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DESCRIPCIÓN

Anticuerpos contra SARS-CoV-2

Antecedentes

Un nuevo betacoronavirus surgió en Wuhan, China, a finales de 2019. A partir del 19 de febrero de 2021, se 5
confirmaron en todo el mundo aproximadamente 110 millones de casos de infección por este virus 
(denominado, entre otros nombres, SARS-CoV-2 e identificado originalmente como coronavirus de Wuhan) en 
todo el mundo, lo que resultó en aproximadamente 2,45 millones de muertes. Son necesarios estudios para 
prevenir o tratar la infección por SARS-CoV-2 y herramientas de diagnóstico para diagnosticar una infección 
por SARS-CoV-2.10

Tian X. et al., Potent binding of 2019 novel coronavirus spike protein by a SARS coronavirus-specific human 
monoclonal antibody. Emerg Microbes Infect. 2020 Feb 17;9(1):382-385 describe un anticuerpo monoclonal 
específico humano de SARS-CoV, CR3022, que podría unirse al dominio del receptor de unión (RBD) de SARS-
CoV-2.

Breve descripción de las figuras15

Figuras 1A y 1B: muestran la unión de los anticuerpos (1A) S303 (VH SEQ ID NO.:63; VL SEQ ID NO.:67) y 
(1B) S309 (VH SEQ ID NO.:105; VL SEQ ID NO.:168) de la presente descripción al RBD de SARS-CoV-2 
recombinante, como se describe en el Ejemplo 2.

Figuras 2A y 2B: muestran la neutralización de la infección por SARS-CoV-2 por ciertos anticuerpos de la 
presente descripción, como se describe en el Ejemplo 4.20

Figuras 3A-3I: muestran la neutralización de la infección por SARS-CoV-2, como se describe en el Ejemplo 4.
La Figura 3A muestra la neutralización por el plasma de un donante sobreviviente de SARS- CoV-1. Las Figuras 
3B-3D y 3I muestran la neutralización por sobrenadante de células B que expresan ciertos anticuerpos de la 
presente descripción. Las Figuras 3E-3H muestran la neutralización por ciertos anticuerpos IgG1 
recombinantes.25

Figuras 4A y 4B: muestran la unión del sobrenadante que contiene células B y anticuerpos a la proteína S del 
SARS-CoV-2 expresado en células ExpiCHO, como se describe en el Ejemplo 1. Los gráficos que muestran 
los perfiles de unión de los anticuerpos S300-S310 se indican con recuadros.

Figuras 5A y 5B: muestran la unión de los anticuerpos S311 y S312 al SARS-CoV-1 y al SARS-CoV-2 en el 
sobrenadante de células B cultivadas, como se describe en el Ejemplo 6. Las concentraciones de anticuerpos 30
son estimaciones. SARS S1 Sino: proteína de Sino Biological. RBD2: RBD de SARS-CoV-2 de producción 
propia.

Figuras 6A-6E: muestran (arriba) las curvas de unión de ciertos anticuerpos de la presente descripción para el 
RBD de SARS-CoV-1 (SARS1) y el RBD de SARS-CoV-2 (SARS2), medidas por Octeto y (abajo) valores KD. 
Los valores de KD para anticuerpos (p. ej. <1,0x10-12M) con unión muy fuerte y disociación lenta son 35
estimaciones. Estos datos y experimentos se describen con más detalle en el Ejemplo 3.

Figura 7: muestra la neutralización de la infección por los anticuerpos S304 (VH SEQ ID NO.:79; VL SEQ ID 
NO.:83) y S309 (VH SEQ ID NO.:105; VL SEQ ID NO.:168), solos o en combinación, contra el virus 
pseudotipado SARS-CoV-2, como se describe en el Ejemplo 5.

Figuras 8A-8K: muestran las curvas de unión de ciertos anticuerpos para RBD de SARS-CoV-1, RBD de SARS-40
CoV-2 y ectodominios de diversos coronavirus medidos por ELISA. Ver el Ejemplo 8.

Figura 9: muestra la neutralización de la infección por S309 rIgG1 y (VH SEQ ID NO.:105; VL SEQ ID NO.:168) 
y S315 rIgG1 (VH SEQ ID NO.:178; VL SEQ ID NO.:182) contra el virus SARS-CoV-2 pseudotipado, como se 
describe en el Ejemplo 7.

Figura 10: muestra la neutralización de la infección por S309 rIgG1 de longitud completa y S309 rFab (ambos 45
comprenden un VH de SEQ ID NO.:105 y un VL de SEQ ID NO.:168) contra el virus pseudotipado de SARS-
CoV-2, como se describe en el Ejemplo 7.
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Figura 11: muestra la unión del anticuerpo S309 (VH SEQ ID NO.:105; VL SEQ ID NO.:168) a la proteína de la 
espícula de SARS-CoV-1 y SARS-CoV-2 expresada en células ExpiCHO, como se describe en el Ejemplo 9. 
Los histogramas apilados de los gráficos de citometría de flujo muestran la unión dependiente de la dosis de 
los anticuerpos de S309 a SARS-CoV y SARS-CoV-2.

