada

en un momento particular.

El término "adyuvante”, como se usa en el presente documento, incluye referencia a un
compuesto 0 compuestos que, cuando se usan en combinacion con antigenos de vacuna
especificos en formulaciones, aumentan o alteran o modifican de otro modo las respuestas
inmunes resultantes. Preferiblemente, el adyuvante es un alumbre (una sal de aluminio) tal como

hidréxido de aluminio.

El término "excipiente farmacéutico”, como se usa en este documento, se refiere a un material
tal como un adyuvante, un portador, un agente tamponador y regulador del pH, un agente
regulador de la tonicidad, un agente humectante, un conservante y similares. Los excipientes de
vacunas se describen, por ejemplo, en regulaciones gubernamentales tales como la Farmacopea
Europea y la American 9 CFR, y en manuales tales como: The Handbook of Pharmaceutical
Excipients (R. Rowe et al., Pharmaceutical press 2012, ISBN 08571 10276); Remington: la
ciencia y la practica de la farmacia (2000, Lippincot, EE. UU., ISBN: 683306472).

El término "reduccion in situ”, como se usa en el presente documento, se refiere a la conversién
de dimero en mondémero de RBD como se describe en el presente documento. La reduccién de
dimeros se lleva a cabo preferiblemente usando tris (2-carboxietil) fosfina (TCEP).
Preferiblemente, la reduccién es in situ, lo que significa que el dimero se mezcla con el TCEP y

luego con la proteina transportadora, sin ninguna etapa de purificacién intermedia.

El término "tiolacién", como se usa en este documento, se refiere a la introduccién de un grupo

sulfhidrilo (SH) en el residuo N-terminal o N-terminal de RBD. La tiolacién se puede lograr
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haciendo reaccionar el RBD con un exceso de 2-tioacetil-piridin-2-carboxaldehido seguido de
tratamiento con hidroxilamina.

El término "funcionalizar”, como se usa en este documento, se refiere a la introduccién de uno o
mas grupos tiofilicos en la proteina portadora. Los grupos tiofilicos pueden incluir maleimidas,
bromoacetilos, vinilsulfonas, acrilatos, acrilamidas, acrilonitrilos y metacrilatos. Un experto en la
técnica esté bien familiarizado con los métodos para introducir uno o mas grupos tiofilicos en una
proteina. La funcionalizaciéon puede conseguirse, por ejemplo, haciendo reaccionar la proteina
portadora con éster de N-hidroxisuccinimida del acido maleimido-propiénico en un tampén
apropiado. En aspectos de esta invencién, se deja que el RBD tiolado reaccione con la proteina
portadora funcionalizada con el grupo o grupos tiofilicos para formar el conjugado de la invencién.
Dependiendo de la estequiometria de la reaccién, los conjugados obtenidos contendran de una
a ocho unidades RBD por unidad de proteina transportadora. El procedimiento de conjugacién
descrito para esta invencién es quimioselectivo y especifico de residuo. Un conjugado covalente
de acuerdo con la presente invencion preferiblemente no es una proteina de fusién, en la que el

RBD vy la proteina portadora estan unidos a través de un enlace peptidico.

Como se usa en el presente documento, el término "administrar” se refiere a la colocacion de un
compuesto o composicién como se describe en el presente documento en un sujeto mediante un
método o ruta que da como resultado la administracién al menos parcial del conjugado en un
sitio deseado. Las composiciones farmacéuticas que comprenden los compuestos descritos en
el presente documento se pueden administrar mediante cualquier ruta apropiada que dé como
resultado un tratamiento eficaz en el sujeto. Preferiblemente, la administracién es por inyeccion,

preferiblemente intramuscular.

Como se usa en este documento, un "sujeto” significa un animal humano o no humano. Por lo
general, el animal no humano es un vertebrado, como un primate, un roedor, un animal doméstico
o un animal de caza. Los primates incluyen chimpancés, monos cinomélogos, monos arana y
macacos, por ejemplo, Rhesus. Los roedores incluyen ratones, ratas, marmotas, hurones,
conejos y hamsteres. Los animales también incluyen armadillos, erizos y camellos, por nombrar
algunos. Los animales domésticos y de caza incluyen vacas, caballos, cerdos, ciervos, bisontes,
bufalos, especies felinas, por ejemplo, gato doméstico, especies caninas, por ejemplo, perro,
zorro, lobo, especies de aves, por ejemplo, pollo, emu, avestruz y pescado. por ejemplo, trucha,
bagre y salmén. En algunas realizaciones, el sujeto es un mamifero, por ejemplo, un primate, por

ejemplo, un ser humano.
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Los términos "individuo”, "paciente” y "sujeto” se usan indistintamente en el presente documento.
Preferiblemente, el sujeto es un mamifero. El mamifero puede ser un ser humano, un primate,
un ratén, una rata, un perro, un gato, un caballo, una vaca o un cerdo, pero no se limita a estos
ejemplos. Se pueden usar ventajosamente mamiferos distintos de los humanos como sujetos
que representan modelos animales de una afeccién determinada. Preferiblemente, un sujeto es
un ser humano. Un sujeto puede ser hombre o mujer. Un sujeto puede ser uno a quien se le ha
diagnosticado o identificado previamente que padece o tiene una afeccidon que necesita
tratamiento y, opcionalmente, ya se ha sometido a tratamiento. Alternativamente, un sujeto
también puede ser uno a quien no se le haya diagnosticado previamente una afecciéon. Por
ejemplo, un sujeto puede ser uno que exhibe uno o mas factores de riesgo o un sujeto que no
exhibe factores de riesgo. Un "sujeto que necesita" tratamiento para una afeccidén particular
puede ser un sujeto que tiene esa afeccién, diagnosticado con esa afeccion o en riesgo de
desarrollar esa afeccion.

El término "prevencién de la infeccién con el virus SARS-CoV-2", como se usa en este
documento, y el término "prevencion de la enfermedad causada por la infeccién por el virus
SARS-CoV-2", como se usa en este documento, se refieren a la prevencién o el tratamiento de
la enfermedad COVID-19. , o una enfermedad causada por el virus SARS-CoV-2 o una variante
del mismo.

Como se usa en el presente documento, los términos "tratar”, "tratamiento”, "tratar" o "mejora”
se refieren a tratamientos terapéuticos, en los que el objeto es revertir, aliviar, mejorar, inhibir,
ralentizar o detener la progresién o gravedad de una enfermedad. condicién asociada con una

enfermedad o trastorno, p. ej. cancer o inflamacién.