Figuras 12A y 12B: muestran la unión dependiente de la concentración medida por citometría de flujo para 5
ciertos anticuerpos, como se describe en el Ejemplo 9. La figura 12A muestra la unión a SARS-CoV-2. La figura 
12B muestra la unión a SARS-CoV-1.

Figura 13: muestra la neutralización de la infección por anticuerpos S303 (VH SEQ ID NO.:63; VL SEQ ID 
NO.:67), S304 (VH SEQ ID NO.:79; VL SEQ ID NO.:83), S306 (VH SEQ ID NO.:87; VL SEQ ID NO.:91), S309 
(VH SEQ ID NO.:105; VL SEQ ID NO.:168), S310 (VH SEQ ID NO.:155; VL SEQ ID NO.:159), y S315 (VH SEQ 10
ID NO.:178; VL SEQ ID NO.:182) contra el virus pseudotipado SARS-CoV-2, como se describe en el Ejemplo 
4.

Figuras 14A-14D: muestran la afinidad/avidez de unión de los anticuerpos S309 (VH SEQ ID NO.:105; VL SEQ 
ID NO.:168), S303 (VH SEQ ID NO: 63; VL SEQ ID NO: 67), S304 (VH SEQ ID NO.:79; VL SEQ ID NO.:83), y 
S315 (VH SEQ ID NO.:178; VL SEQ ID NO.:182) a RBD de SARS-CoV-1 (paneles derechos) y de SARS- CoV-15
2 (paneles izquierdos), como se describe en el Ejemplo 10.

Figuras 15A y 15B: muestran la competencia de pares de anticuerpos de la presente descripción por unirse a 
RBD de SARS-CoV-1 (Figura 15A) y de SARS-CoV-2 (Figura 15B), como se describe en el Ejemplo 12. Para 
cada gráfico, el eje X muestra el tiempo (0 a 1000 segundos) y el eje Y muestra la unión a RBD medida por BLI 
(0 a 3 nm). El primer anticuerpo se indica a la izquierda de la matriz y el segundo anticuerpo se indica en la 20
parte superior de la matriz. Las líneas verticales discontinuas de la Figura 15B muestran el cambio del primer 
anticuerpo al segundo anticuerpo. A la derecha ("I"-"IV" en la Figura 15A, "II" y "IV" en la Figura 15B) están los 
sitios antigénicos determinados por información estructural, análisis de mutantes de escape y agrupación de 
epítopos basada en BLI.

Figura 16: muestra la capacidad de S309 para interferir con RBD de SARS-CoV-1 (izquierda) o de SARS-CoV-25
2 (derecha) uniéndose a ACE2 humano (hACE2), como se describe en el Ejemplo 13. hACE2 se cargó en 
sensores BLI, seguido de incubación de los sensores con RBD solo o con RBD en combinación con anticuerpo. 
La línea discontinua vertical indica el inicio de la asociación de RBD con o sin anticuerpo. En el gráfico de la 
izquierda, se usó el anticuerpo S230 como control positivo de la inhibición de la unión de RBD de SARS-CoV-
1 a ACE2 según estudios previos (véase Walls et al., Cell 176(5): 1023-1039.e15 (2019)).30

Figura 17A y 17B: muestran los efectos dependientes de anticuerpos de ciertos anticuerpos de la presente 
descripción contra células modelo infectadas, como se describe en el Ejemplo 14. La figura 17A muestra la 
citotoxicidad dependiente de anticuerpos utilizando células efectoras NK primarias y células ExpiCHO que 
expresan SARS-CoV-2 como células diana. El gráfico de barras de la derecha muestra la ADCC para los 
anticuerpos indicados, calculada como área bajo la curva (AUC). La Figura 17B muestra la fagocitosis celular 35
dependiente de anticuerpos utilizando PBMC como células fagocíticas y ExpiCHO que expresa SARS-CoV-2 
marcado con PKF67 como células diana. Los gráficos de líneas muestran la intensidad de fluorescencia media 
(MFI) de las PBMC después de la incubación con células diana y anticuerpos, determinada para un donante 
representativo con FcγRIIIa de alta afinidad (los símbolos muestran la media ± SD de los duplicados).

Figuras 18A-18J: muestran las curvas de unión de ciertos anticuerpos recombinantes para RBD de SARS-CoV-40
1, RBD de SARS-CoV-2 y ectodominios de varias cepas de coronavirus, medidas por ELISA. Ver el Ejemplo 8. 
Los mAb recombinantes se analizaron mediante ELISA en un intervalo de concentración de 5 a 0,00028 mg/ml.
RBD2: Dominio de unión al receptor del SARS-CoV-2. RBD1: Dominio de unión al receptor del SARS-CoV 
(también denominado aquí como SARS-CoV-1). Spike: trímero de prefusión estabilizado del coronavirus 
indicado. Algunos anticuerpos se expresaron de forma recombinante como IgG1 (rIgG1) y algunos anticuerpos 45
se expresaron de forma recombinante como IgG1 con la mutación MLNS (M428L y N434S (numeración de la 
UE)) en la Fc (rIgG1-LS).