El término "tratar” incluye reducir o aliviar al menos un efecto o sintoma adverso de una afeccion,
enfermedad o trastorno. El tratamiento es generalmente "efectivo™ si se reducen uno o mas
sintomas o marcadores clinicos. Alternativamente, el tratamiento es "efectivo” si la progresién de
una enfermedad se reduce o se detiene. Es decir, “tratamiento” incluye no solo la mejora de los
sintomas o marcadores, sino también el cese, o al menos la desaceleracién del progreso o
empeoramiento de los sintomas en comparacién con lo que se esperaria en ausencia de
tratamiento. Los resultados clinicos beneficiosos o deseados incluyen, pero no se limitan a, alivio
de uno o mas sintomas, disminucién de la extensién de la enfermedad, estado estabilizado (es
decir, sin empeoramiento) de la enfermedad, retraso o enlentecimiento de la progresién de la
enfermedad, mejoria o paliacién. del estado de la enfermedad, remisién (ya sea parcial o total) y

/ o disminucién de la mortalidad, ya sea detectable o indetectable.
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El término "tratamiento” de una enfermedad también incluye proporcionar alivio de los sintomas

o efectos secundarios de la enfermedad (incluido el tratamiento paliativo).

El término "cantidad eficaz" como se usa en este documento se refiere a la cantidad de antigeno
de vacuna necesaria para aliviar al menos uno o mas sintomas de la enfermedad o trastorno, y
se refiere a una cantidad suficiente de composicién farmacolédgica para proporcionar el efecto
deseado.

Por tanto, el término "cantidad terapéuticamente eficaz" se refiere a una cantidad de antigeno de
vacuna que es suficiente para producir un efecto particular cuando se administra a un sujeto
tipico. Una cantidad eficaz como se usa aqui, en varios contextos, también incluiria una cantidad
suficiente para retrasar el desarrollo de un sintoma de la enfermedad, alterar el curso de un
sintoma de enfermedad (por ejemplo, pero no limitado a, ralentizar la progresién de un sintoma
de enfermedad o su gravedad), o revertir un sintoma de la enfermedad. Por lo tanto,
generalmente no es factible especificar una "cantidad efectiva" exacta. Sin embargo, para
cualquier caso dado, una "cantidad eficaz" apropiada puede ser determinada por un experto en
la técnica usando sélo experimentacién de rutina. Preferiblemente, una cantidad eficaz provoca

una respuesta de anticuerpos neutralizantes en el sujeto.

El término "cantidad terapéuticamente eficaz", como se usa en el presente documento, se refiere
a una cantidad de un agente terapéutico para tratar, mejorar, contrarrestar, inhibir o prevenir un
trastorno o afecciéon deseados, o para exhibir un efecto terapéutico o profilactico detectable. La
cantidad eficaz precisa necesaria para un sujeto dependera del tamafio y la salud del sujeto, la
naturaleza y extensién de la afeccién y la terapéutica 0 combinacién de terapias seleccionadas
para la administracion. La cantidad terapéuticamente eficaz para una situacion dada se puede
determinar mediante experimentacion de rutina.

El término "respuesta de anticuerpos neutralizantes” se refiere a la generacioén de anticuerpos en
un sujeto que se unen y reducen o disminuyen la actividad de una proteina extrafia, p. el RBD
de SARS-CoV-2. La actividad de la proteina extrafia puede reducirse en una cantidad detectable,
por ejemplo, 10%, 25%, 50%, 75% 0 100% (es decir, completamente inactivada), por ejemplo,
en comparacion con la actividad de la proteina extrana en la ausencia o antes de provocar la
respuesta del anticuerpo neutralizante. La actividad de la proteina extrafia dependera de la

proteina extrafia que se puede determinar mediante cualquier método conocido en la técnica.

El término "vacunacién”, como se usa en este documento, se refiere a la administracién de una
vacuna para inducir una respuesta de anticuerpos neutralizantes por parte del sistema

inmunolégico del receptor con el fin de desarrollar proteccion contra una enfermedad.
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El término "farmacéuticamente aceptable” se emplea en el presente documento para referirse a
aquellos compuestos, materiales, composiciones y / o formas de dosificacién que, dentro del
alcance del buen juicio médico, son adecuados para su uso en contacto con los tejidos de seres
humanos y animales sin excesos. toxicidad, irritacion, respuesta alérgica u otro problema o

complicacién, acorde con una relacion beneficio / riesgo razonable.
Método de obtencion del antigeno RBD

Las secuencias codificantes de la proteina RBD se sintetizan y subclonan en un vector de
expresion apropiado, preferiblemente pcDNA3.1. Las secuencias de aminoacidos de RBD
seleccionadas son SEQ ID NO: 1-3 o extensiones de las mismas. Las construcciones que
contienen proteinas diana pueden expresarse en uno de los huéspedes usados tradicionalmente
en biotecnologia, a saber, células de mamifero (CHO, HEK293), células de insectos, bacterias y
levaduras, preferiblemente células CHO.

La proteina objeto expresado se recolecta por centrifugacién y filtracién; se purifica en una
columna de afinidad, preferiblemente una columna de Ni-Sepharose, seguida de una purificacién
por cromatografia de exclusidbn por tamano, preferiblemente en Superdex 200. La proteina
purificada se analiza aplicando métodos apropiados como SDS-PAGE, HPSEC y MS para
determinar tamafio, pureza, identidad y secuencia de aminoacidos, entre otras caracteristicas

moleculares.

Para obtener conjugados covalentes con proteinas transportadoras, los inventores capitalizan la
estructura del RBD, que es una proteina globular que contiene 195 aminoacidos (secuencia
Thr333-Pro527, SEQ ID NO: 2). Dicha secuencia contiene cuatro puentes disulfuro
intramoleculares entre cisteinas (Cys336-Cys361, Cys379-Cys432, Cys391-Cys525 y Cys480-
Cys488), creando una estructura muy compacta y estable. Esta secuencia constituye la
estructura biolégicamente relevante que se utilizaré para la conjugacion del RBD ya que contiene
los cuatro epitopos inmunodominantes descritos para esta molécula, asi como el motivo de unién
al receptor. Estos conjugados pueden obtenerse a partir de cualquier fragmento que comprenda

la secuencia 333-527 o extensiones de la misma.

Ademas, la construccién genética utilizada para producir el RBD puede incluir una extensién en
uno o ambos extremos terminales de la secuencia 333-527, ya sea en el N-terminal en cualquiera
de los amino&cidos de 333 a 300, o en el C -terminus en la regién de 527-560 amino&cidos. Es
posible activar uno de los extremos terminales sin afectar la estructura biolégicamente relevante
mediante la propia construccién genética, especificamente estirando la secuencia para incluir

uno de los aminodcidos naturales que se consideran activos, por ejemplo la cisteina 538. Otra
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solucién consiste en en la introducciéon de grupos funcionales activos en uno de los extremos
terminales; un ejemplo de esto es la funcionalizacién del grupo tiol del aminoacido N-terminal,
por ejemplo, en la arginina 328 de la secuencia 328-533 RBD (SEQ ID NO: 3).

La secuencia de amino&cidos de la proteina diana de SEQ ID NO: 1 contiene 9 cisteina, incluidas
8 implicadas en los 4 puentes disulfuro intramoleculares (Cys336-Cys361, Cys379-Cys432,
Cys391-Cys525 y Cys480-Cys488), lo que da como resultado un Estructura muy compacta y
estable. Durante la purificacion del RBD y en presencia de aire (condiciones oxidantes suaves),
el RBD de SEQ ID NO: 1 puede dimerizarse formando un puente disulfuro entre dos cisteinas
libres en la posicién 538 de dos moléculas RBD. Sin embargo, si el RBD se mantiene en una
atmoésfera de gas inerte (es decir, nitrégeno o argén), la cisteina 538 no reacciona, el RBD
permanece en su forma monomérica y, por lo tanto, puede estar involucrado en reacciones

quimicas con grupos tiofilicos
Método de obtencion de conjugados covalentes RBD a una proteina portadora

La proteina portadora puede seleccionarse del grupo que comprende el toxoide tetanico, toxoide
diftérico y mutante diftérico CRM197, o cualquier otra proteina que cumpla esa funcion para uso
en vacunas humanas. Los métodos de obtencién y caracterizacién de estas proteinas portadoras

pueden ser encontrados en la literatura existente.

El procedimiento de conjugacion descrito en la presente invencién es quimio-selectiva y residuo
especifica. Dicho procedimiento comprende de 3 etapas. La primera etapa (A) involucra la
funcionalizacién de la proteina portadora para introducirle grupos tiofilicos, preferiblemente
maleimidos, aunque pueden emplearse cualquiera de los grupos tiofilicos conocidos:
bromoacetilo, vinilsulfonas, acrilatos, acrilamidas, acrilonitrilos y metacrilatos. La funcionalizacién
puede realizarse empleando éster N-hidroxisuccinimidico del acido maleimidopropiénico (EMP)
en dimetilsulféxido (DMSQO) en una relaciéon molar con la proteina entre 100-200, en una solucién
tampdn adecuada. La proteina funcionalizada se purifica por diafiltracién empleando membranas
con un valor de corte adecuado segun la proteina que se trate y la extensiéon de la

funcionalizacién se determina por el método de Ellman modificado.

La etapa (B) comprende la conjugacién covalente del RBD a la proteina portadora funcionalizada
las cuales se adicionan a la mezcla de reaccion en una relacion masa:masa de 0.2-9.4.0 RBD:
proteina portadora (w:w), en una solucién tampén adecuada, agitacién suave entre 4-18 h a5 +
3 °C en atmésfera de inerte. Para bloquear los grupos tiofilicos remanentes se adiciona cistamina
en una proporcién adecuada.
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La etapa (C) comprende la purificacion de los conjugados obtenidos que puede realizarse por
diafiltracién con membrana con valor de corte adecuado segln la proteina portadora de la que
se trate.

Para la conjugacion puede utilizarse RBD de la SEQ ID NO. 1 tanto en su forma monomérica
como en su forma dimérica. Como parte de la presente invencién, se introduce un paso previo a
la etapa (A) que incluye la ruptura del puente bisulfuro intermolecular que forma el dimero de
RBD emplean condiciones reductoras suaves utilizando un agente reductor de enlaces bisulfuro,
preferiblemente ditiotreitol (DTT) o tris-(2-carboxietil) fosfina (TCEP) en el rango de concentracién
de 125 pM- 420 pM, durante 5-20 minutos y a temperaturas de 0-23°C. Estas condiciones
provocan la ruptura selectiva de este puente sin afectar los 4 puentes bisulfuro intramoleculares
sefialados anteriormente. La reduccién del dimero a monémero puede ser comprobada por
HPSEC mientras que la no afectacién de los 4 puentes bisulfuro intramoleculares se comprueba
por SDS-PAGE y la Antigenicidad por ELISA indirecto.

Otra realizacién de la presente invencién, comprende un paso de tiolacién por el residuo N-
terminal del RBD previo a la etapa A. Este procedimiento conlleva la reaccién con 2-tioacetilo-
piridino-2-carbaldehido en exceso (20-50 equivalentes con respecto al RBD) entre 12 y 48 horas
de reaccion y una temperatura de 23-37°C; seguido de lavados y tratamiento con exceso de

hidroxilamina a temperatura ambiente, durante 1-5 horas de reaccién.

Dependiendo de la estequiometria utilizada, los conjugados obtenidos contienen desde una a
ocho unidades de RBD en la nueva molécula.

Composiciones vacunales y métodos de administracion:

Las composiciones vacunales contra el virus SARS-COV-2 basadas en los conjugados
covalentes del dominio de unién al receptor a una proteina portadora se administran por via
intramuscular o subcutanea, en dosis de RBD entre 1-30 Og, preferentemente entre 5-25 Og.
Las composiciones vacunales pueden contener como adyuvante cualquier sal mineral como
hidréxido de aluminio, fosfato de aluminio y fosfato calcico sin limitarse a estos, en dosis entre
200-1500 Og, preferentemente entre 500-1000 0g. Las composiciones vacunales comprenden
excipientes farmacéuticamente adecuados que pueden regular el pH entre ellos tampones
fosfatos en rango de concentraciones entre 3,0-7,0 mM, soluciones isoténicas como por ejemplo
el cloruro de sodio en rango de concentraciones entre 50-150 mM, y conservantes tales como
tiomersal, fenol, 2-fenoxietanol, parahidroxibensoato de metilo, formaldehido, m-cresol y otros
metil y propil prabenos, preferiblemente tiomersal.
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Estas formulaciones de composicién de vacuna se administran preferiblemente siguiendo un
esquema de 1 a 3 dosis, preferiblemente cada 7 a 28 dias, mas preferiblemente cada 14 a 28
dias, mas preferiblemente cada 21 a 28 dias. Preferiblemente, hay al menos un intervalo de una
a tres semanas, preferiblemente un intervalo de al menos dos semanas, entre dosis
consecutivas. Una dosis Gnica para administraciéon comprende preferiblemente una cantidad de
RBD de 1 a 30 ug. Un recipiente, como un matraz de inyeccién, puede comprender multiples
dosis para la vacunacién de mdltiples sujetos. Cada dosis es preferiblemente de
aproximadamente 0,05 a aproximadamente 1 ml, preferiblemente cada dosis es de
aproximadamente 0,3-0,5 ml, lo mas preferiblemente de aproximadamente 0,3 ml. Las dosis
pueden estar comprendidas en el recipiente en forma concentrada o liofilizada, y pueden diluirse
o reconstituirse con un fluido de inyecciéon adecuado antes de la administracion.