Figuras 19A y 19B: muestran la capacidad de ciertos anticuerpos para interferir con la unión de RBD a ACE2 
humana, como se describe en el Ejemplo 13. Se cargó ACE2 humano (hACE2) en sensores BLI, seguido de 
incubación de los sensores con RBD solo o RBD en combinación con anticuerpo recombinante. La línea 50
discontinua vertical indica el inicio de la carga de RBD con o sin anticuerpo. RBD: Dominio de unión al receptor.
La Figura 19A muestra la unión de RBD de SARS-CoV-1 a ACE2. La Figura 19B muestra la unión de RBD de 
SARS-CoV-2 a ACE2.

Figuras 20A y 20B: muestran la afinidad de unión y la avidez del anticuerpo S309 IgG (Figura 20A) frente a 
S309 Fab (Figura 20B) para RBD de SARS-CoV-1 (parte inferior de cada figura) y RBD de SARS-CoV-2 (parte 55
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superior de cada figura), como se describe en el ejemplo 10. Tanto para IgG como para Fab: VH SEQ ID 
NO.:105; VL SEQ ID NO.:168. Se cargó RBD en pines BLI y se midió la asociación de diferentes 
concentraciones de S309-IgG-MLNS o S309 Fab. Las líneas discontinuas verticales indican el inicio de la fase 
de disociación cuando los pines BLI se cambiaron a un tampón.

Figuras 21A-21C: muestran la reactividad de los anticuerpos S304 (VH SEQ ID NO.:79; VL SEQ ID NO.:83), 5
S306 (VH SEQ ID NO.:87; VL SEQ ID NO.:91), S309 (VH SEQ ID NO.:105; VL SEQ ID NO.:168) y S310 (VH 
SEQ ID NO.:155; VL SEQ ID NO.:159) contra SARS-CoV-2, como se describe en el Ejemplo 15. La Figura 21A 
muestra la reactividad de los anticuerpos S304, S306, S309 y S310 contra el lisado extraído con TX100 de 
células Vero E6 infectadas con SARS-CoV-2. La Figura 21B muestra la reactividad de los mismos anticuerpos 
contra lisado extraído con SDS de células Vero E6 infectadas con SARS-CoV-2. La Figura 21C muestra la 10
reactividad de suero de convaleciente de SARS-CoV-1 humano frente al lisado extraído con TX100 o extraído 
con SDS de células Vero E6 infectadas con SARS-CoV-2. Las Figuras 21A y 21B también muestran datos para 
el anticuerpo comparativo LCA57, que es específico para la proteína de la espícula de MERS-CoV (Corti et al. 
PNAS 112(33):10473-10478 (2015).

Figuras 22A-22D: muestran la neutralización de la infección por SARS-CoV-2 mediante anticuerpos evaluada 15
mediante inhibición de la expresión de nucleoproteínas (NP) a las 24 y 45 horas posteriores a la infección. Ver
el Ejemplo 16. La Figura 22A muestra la neutralización de la infección por SARS-CoV-2 mediante S304 (VH 
SEQ ID NO.:79; VL SEQ ID NO.:83). La Figura 22B muestra la neutralización de la infección por SARS-CoV-2 
mediante S309 (VH SEQ ID NO.:105; VL SEQ ID NO.:168). La Figura 22C muestra la neutralización de la 
infección por SARS-CoV-2 mediante la combinación de S304 y S309. La figura 22D muestra la neutralización 20
de control de la infección por SARS-CoV-2 mediante el anticuerpo comparativo LCA57, que es específico para 
la proteína de la espícula de MERS-CoV (Corti et al. PNAS 112(33):10473-10478 (2015)).

Figura 23: muestra la neutralización de la infección por los anticuerpos S309 (VH SEQ ID NO.:105; VL SEQ ID 
NO.:168) y S315 (VH SEQ ID NO.:178; VL SEQ ID NO.:182), solos o en combinación, contra el virus 
pseudotipado SARS-CoV-2, como se describe en el Ejemplo 5.25

Figuras 24A y 24B: muestran los efectos dependientes de anticuerpos de ciertos anticuerpos de la presente 
descripción contra células infectadas modelo, como se describe en el Ejemplo 14. La Figura 24A muestra la 
citotoxicidad mediada por células dependientes de anticuerpos (ADCC) utilizando células efectoras NK 
primarias y células ExpiCHO que expresan SARS- CoV-2 como células diana. El gráfico muestra el % de muerte 
de células diana después de incubación con el anticuerpo o con la combinación de anticuerpos que se muestra 30
en la leyenda. La Figura 24B muestra la ADCC para el(los) anticuerpo(s) indicado(s), calculada como área bajo 
la curva (AUC). Panel izquierdo: AUC determinada usando células FcγRIIIa con genotipo VV; panel derecho: 
AUC determinada para células FcγRIIIa con genotipo FF o FV.