La administracién es preferiblemente intramuscular. La administracién preferiblemente no es
intravascular, subcutédnea o intradérmica. Las composiciones de vacuna propuestas en esta
invencién demuestran su superioridad en comparacién con una composicién de vacuna que
contiene el RBD adyuvado, no conjugado; Hay varias caracteristicas de estas composiciones de
vacuna que son cruciales en las circunstancias actuales de la pandemia, a saber, la rapidez de
la respuesta provocada y los altos niveles de titulos de anticuerpos que actllan como
neutralizadores del virus SARS-CoV-2 y bloqueadores de la interaccién del receptor RBD-ACE2.
Estas composiciones provocan una respuesta inmune de patréon Th1 asi como una respuesta de
memoria de células CD8 +, CD4 + y T especificas para el RBD, en particular aquellas que
producen IFNy.

Ventajas adicionales

Las composiciones de vacuna propuestas en esta invenciéon demuestran resultados superiores
con ensayos clinicos en la poblacién pediatrica.

Ademas, las composiciones de vacuna propuestas en esta invencién demuestran una respuesta
de IgG mucosal en humanos vacunados. La importancia de esto es que tal respuesta mucosa
inducida redujo la transmisién del virus asi como su infectividad. El presente inventor considera
que esta es una propiedad Unica y nueva entre las vacunas Covid-19 actualmente disponibles.
Se considera que la estructura RBD propuesta actualmente como parte de la vacuna de proteina
Spike completa tiene ventajas importantes, ya que la vacuna de proteina Spike completa muestra
eventos adversos importantes como miocarditis y pericarditis. Estos efectos secundarios estan
relacionados con la regién carboxilo de la proteina Spike. Esta regién no esta presente en las
vacunas conjugadas de proteina portadora RBD propuestas actualmente. Es de destacar que la
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composicién de vacuna propuesta actualmente es muy adecuada para uso pediatrico, ya que los
efectos secundarios referidos de las vacunas de proteina Spike completas son particularmente
drasticos en la poblacién pediatrica.

Los resultados iniciales muestran que la respuesta inmune de sujetos inmunodeprimidos e
inmunodeprimidos es altamente beneficiosa y mejor que con otras vacunas.

Los presentes inventores no han identificado otros eventos adversos, como se informa para las
vacunas virales inactivadas o las vacunas de vectores de adenovirus, y la evaluacién de la
respuesta inmune o la respuesta de anticuerpos neutralizantes es mayor que para las vacunas

virales inactivadas.

EJEMPLOS

Ejemplo 1. Preparacion del RBD (319-541) activado por la cisteina 538 a partir del dimero.

El dimero de RBD (secuencia 319-541) se disuelve en tampén PBS 35 mM pH 7,4 con 0,5 mM
de EDTA, para lograr una concentracién final entre 5-10 mg/mL de proteina. Se adiciona una
disolucién de TCEP para completar una concentracién final entre 125 uM- 420 pM. La reaccion
se deja transcurrir durante 10 min en atmésfera de argon con agitacién moderada a temperatura
ambiente.

La conversién en monémero se verifica por HPSEC vy la integridad molecular por electroforesis
en gel de poliacrilamida. En la figura 6 se muestran los perfiles en HPSEC donde se observa que
el monémero generado por reduccion tiene la misma distribucién molecular que el monémero
nativo. En la figura 7 (SDS-PAGE) se puede observar que el RBD mondmero regenerado por
reducciéon (linea 3) tiene igual patrén de migracién que el RBD mondémero nativo (linea 2,
conformacién nativa). A diferencia de una muestra control a la que se aplicaron condiciones
drasticas para reducir los puentes inter e intramoleculares (linea 4), que migra menos.

La conservacién de la Antigenicidad del monémero generado luego de la reduccién se realiza
mediante un ELISA indirecto utilizando un suero humano de convaleciente de COVID-19. Como
se observa en la Figura 8, se comprueba que el RBD regenerado por reduccién, fue reconocido
de manera similar que el RBD nativo en este sistema mientras que el control de monémero de
RBD reducido en condiciones drasticas, que rompen los puentes bisulfuro inter e
intramoleculares (Total (C-)) no es reconocido por el suero.

Ejemplo 2. Preparacion del conjugado del RBD (secuencia 319-541) a Toxoide tetanico
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Funcionalizacién de la proteina portadora: La proteina portadora toxoide tetanico en disolucion

tampén a HEPES 100 mM pH 7,8 a una concentracién de 5mg/mL se pone a reaccionar con
éster N-hidroxisuccinimidico del &acido maleimidopropiénico (EMP) en DMSO (75 mg/mL)
goteando este dltimo lentamente. La reacciéon se mantiene durante una hora a temperatura
ambiente. La purificacién se realiza por diafiltracion realizando lavados con disoluciéon tampén
PBS 35mM pH 7,4 con 5mM de EDTA. La extensién de la funcionalizacién se determina por el
método de ELLMAN modificado.

Conjugacion: A una disolucién del RBD en su forma monomérica o regenerado por reduccién in
situ del RBD dimérico a mondmero, se adiciona el toxoide tetanico previamente funcionalizado,
en una relacion RBD:TT (m:m) entre 0,2-4,0. La reaccién se mantiene con agitacién suave entre
4-18 h a 5 + 3 °C en atmédsfera de argdn. Para bloquear los grupos maleimidos remanentes se
adiciona hidrocloruro de cisteamina hasta una concentracion de 157 uM y se mantiene la
agitacién durante 30 min. Transcurrido este tiempo el conjugado se purifica.

Purificaciéon: Se realiza por diafiltracion con membrana de 100 kDa como valor de corte,
realizando lavados con PBS 6 mM pH 7,0.

La relacion RBD / TT se determin6 mediante una combinacion de densitometria de transferencia
puntual y colorimetria. El contenido de RBD no conjugado y la distribucién del tamafo molecular
se determinaron mediante HPSEC. El tamafio molecular y el indice de polidispersién se
determinaron mediante Dynamic Light Scattering (DLS). La tabla 1 muestra que la relacién molar
de los conjugados varia entre 1,8 y 6,3 moles de RBD / mol de TT, mientras que el contenido de
RBD no unido es inferior al 15%. La constante de distribucién de tamafio molecular (Kd)
demuestra un aumento en el tamafio molecular de los conjugados en comparacién con el toxoide
teténico (Kd = 0,31). También se muestra que el tamafo relativo de la poblacién de conjugado
aumenta a medida que se incorporan mas moles de RBD en la proteina transportadora (Tabla 1

y Figura 9).
Tabla 1. Caracterizacién quimico-fisica de conjugados RBD-TT
Tamafio indice de
RBD mondmero | Relacion (n:n) o . | RBDno
RBD-TT . KD Molecular polidispersi
conjugado RBD/TT enlazado
(nm) dad
RBD-TT 1 mondmero 1,8 0,28 - - 0 %
RBD-TT 2 monémero red* 2,1 0,27 13.02 0.262 0 %
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RBD-TT 3 monoémero 6.3 0,22 23.10 0.273 10,1 %

RBD-TT 4 | monémero reducido 9.5 0.19 25.32 0.294 5%

RBD-TT 5 | mon6mero reducido 13.7 0.14 - - 6%
TT-TT - - 0.31 8.75 0.192 -

*mondémero regenerado por reduccion “in situ” del dimero de RBD.

Ejemplo 3. Demostracion de la no afectacion del reconocimiento del conjugado RBD (319-
541)-Toxoide Tetanico por el receptor ACE2 y anticuerpos especificos.

El reconocimiento del RBD conjugado a toxoide tetanico (RBD-TT) por el receptor ACE2 se
realiza mediante un ELISA en el cual se recubre la placa con el receptor ACE2 recombinante.
Las muestras (RBD-TT (lotes 1y 2), RBD dimérico como control positivo y hPDLHys como control
negativo) se adicionan a diferentes concentraciones (0.001; 0.004; 0.019; 0.078; 0.3125; 1.25y
5 ug/ml) y luego de incubadas se adiciona un suero policlonal de conejo especifico a RBD.
Posteriormente, se adiciona una IgG anti- conejo conjugada a peroxidasa. La reacciéon es
revelada con el sustrato correspondiente y leida a una Abs de 405 nm).

Como se observa en la figura 10A, los dos lotes de conjugado son reconocidos por el receptor
ACE2 al igual que el control positivo RBD dimérico. Se comprueba, por tanto, que los procesos
de reduccién in situ y conjugacion, no afectan los epitopos del RBD responsables del
reconocimiento del mismo al receptor ACE2.

La antigenicidad del RBD-TT se comprueba ademas por Dot Blot utilizando un suero IgG
policlonal especifico anti-RBD. En la Figura 10B, se observa que el conjugado es reconocido
fuertemente por los anticuerpos especificos anti-RBD en todas las diluciones evaluadas, mientras
que el toxoide tetanico (TT) aplicado a una dilucién 1/80 no es reconocido. Se demuestra que la
conjugacién no afecta el reconocimiento de los anticuerpos al RBD.

Ejemplo 4. El conjugado RBD (319-541)-TT induce una potente respuesta de anticuerpos
en ratones BALB/c.

Ratones BALB/c se inmunizan por via intramuscular a tiempo 0 y 14 dias, en un volumen de
administracién de 0,1 mL con una de las siguientes formulaciones:

- Grupo 1:1 ug de RBD-(319-541)-TT.

- Grupo 2:1 ug de RBD-(319-541)-TT co-adsorbido en 500 ug de Al(OH)as.

- Grupo 3:3 ug de RBD-(319-541)-TT.
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- Grupo 4:3 ug de RBD-(319-541)-TT co-adsorbido en 500 ug de Al(OH)as.

- Grupo 5: 3 ug de RBD-(319-541) co-adsorbido en 500 pug de Al(OH)a.

- Grupo 6: Placebo. PBS y 500 ug de Al(OH)3
El grupo 6 constituye la formulacion control negativa.
Se realiza la extraccion de sangre a tiempos 7, 14, 21 y 28 dias después de iniciada la
inmunizacién. El suero de los animales inmunizados se analiza mediante un ELISA indirecto para
determinar el titulo de anticuerpos anti-RBD. Las placas de microtitulacién de 96 pocillos NUNC
Maxisorp se recubrieron con 50 pL de RBD a una concentracion de 3 pg/mL en disolucién
reguladora carbonato-bicarbonato pH 9.6, se incubaron 1 hora a 37°C y al término se lavaron
tres veces con disolucién de lavado. Posteriormente, se bloquearon los sitios no recubiertos
empleando 100 pL de una disolucién de bloqueo de leche descremada al 5% durante 1 hora a
37°C. Luego de otro paso de lavado como se describié previamente, se adicionaron los sueros
disueltos en disolucién reguladora de fosfatos pH 7.2 + BSA al 1% en diluciones seriadas (1:3),
generalmente partiendo de 1/50 y en un volumen de 50 plL/pozo. Las placas se incubaron 1 hora
a 37°C y fueron lavadas nuevamente. A continuacién, se adicionaron 50 pL de una dilucién de
anti-inmunoglobulina G de ratén conjugada a peroxidasa en disolucién reguladora de fosfatos pH
7.2 + BSA al 1% (1:5000) y se incubaron durante 1 hora. Luego de un Gltimo paso de lavado, se
aplicé 50 plL/pozo de la disolucién sustrato para enzima peroxidasa. Se incubd en la oscuridad
durante 20 minutos y se detuvo la reaccién con disolucién de H>SO4 2N 50 ulL/pozo. Se ley6 la
absorbancia a 450 nm en un lector de ELISA Multiskan EX (ThermoScientific). El Titulo de IgG
se defini6 como el inverso de la dilucién del suero de cada animal individual donde se alcanza
cuatro veces el valor de la media de la absorbancia de los sueros pre-inmunes (T0) diluido 1/50.
Para una mejor presentacion y analisis de los resultados se calcula el Log10 del Titulo de cada
animal individual. Para definir los animales respondedores, se consideré como valor de corte un
Log del Titulo > 1.70, lo que se corresponde con una dilucién del suero superior a 1/50. Los
animales cuyo Titulo fue inferior al limite de deteccién del ensayo, se consider6 un valor de Titulo
igual a 25 y de log10 de 1.4.
En la figura 11 muestra que la respuesta IgG inducida por la inmunizacién con RBD-TT 3 pug
adyuvado en AI(OH); induce una respuesta de anticuerpos temprana (7 y 14 dias)
significativamente mayor (p< 0,05) comparado con la misma dosis de RBD sin conjugar y
adyuvado también en Al(OH)s. Esta propiedad es atribuible a la conjugacién del RBD a una
proteina portadora. De igual modo, se observa que RBD-TT 1 ug adyuvado en Al(OH)s induce
una cinética de anticuerpos similar a 3 ug de RBD sin conjugar, lo que demuestra que la

conjugacién permite incrementar la respuesta al antigeno a mas baja dosis.
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Adicionalmente, se observa un incremento de los niveles de anticuerpos anti-RBD inducido por
las formulaciones conjugadas adyuvadas respecto a las no adyuvadas, para la misma dosis.