Figuras 25A y 25B: muestran otros efectos dependientes de anticuerpos de ciertos anticuerpos de la presente 
descripción, como se describe en el Ejemplo 14. La Figura 25A muestra la fagocitosis celular dependiente de 35
anticuerpos (ADCP) utilizando PBMC como células fagocíticas y células ExpiCHO que expresan SARS-CoV-2 
marcadas con PKF67 como células diana. El gráfico muestra la intensidad de fluorescencia media (MFI) de las 
PBMC después de la incubación con células diana y anticuerpos, determinada para un donante representativo 
con alta afinidad para FcγRIIIa (los símbolos muestran la media ± SD de duplicados). La Figura 25B muestra 
la ADCP para el(los) anticuerpo(s) indicado(s), calculada como área bajo la curva (AUC).40

Figura 26: muestra la unión de anticuerpos medida por citometría de flujo. La unión del anticuerpo S309 a la 
proteína de la espícula de SARS-CoV-2 expresada en células Expi-CHO se detectó con un anticuerpo 
secundario marcado con fluorescencia.

Figura 27: muestra la unión del anticuerpo S309 (marcado como "11" en la clave de la figura) y cuatro variantes 
diseñadas de S309 (marcadas como "12" a "15", respectivamente) a la proteína S, medida por citometría de 45
flujo. Ver el Ejemplo 9. Los cuatro anticuerpos variantes diseñados son los siguientes: S309 N55Q comprende 
una mutación N55Q en CDRH2, resultando en una secuencia VH variante (SEQ ID NO: 113) y una secuencia 
VL de tipo salvaje (SEQ ID NO: 168) de S309; S309 W50F comprende una secuencia de VH variante de W50F 
(SEQ ID NO: 129) y la secuencia de VL de tipo salvaje (SEQ ID NO: 168) de S309; S309 W105F comprende 
una secuencia VH variante de W105F (SEQ ID NO: 119) y la secuencia VL de tipo salvaje (SEQ ID NO: 168) 50
de S309; y S309 W50F/G56A/W105F comprende una secuencia VH variante W50F/G56A/W105F (SEQ ID 
NO.:172) y la secuencia VL de tipo salvaje de S309. En la Figura 27, S309 N55Q está etiquetado como "12", 
S309 W50F está etiquetado como "13", S309 W105F está etiquetado como "14" y S309 W50F-G56A-W105F 
está etiquetado como "15”. La unión del anticuerpo a la proteína de la espícula del SARS-CoV-2 expresada en 
células Expi-CHO se detectó con un anticuerpo secundario marcado con fluorescencia. Se muestran los datos 55
de dos experimentos.
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Figura 28: muestra la neutralización de la infección por el anticuerpo S309 (denominado en la figura "Variante-
11 (wt)") y cuatro anticuerpos variantes de S309 contra virus pseudotipados de SARS-CoV-2, como se describe 
en el Ejemplo 19. En la Figura 28, S309 N55Q está etiquetado como "Variante-12", S309 W50F está etiquetado 
como "Variante-13", S309 W105F está etiquetado como "Variante-14" y S309 W50F-G56A- W105F está 
etiquetado como "Variante-15". Los virus pseudotipados son VSV pseudotipados con la proteína de la espícula5
de SARS-CoV-2.

Figura 29: muestra un resumen de los resultados de los ensayos de unión y neutralización de pseudovirus para 
el anticuerpo S309 ("S309-WT") y cuatro variantes diseñadas de S309 ("N55Q"; "W50F"; "W105F"; 
"W50F/G56A/W105F"). La línea horizontal discontinua muestra el cambio de función de variantes diseñadas
frente a la línea de base S309-WT. Las barras sombreadas de forma diferente muestran la unión a RBD 10
glicosilado según se mide mediante SPR, la unión a RBD desglucosilado según se mide mediante SPR, la 
unión a células que expresan antígenos según se mide mediante FACS y la neutralización según se mide 
empleando pseudovirus de SARS-CoV-2.