Ejemplo 5. Titulo de anticuerpos anti-Toxoide tetanico inducidos por el conjugado RBD
(319-541)-Toxoide Tetanico

Para evaluar la induccién de anticuerpos anti-TT inducidos por los conjugados RBD-TT se
utilizaron los sueros provenientes de los ratones inmunizados segun el procedimiento descrito
en el ejemplo 4 extraidos a tiempo 7, 14, 21 y 28 dias. Las placas de microtitulacién de 96 pocillos
NUNC Maxisorp se recubrieron con 100 pL de toxoide tetanico a una concentracién de 2.5 pg/mL
en PBS 1X pH 7.2 y se incubaron toda la noche a 4°C en cdmara humeda. Luego se lavaron tres
veces con disoluciéon de lavado. Posteriormente, se adicionaron los sueros y la curva disueltos
en disolucién reguladora de fosfatos pH 7.2 + BSA al 1% en diferentes diluciones y se aplicaron
100 pl/pozo. Las placas se incubaron 1 hora a 37°C y fueron lavadas nuevamente. A
continuaciéon, se adicionaron 100 pl de una dilucibn de anti-inmunoglobulina G de ratén
conjugada a peroxidasa en disolucién reguladora de fosfatos pH 7.2 + BSA al 1% (1:10000)
durante 1 hora a 37°C. Luego de un Gltimo paso de lavado, se aplicé 100 pL/pozo de la disolucidén
sustrato para enzima peroxidasa. Se incub6 en la oscuridad durante 25 minutos y se detuvo la
reaccién con disoluciéon de HSO4 2N 50 pL/pozo. Se ley6 la absorbancia a 450 nm en un lector
de ELISA Multiskan EX (Thermo Scientific). El titulo se determiné transformando los valores de
absorbancias a Ul/ml (Unidades Internacionales por mililitro); se utilizd la funcién logistic-log de
cuatro parametros para construir la curva de referencia a partir de las diluciones del estandar.
Como se observa en la Figura 12, las formulaciones que contenian el conjugado adyuvado en
Al(OH)s indujeron una elevada respuesta de IgG anti-TT, superior significativamente (p< 0,05) a

los grupos sin adyuvar.

Ejemplo 6. Actividad funcional de los anticuerpos anti-RBD inducidos por la formulacion
del conjugado RBD (319-541)-Toxoide Tetanico mediante Ensayo de Inhibicion de la
interaccion de RBD-ACE2.

Los sueros provenientes de los ratones inmunizados segin el procedimiento descrito en el
ejemplo 4 extraidos a tiempo 28 se emplearon en un ELISA para determinar su capacidad de
inhibicién de la interaccién del RBD y ACE2.

Se realiz6é un ELISA de inhibicién de la interaccién del RBD al ACE2 inducido por los anticuerpos
anti-RBD. Para la determinaciéon del % de inhibicién de la interaccion RBD-ACE2, las placas
recubiertas con ACE2-Fc de raton (5 pg/mL), se bloquearon y se les anadié la mezcla RBD-Fc

humano con suero de ratones inmunizados con las diferentes formulaciones experimentales, a
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diluciones desde 1:25 a 1:10000, que habian sido previamente incubados 1h a 37°C. Para la
deteccién del reconocimiento se utilizé un conjugado anti human IgG (gamma chain specific)-
fosfatasa alcalina, diluido en tampdn SSTF-T-leche al 0.2%. Luego de un Ultimo paso de lavado,
se aplicé 50 pL/pozo de la pNPP (1mg/mL) en tampén dietanolamina. Se incubé en la oscuridad
durante 20 minutos y se detuvo la reaccién con disolucion de NaOH 3M 50 pL/pozo. Se ley6 la
absorbancia a 405 nm. Se calculé el porciento de inhibicibn mediante la siguiente férmula: (1-
Abs405nm RBD Fc¢ humano + suero de raton/Abs405nm RBD Fc humano) *100. La
concentracion méaxima inhibitoria 50 (IC50) por regresion no-lineal utilizando el programa
GraphPad 7.00 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA).

La figura 13 muestra la capacidad inhibitoria del suero de los ratones inmunizados con la
formulacién objeto de la presente invencién. Se observa que los anticuerpos inducidos por las
formulaciones RBD-TT adyuvadas tienen mayor capacidad inhibitoria que los anticuerpos
inducidos por las formulaciones no adyuvadas. Por otra parte, la capacidad inhibitoria 50 de las
formulaciones conjugadas adyuvadas es 2 (RBD-TT 1 ug /Al(OH)z) y 6.5 (RBD-TT 3 pg /AI{OH)3)
veces superior a la de la formulacion RBD 3 pg/Al{OH)s sin conjugar, demostrando que la
conjugacion del RBD incrementa la funcionalidad de los anticuerpos incluso utilizando dosis
inferiores.

Ejemplo 7. Actividad funcional de los anticuerpos anti-RBD inducidos por la formulacion
del conjugado RBD (319-541)-Toxoide Tetanico mediante Capacidad neutralizante de los
anticuerpos anti-RBD contra el virus SARS-CoV-2.

La capacidad neutralizante contra el SARS-CoV-2 de los sueros de los ratones inmunizados con
RBD-TT 3 ug /Al{OH)z y RBD 3 pg/Al{OH)s luego de 28 dias de la primera dosis (Ejemplo 4) se
evalué mediante un ensayo colorimétrico utilizando Rojo Neutro. Las células Vero E6 se
incubaron en medio MEM suplementado con 2 % de suero fetal bovino (SFB), 25 mM/mL de L-
glutamina, 2 ug/mL de bicarbonato, 80 ug/mL de gentamicina y 5 pg/mL Anfotericin B. Se eliminé
el sobrenadante de la placa y se afadieron 100 pl de solucién de sales balanceadas pH 7.2
(PBS) que contenia 0.02% de rojo a cada pozo. Las placas se incubaron una hora a temperatura
ambiente y posteriormente se desechd la solucién de rojo neutro. La monocapa de células se
lavé dos veces con PBS estéril que contenia 0.05% Tween 20. Se adicionaron 100 pL de la
solucién de lisis (50 parte de etanol absoluto, 49 parte de agua ultrapura y una parte de acido
acético glacial) a cada pozo. La placa se incubd durante 15 minutos a temperatura ambiente y
se realiz6 la medicién con un espectrofotémetro a 540 nm. Se consideré como titulo de

neutralizacién, la mayor dilucién del suero evaluado con un valor de densidad éptica mayor que
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el valor de corte. El valor de corte se calculé como el promedio de los valores de la densidad
optica de los pozos del control celular dividido por dos.

En la Figura 14 se observa que los titulos de anticuerpos neutralizantes inducidos por el
conjugado RBD-TT son significativamente superiores (p< 0,01) a los inducidos por el RBD sin
conjugar, demostrando la superioridad de la conjugacién del RBD aumentando la funcionalidad
de los anticuerpos inducidos.

Ejemplo 8. Respuesta inmune celular patrén Th1, determinado por la induccién de IFNy

de la formulacién con conjugado RBD (319-541)-Toxoide Tetanico.

La evaluacion de la respuesta inmune celular se realiz6 en los ratones inmunizados segun el
procedimiento descrito en el ejemplo 4 extraidos a tiempo 21. Los esplenocitos fueron aislados
de ratones inmunizados con 1ug RBD-TT formulado en Al{OH)sz o Placebo (AI(OH)s) y re-
estimulados in vitro con RBD (5 ug/mL), determinado por ELISA cuantitativo. La concentracién
celular empleada fue de 1 x 10® células/mL. Los niveles de IL-4, IL-17A e IFN-y fueron
determinados en el sobrenadante de cultivo, mediante ELISA cuantitativo a las 72 horas de

estimulacion.

La figura 15 demuestra que la inmunizacién con el 1ug RBD-TT/AI(OH)s induce IFN-y,
demostrandose la polarizacién de la respuesta de células T a un patrén Th1. No se detect6 IL-4
e IL-17A demostrando que el conjugado no polariza hacia un patrén Th2 o Th17.

Ejemplo 9. Respuesta de células T de memoria, especificas por la proteina RBD del SARS-
CoV-2 inducida por la formulacion con conjugado RBD (319-541)-Toxoide Tetanico

La evaluacion de la respuesta de células T de memoria se realizé en los ratones inmunizados
segun el procedimiento descrito en el ejemplo 4 extraidos a tiempo 21. Los esplenocitos fueron
aislados de ratones inmunizados con 1ug RBD-TT formulado en AI{OH)s o Placebo (Al(OH)s).
Los esplenocitos fueron cultivados en medio RPMI 1640 suplementado con 10% de suero fetal
bovino (vol/vol), 100U penicilina, 100 pug/mL de estreptomicina, 1mM de piruvato, 50 pM B-
mercaptoethanol, 20 U/mL IL-2 (Sigma-Aldrich) por 72 horas. Al mismo tiempo, 5 ug/ml del RBD
fue afiadido para activar las células. Brefeldina A (BD Biosciences) fue administrada de 4-6 horas
antes del marcaje para bloquear la secrecién de citoquinas. Las células fueron entonces lavadas
por PBS 1X (Gibco) y tenidas por 30 min a 4 C con anti- CD8, anti-CD4, anti CD44 y anti-CD220
(BioLegend). Posteriormente, las células fueron fijadas y permeabilizadas para facilitar la tincién
intracelular con anti-IFN-y y anti-IL-4 (BioLegend). Los datos de citometria fueron adquiridos en
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el citdbmetro de flujo Gallios (Beckman Coulter), los resultados se procesaron con el software
Kaluza (Beckman Coulter).

La figura 16 muestra que la inmunizacién con el 1Tug RBD-TT /AI(OH)s genera linfocitos T CD8*
(A) y T CD4+ (C) de memoria, RBD especificos, con fenotipo CD44**. Ademas, produjo un
incremento de la frecuencia de células T CD8 (B) y T CD4 (D) de memoria productoras de IFN-
Y.

Ejemplo 10. Preparacion del RBD (328-533) tiolado en el residuo N-terminal

Una disolucién del RBD (328-533), concentracién final 20-200 uM en 5-10 mL de disolucién
tampon fosfato 50 mM (pH 7,5) en presencia de EDTA 5 mM se trata con el reactivo 2-tioacetil-
piridino-2-carbaldehido (1-10 mM concentracién final). La mezcla de reacciéon se agita a
temperatura entre 23-37 °C durante un periodo que oscila entre 12 h y 48 h. La purificacién se
realiza por diafiltracién realizando lavados con disolucién tampén PBS 35 mM pH 7,4 con 5 mM
de EDTA. ElI RBD (328-533) funcionalizado se lleva a concentracién final de 20-200 uM y se trata
con hidrocloruro de hidroxilamina hasta una concentracién final de 40 mM. La mezcla de reaccidn
se agita a temperatura ambiente en atmosfera nitrégeno por un periodo entre 1-5 h, y el grado
de conversién de determina por el ensayo de Ellman (>90% conversién obtenido).

Por espectrometria de masa se verifica una conversion superior al 80% del residuo N-terminal.
La evaluacién por HPSEC evidencia que no hubo fenémenos de agregacién durante la reaccion,
el RBD mantiene su distribucién de talla molecular, una vez tiolado (Figura 17).

Ejemplo 11. Preparacion del conjugado RBD (328-533) tiolado por el N-terminal a toxoide
tetanico

La obtencidn del conjugado RBD (328-533) tiolado por el N-terminal a toxoide tetanico se realiza
como se describe en el ejemplo 2.

En la figura 18A se muestra una superposicién de los cromatogramas en HPSEC Superdex 75
del RBD, la mezcla de reaccion de conjugacion de 16 h y el conjugado purificado. El conjugado
purificado tiene una relacién molar RBD/TT de 1.9, con un contenido de RBD no enlazado menor
del 15 %. El perfil cromatogréafico en HPSEC Superdex 200 (figura 18B), muestra un incremento
en la talla molecular del conjugado (Kd=0,27) respecto a la proteina portadora (Kd=0,31).

Los conjugados obtenidos a partir de las SEQ ID NO. 1 y NO. 3, por el procedimiento de
conjugacion descrito en el ejemplo 2, tienen similares caracteristicas quimico fisicas.
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Ejemplo 12. Demostracion de la no afectacion del reconocimiento del conjugado RBD (328-
533) a Toxoide Tetanico por el receptor ACE2 y anticuerpos especificos.

El reconocimiento del RBD conjugado a toxoide tetanico por el receptor ACE2 y a anticuerpos
especificos anti-RBD se analiza cémo se describe en el ejemplo 3.

En la figura 19A se observa, que el conjugado es reconocido por el receptor ACE2 al igual que
el control positivo RBD. Se comprueba, por tanto, que los procesos de tiolacién por el residuo N-
terminal y la conjugacién, no afectan los epitopos del RBD responsables del reconocimiento del
mismo al receptor ACE2.

La antigenicidad del conjugado se comprueba ademas por Dot Blot utilizando un suero IgG
policlonal especifico anti-RBD. En la Figura 19B, se observa que el conjugado es reconocido
fuertemente por los anticuerpos especificos anti-RBD en todas las diluciones evaluadas, mientras
que el toxoide tetanico (TT) aplicado a una dilucién 1/80 no es reconocido. Se demuestra que la
conjugacioén no afecta el reconocimiento de los anticuerpos al RBD.