Figuras 30A-30F: muestran la cinética de unión de anticuerpos de ejemplo a RBD glicosilado o desglicosilado 
de SARS-CoV-2 medida mediante SPR. Ver el Ejemplo 18. Se ensayaron los anticuerpos S309 (con15
secuencias de aminoácidos VH (SEQ ID NO.:105) y VL (SEQ ID NO.:168) de tipo salvaje S309), S309 N55Q, 
S309 W50F, S309 W105F y S309 W50F/G56A/W105F. La Figura 30A muestra la cinética de unión del 
anticuerpo de tipo salvaje S309 (2 réplicas del experimento). La Figura 30B muestra la cinética de unión de 
S309 N55Q (abajo), en comparación con el anticuerpo de tipo salvaje S309 (arriba). La Figura 30C muestra la 
cinética de unión de S309 W50F (abajo) en comparación con el anticuerpo de tipo salvaje S309 (arriba). La 20
figura 30D muestra la cinética de unión de S309 W105F (abajo) en comparación con el anticuerpo de tipo 
salvaje S309 (arriba). La Figura 30E muestra la unión de S309 W50F/G56A/W105F (abajo) en comparación 
con el anticuerpo de tipo salvaje S309 (arriba). La Figura 30F muestra la unión de S309 W50F/G56A/W105F 
utilizando un período de inyección de 10 minutos (panel superior) o un período de inyección de 3 minutos (panel 
inferior).25

Figura 31: muestra la activación de FcγRIIIa de alta afinidad (158V) (panel izquierdo) o de baja afinidad (158F) 
(panel derecho) por los anticuerpos S303 (VH SEQ ID NO.:63; VL SEQ ID NO: 67), S304 (VH SEQ ID NO: 79
VL SEQ ID NO.:83), S306 (VH SEQ ID NO.:87; VL SEQ ID NO.:91), S309 (VH SEQ ID NO.:105; VL SEQ ID 
NO.:168) y una combinación de S309 y S315, junto con el anticuerpo comparativo S230. Ver Ejemplo 20. La 
activación se midió usando células ExpiCHO que expresan S de SARS-CoV-2 como células diana y células 30
reporter Jurkat transfectadas de manera estable con el gen reporter de luciferasa dirigido por NFAT. La 
activación de FcγRIIIa resulta en la expresión mediada por NFAT del gen reporter de luciferasa. Los resultados 
son de un experimento, una o dos medidas por mAb.

Figura 32: muestra la activación de FcγRIIa por anticuerpos de ejemplo S303 (VH SEQ ID NO.:63; VL SEQ ID 
NO.:67), S304 (VH SEQ ID NO.:79; VL SEQ ID NO.:83), S306 (VH SEQ ID NO.:87; VL SEQ ID NO.:91), S309 35
(VH SEQ ID NO.:105; VL SEQ ID NO.:168) y una combinación de S309 y S315, junto con el anticuerpo 
monoclonal comparativo S230. Ver el Ejemplo 20. La activación se midió usando células ExpiCHO que 
expresan S de SARS-CoV-2 como células diana y células reporter Jurkat transfectadas de manera estable con 
el gen reporter de luciferasa dirigido por NFAT. La activación de FcγRIIa resulta en la expresión mediada por 
NFAT del gen reporter de luciferasa.40

Figuras 33A y 33B: muestran la unión de los anticuerpos S303 (VH SEQ ID NO.:63; VL SEQ ID NO.:67), S304 
(VH SEQ ID NO.:79; VL SEQ ID NO.:83), S306 (VH SEQ ID NO.:87; VL SEQ ID NO.:91), S309 (VH SEQ ID 
NO.:105; VL SEQ ID NO.:168), S310 (VH SEQ ID NO.:155; VL SEQ ID NO.:159) y S315 (VH SEQ ID NO.:178; 
VL SEQ ID NO.:182), junto con los anticuerpos comparativos S110, S230 y S109, contra la proteína S 
expresada en una superficie celular. Ver el Ejemplo 9. La Figura 33A muestra la unión a células ExpiCHO 45
transfectadas con proteína S de SARS-CoV-2. La Figura 33B muestra la unión a células ExpiCHO transfectadas 
con proteína S de SARS- CoV-1. La intensidad de fluorescencia media se midió por citometría de flujo para 
cada anticuerpo. Las concentraciones de anticuerpos analizadas se indican en el eje X.

Figura 34: muestra la neutralización de la infección por los anticuerpos de ejemplo S303 (VH SEQ ID NO.:63; 
VL SEQ ID NO.:67), S304 (VH SEQ ID NO.:79; VL SEQ ID NO.:83), S306 (VH SEQ ID NO.:87; VL SEq ID 50
NO.:91), S309 (VH SEQ ID NO.:105; VL SEQ ID NO.:168), S310 (VH SEQ ID NO.:155; VL SEQ ID NO.:159) y 
S315 (VH SEQ ID NO.:178; VL SEQ ID NO.:182) contra el virus pseudotipado SARS-CoV-1. Ver el Ejemplo 4.