Ejemplo 13. El conjugado RBD (319-541) -TT provoca una fuerte respuesta de anticuerpos

en humanos, especialmente en poblacion pediatrica.

La formulacién de la vacuna que incluye RBD- (319-541) -TT en alumbre se evalué en ensayos
clinicos en un programa de dos dosis (T0, T28 dias). Los procedimientos de los ensayos clinicos
en poblacién adulta (Fase Il, 19-80 afios) y pediatrica (Fase | / I, 3-18 afios) se describen en:

https://rpcec.sld.cu/ensayos/RPCEC00000347, https://rpcec.sld.cu/ ensayos/RPCEC00000374

La Figura 20 muestra los resultados de IgG anti-RBD especifica en suero 14 dias después de la
segunda dosis en ambos ensayos clinicos. Se elevaron niveles elevados de anticuerpos en todos
los grupos de edad con un 74% de seroconversiéon en la poblacién adulta (19-80 afios). En
particular, los nifios alcanzaron el 92,8% y el 99,3% de seroconversion en los grupos de 12-18
anos y 3-11 anos, respectivamente. Ademas, las medianas de ambos grupos pediatricos: 50,3
(15,9; 62,0 en 12-18 afos) y 99,8 (39,1; 216,8 en 3-11 afos) fueron superiores a la mediana de
un panel de suero elaborado con COVID-19. nifios convalecientes: 8,7 (3,4; 15,7).

Ejemplo 14. El conjugado RBD (319-541) -TT induce IgG mucosa especifica en humanos
Saliva de sujetos inmunizados con dos dosis (T0, 28 dias) de una formulacion de RBD- (319-
541) -TT en alumbre y una dosis de refuerzo de RBD dimérico en alumbre (T56) como se
describe:

https://rpcec.sld.cu/ensayos /RPCEC00000360
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se analizé mediante un ensayo ELISA “interno”. RBD como revestimiento (5 ug / ml) y PBS-BSA
al 3% como bloqueo. Las muestras de saliva se evaluaron puras por duplicadas. Después de las
etapas de incubacién, se afiadié el conjugado humano de peroxidasa anti-lgG (Sigma A6029, 1:
2500) en un tamp6n apropiado. La reaccion fluorimétrica final se indujo afiadiendo sustrato OPD.
Los resultados se expresaron en valores de absorbancia.

La Figura 16 muestra que los sujetos que fueron inmunizados provocaron una respuesta IgG
anti-RBD especifica en la saliva.
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CONJUGADOS COVALENTES DEL DOMINIO DE UNION AL RECEPTOR DEL VIRUS SARS-
COV-2 Y UNA PROTEINA PORTADORA Y LAS COMPOSICIONES VACUNALES QUE LOS
CONTIENEN.

10.

11.

12.

REIVINDICACIONES

El conjugado covalente que comprenden el dominio de unién al receptor (RBD) del SARS-
CoV-2 y una proteina portadora.

El conjugado covalente de la reivindicaciéon 1 donde la proteina portadora se selecciona
del grupo que comprende: el toxoide tetanico, el toxoide diftérico y CRM197.

El conjugado covalente de cualquiera de las reivindicaciones 1-2, donde la relacién
RBD/proteina portadora se encuentra en el rango molar: entre 1-8 unidades de RBD por
1 proteina portadora.

El conjugado covalente segun las reivindicaciones 1-3, donde el RBD se selecciona del
grupo que comprende las SEQ ID NO. 1-3.

El conjugado covalente seguin las reivindicaciones 1-4 donde el RBD que tiene la SEQ ID
NO.1 se encuentra en forma de dimero.

El conjugado covalente de las reivindicaciones 1-5 donde el RBD es producido en los
hospederos que se seleccionan del grupo que comprenden: células de mamiferos, células
de insectos, bacterias y levaduras.

Una composicién vacunal para inducir una respuesta inmune contra el virus SARS-CoV-
2 caracterizada porque comprende el conjugado covalente de las reivindicaciones 1-5.
La composicién vacunal de la reivindicacion 7 que adicionalmente comprende un
adyuvante que se selecciona del grupo que comprende: hidréxido de aluminio, fosfato de
aluminio y fosfato célcico.

La composicién vacunal de la reivindicacién 7 donde el conjugado se encuentra en el
rango de concentracion de 1-30 g por dosis en funcién del RBD.

La composicién vacunal de la reivindicacién 8 donde el adyuvante se encuentra en el
rango de concentraciéon de 200-1500 pg por dosis.

La composiciébn vacunal segun la reivindicacién 7-10, que ademds comprende
excipientes farmacéuticamente adecuados.

Un procedimiento para la preparacién del conjugado covalente de las reivindicaciones 1-
5 que comprende las siguientes etapas: A) Funcionalizacién de la proteina portadora para
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13.

14.

15.
16.

17.

18.

19.

20.

21.

introducirle grupos tiofilicos, B) Conjugacién covalente de proteina portadora al RBD y C)
Purificacion.

El procedimiento segln la reivindicacién 12 que adicionalmente comprende un paso de
Reduccién in situ de la forma RBD-dimérico previo a la etapa A.

El procedimiento segin la reivindicacién 12 que adicionalmente comprende un paso de
Tiolacién del extremo N-terminal del RBD previo a la etapa A.

El procedimiento segun la reivindicacién 13 donde se emplea la SEQ ID NO. 1.

El procedimiento seguln la reivindicacion 14 donde se emplea cualquiera de las SEQ ID
NO. 1-3.

El procedimiento segun la reivindicacién 12 donde en la etapa A, los grupos tiofilicos que
se introducen se seleccionan del grupo que comprende: maleimidos, bromoacetilo,
vinilsulfonas, acrilatos, acrilamidas, acrilonitrilos y metaacrilatos.

El conjugado obtenido segun el procedimiento de la reivindicaciones 12-17.

Uso de la composicién vacunal de cualquiera de las reivindicaciones 7-11 en la
prevencién de la infeccién por el virus SARS-CoV-2.

Uso de la composicién vacunal de cualquiera de las reivindicaciones 7-11 en la
prevencién de la infeccién por el virus SARS-CoV-2 cuando se requiere de una respuesta
de anticuerpos neutralizantes después de dos dosis de la composicién vacunal.

Uso de la composicién vacunal de cualquiera de las reivindicaciones 7-11 en la induccién
de una respuesta de anticuerpos contra el virus SARS-CoV-2 por via intramuscular en
dosis de RBD de entre 1-30 ug, en esquema de inmunizacién de 1 a 3 dosis.
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