Figuras 35A y 35B: muestran la conservación de los residuos de la proteína de la espícula, como se describe 
en el Ejemplo 21. La Figura 35A muestra variantes de la proteína de la espícula con una frecuencia n > 1 como 
esferas mapeadas en la forma cerrada (izquierda) y abierta (derecha) del ectodominio trimérico completo de la 55
espícula. El RBD y otros dominios de la proteína de la espícula se muestran como se indica. Se muestran 40 
mutaciones (de un total de 2229). Solo el residuo 367 (n=8) está resaltado en el RBD y los residuos 476 (n=7) 
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y 483 (n=17) no lo están. La Figura 35B muestra la prevalencia de variantes en la glicoproteína de la espícula
por aminoácido. Cada punto es una variante distinta. Se muestran las ubicaciones del Dominio A y RBD. Las 
variantes que superan un umbral de frecuencia del 0,1 % son como se indicada.

Figura 36: muestra la neutralización de SARS-CoV-2 -MLV por el anticuerpo S309 (VH SEQ ID NO.:105; VL 
SEQ ID NO.:168) combinado con una cantidad equimolar del anticuerpo S304 (VH SEQ ID NO.:79; VL SEC ID 5
Nº: 83). Para cócteles de anticuerpos, la concentración mostrada en el eje X es la de los anticuerpos 
individuales. Ver el Ejemplo 4.

Figura 37: muestra la neutralización de SARS-CoV2-MLV por S309 (VH SEQ ID NO.:105; VL SEQ ID NO.:168) 
combinado con una cantidad equimolar del anticuerpo S315 (VH SEQ ID NO.:178; VL SEQ ID NO.:182). Para 
cócteles de anticuerpos, la concentración mostrada en el eje X es la de los anticuerpos individuales. Ver el 10
Ejemplo 4.

Figuras 38A-38D: muestran la unión de ciertos anticuerpos a RBD de SARS-CoV-2 y SARS-CoV-1, como se 
describe en el Ejemplo 6. Los anticuerpos se expresaron de forma recombinante y la unión se ensayó mediante 
ELISA. Se recubrieron placas ELISA de 96 pocillos con RBD de SARS-CoV-2 (producción propia; residuos 
331-550 de la proteína de la espícula de BetaCoV/Wuhan-Hu-1/2019, número de acceso MN908947) a 10 15
µg/ml y con RBD de SARS-CoV-1 (Sino Biological, 40150-V08B1) a 1 µg/ml. Después de bloquear con 1% de 
BSA en PBS, se añadieron anticuerpos a las placas y se incubaron a temperatura ambiente durante una hora.
Las placas se lavaron y se añadió el anticuerpo secundario IgG-AP antihumano de cabra (Southern 
Biotechnology, 2040-04). Se usó el sustrato p-nitrofinilfosfato (pNPP, Sigma-Aldrich, 337 71768) para el 
desarrollo del color. La DO405 se analizó en un lector de placas ELx808IU (Biotek). El panel izquierdo de cada 20
figura muestra la unión a RBD SARS-CoV-2 y el panel derecho muestra la unión a RBD SARS-CoV-1.

Figuras 39A y 39B: muestran la unión de ciertos anticuerpos a la proteína de la espícula de SARS-CoV-2 y 
SARS-CoV- 1, como se describe en el Ejemplo 9. Se transfectaron células Expi-CHO transitoriamente con 
phCMV1-SARS-CoV-2 -S, SARS-spike-pcDNA.3 (cepa SARS) o phCMV1 vacío usando Expifectamine CHO 
Enhancer. Dos días después de la transfección, se recolectaron las células para inmunotinción con anticuerpos. 25
Para la detección se utilizó un anticuerpo secundario FC anti-IgG marcado con Alexa647. La unión de los 
anticuerpos a las células transfectadas se analizó por citometría de flujo utilizando un analizador de células 
ZE5 (BioRad). La Figura 39A muestra la unión del anticuerpo recombinante S300 (VH SEQ ID NO.:1; VL: SEQ 
ID NO.:5). La Figura 39B muestra la unión del anticuerpo recombinante S307. Los símbolos muestran los 
valores de una sola medida. El panel izquierdo de cada figura muestra los datos como % de células positivas 30
y el panel derecho muestra los datos como intensidad de fluorescencia media (MFI).

Figuras 40A y 40B: muestran la unión de anticuerpos de ejemplo a glicoproteínas S de SARS-CoV-2 (Figura 
40A) o SARS-CoV-1 (Figura 40B) expresadas en la superficie de células ExpiCHO, como se describe en el 
Ejemplo 9. Los símbolos son la media de duplicados a partir de un experimento.

Figuras 41A y 41B: muestran la afinidad de unión y la avidez de S309 IgG (Figura 41A) y S309 Fab (Figura 35
41B) para RBD de SARS-CoV-2 (panel superior) o la proteína espícula de SARS-CoV-2 (panel inferior). Tanto 
para IgG como para Fab: VH SEQ ID NO.:105 y VL SEQ ID NO.:168. Ver el Ejemplo 11. El RBD biotinilado de 
SARS-CoV-2 o el trímero de ectodominio S de prefusión de SARS-CoV-2 biotinilado se cargaron en 
biosensores de estreptavidina y se midió la asociación con diferentes concentraciones de S309-IgG-MLNS (que 
comprende las mutaciones M428L y N434S Fc (numeración de la UE)) o S309 Fab. Las líneas discontinuas 40
verticales indican el inicio de la fase de disociación cuando los biosensores se cambiaron a un tampón.

Figuras 42A y 42B: muestran la unión de los anticuerpos S303, S304, S306, S309, S310 y S315, junto con los 
anticuerpos comparativos S110, S124, S230 y S109, a la proteína S expresada en una superficie celular. Ver
el Ejemplo 9. La figura 42A muestra la unión a células ExpiCHO transfectadas con proteína S de SARS-CoV-
2. La Figura 42B muestra la unión a células ExpiCHO transfectadas con proteína S de SARS-CoV-1. La 45
intensidad de fluorescencia media se midió por citometría de flujo para cada anticuerpo. Las concentraciones 
de anticuerpos analizadas se indican en el eje X.

Figura 43: muestra la conservación de los residuos de la proteína de la espícula, como se describe en el 
Ejemplo 21. Variantes de la proteína de la espícula se soportaron en al menos dos secuencias indicadas como 
esferas mapeadas en forma cerrada (izquierda) y abierta (derecha) del ectodominio de la espícula trimérico 50
completo. El RBD y otros dominios de la proteína de la espícula se muestran como se indica. Se muestran 171 
variantes (de un total de 11.839 secuencias de la proteína de la espícula analizadas).

Figuras 44A-44C: muestran la selección de resistencia del SARS-CoV-2, como se describe en el Ejemplo 23.
La Figura 44A es un diagrama de flujo que muestra un método para la selección de resistencia. La figura 44B 
es una línea de tiempo que muestra el procedimiento utilizado para cada paso del proceso de selección de 55
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resistencia. La Figura 44C muestra los resultados de la selección de SARS-CoV-2 resistente al anticuerpo S309 
N55Q MLNS GAALIE, que comprende un VH según la SEQ ID NO.:113 y un VL según la SEQ ID NO.:168, con 
las mutaciones G236A, A330L, I332E, M428L y N434S en la Fc (numeración UE).

Figura 45: muestra la citotoxicidad dependiente de anticuerpos de ciertos anticuerpos de la presente 
descripción utilizando células NK primarias como células efectoras y células ExpiCHO que expresan SARS-5
CoV-2 como células diana. Ver el Ejemplo 14. El gráfico muestra el porcentaje de eliminación de células diana 
después de incubación con anticuerpos S309 LS (también denominado aquí S309 MLNS), S309 GRLR 
(G236R/L328R; variante de unión sin FcR) o S309 LS GAALIE (también denominado aquí S309 MLNS GAALIE, 
que comprende las mutaciones G236A, A330L, I332E, M428L y N434S Fc (numeración de la UE)).

Figura 46: muestra la neutralización de la infección por SARS-CoV-2 en células de pulmón humano Calu-3 y 10
células VeroE6 por el anticuerpo S309 N55Q MLNS, como se describe en el Ejemplo 24.

Figura 47: muestra la neutralización de la infección por SARS-CoV-2 por el anticuerpo S309 (VH SEQ ID 
NO.:105; VL SEQ ID NO.:168), según se detecta en el ensayo de nano luciferasa. Ver el Ejemplo 25. El eje X
muestra la concentración de anticuerpos. Las tres curvas representan ensayos que utilizan tres 
concentraciones virales diferentes en unidades MOI (multiplicidad de infección), como se muestra en la Figura 15
clave de la derecha. Los datos se recopilaron seis horas después de la infección con el virus SARS-CoV-2. Los 
valores IC50 calculados para cada MOI se muestran en los recuadros debajo del gráfico.

Figuras 48A y 48B: muestra la neutralización de la infección por SARS-CoV-2 por el anticuerpo S309 (VH SEQ 
ID NO.:105; VL SEQ ID NO.:168) analizado por IFA (ensayo de anticuerpos de inmunofluorescencia). Ver el 
Ejemplo 25. Los datos se recopilaron seis horas después de la infección con el virus SARS-CoV-2. La Figura 20
48A muestra fotografías de pocillos representativos en los que los núcleos celulares se tiñeron de azul y la 
nucleocápside del SARS-CoV-2 se tiñó de rojo, apareciendo más brillante en las fotografías. Cada punto rojo 
en cada imagen representa una célula infectada individual. La neutralización de la infección por el anticuerpo 
S309 se puede observar como una disminución del número de puntos brillantes, que indican las células 
infectadas, a medida que aumenta la concentración de S309. Las concentraciones de anticuerpos se muestran 25
en la parte superior y las concentraciones virales en unidades MOI (multiplicidad de infección) se muestran a 
la izquierda. La Figura 48B muestra datos cuantificados del ensayo IFA. Los valores IC50 calculados para cada 
MOI se muestran en los recuadros debajo del gráfico.

Figura 49: muestra la neutralización de la infección por SARS-CoV-2 por los anticuerpos S309 N55Q LS 
(también denominado aquí S309 N55Q MLNS, que comprenden mutaciones M428L/N434S Fc (numeración de 30
la UE)) y S309 N55Q LS GAALIE (también denominado aquí S309 N55Q MLNS GAALIE, que comprende las 
mutaciones G236A, A330L, I332E, M428L y N434S Fc (numeración de la UE)). Ver el Ejemplo 26. Cada uno 
de S309 N55Q LS y S309 N55Q LS GAALIE comprende un VH con la secuencia de aminoácidos de SEQ ID 
NO.:113 y un VL con la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO.:168. Los datos representan la media de 
cuadruplicados±desviación estándar. El gráfico que se muestra es representativo de tres experimentos 35
independientes.

Figuras 50A y 50B: muestran la neutralización de la infección por virus pseudotipados de SARS-CoV-2 
utilizando anticuerpos S309 N55Q LS (también denominados aquí S309 N55Q MLNS, que comprenden 
mutaciones M428L/N434S Fc (numeración de la UE)) (Figura 50A) y S309 N55Q LS GAALIE (también 
denominado aquí S309 N55Q MLNS GAALIE, que comprende las mutaciones G236A, A330L, I332E, M428L y 40
N434S Fc (numeración UE)) (Figura 50B). Ver el Ejemplo 27. Los virus pseudotipados son VSV pseudotipados 
con la proteína de la espícula de SARS-CoV-2. Los datos representan la media de duplicados±desviación 
estándar. Cada gráfico que se muestra es representativo de cuatro experimentos independientes.

Figuras 51A y 51B: muestran la unión de los anticuerpos S309 N55Q MLNS (Figura 51A) y S309 N55Q MLNS 
GAALIE (Figura 51B) al RBD de SARS-CoV-2, medida por resonancia de plasmón superficial (SPR). Ver el 45
Ejemplo 28. Los valores son de dos experimentos independientes.

Figuras 52A y 52B: muestran la unión de los anticuerpos S309 N55Q LS (también denominado aquí S309 N55Q 
MLNS, que comprende mutaciones M428L/N434S Fc (numeración de la UE)) (Figura 52A) y S309 N55Q LS 
GAALIE (también denominado aquí S309 N55Q MLNS GAALIE, que comprende mutaciones G236A, A330L, 
I332E, M428L y N434S Fc (numeración de la UE)) (Figura 52B) a la proteína de la espícula de SARS-CoV-2 50
expresada en la superficie celular, medida por citometría de flujo. Ver el Ejemplo 29. Los datos se expresan 
como porcentaje de células identificadas como positivas para la unión de anticuerpos. Los resultados 
mostrados son de un experimento y representativos de tres experimentos individuales independientes 
realizados.
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Figura 53: muestra la unión de los anticuerpos S309 N55Q MLNS y S309 N55Q MLNS GAALIE a FcγRIIa 
humano (alelo R131 de baja afinidad y H131 de alta afinidad), FcγRIIIa (alelo F158 de baja afinidad y V158 de 
alta afinidad) y FCγRIIb, usando SPR. Ver el Ejemplo 30. Los FcγR purificados biotinilados se capturaron en la 
superficie del chip sensor antes de la inyección del anticuerpo. Los perfiles de asociación y disociación 
(separados por la línea de puntos vertical en cada gráfico) se midieron en tiempo real como cambio en la señal 5
SPR.

Figura 54: muestra la unión de anticuerpos S309 (VH: SEQ ID NO.:105; VL: SEQ ID NO.:168) LS (también 
denominado aquí S309 MLNS, que comprende mutaciones M428L/N434S Fc), S309 N55Q (VH: SEQ ID 
NO.:113; VL: SEQ ID NO.:168) LS (también denominado aquí S309 N55Q MLNS, que comprende mutaciones 
M428L/N434S Fc (numeración de la UE)), y S309 N55Q LS GAALIE (también denominado aquí S309 N55Q 10
MLNS GAALIE, que comprende las mutaciones G236A, A330L, I332E, M428L y N434S Fc (numeración de la 
UE)) para complementar el componente C1q, medido por BLI en un instrumento Octet. Ver el Ejemplo 31. Los 
perfiles de asociación y disociación (separados por la línea de puntos vertical en el gráfico) se midieron en 
tiempo real como cambio en el patrón de interferencia.

Figuras 55A-55D: muestran la activación in vitro de FcγR humanos por los anticuerpos S309 (VH: SEQ ID 15
NO.:105; VL: SEQ ID NO.:168) LS (también denominado aquí S309 MLNS, que comprende mutaciones 
M428L/N434S Fc), S309 N55Q (VH: SEQ ID NO.:113; VL SEQ ID NO.:168) LS (también denominado aquí
S309 N55Q MLNS, que comprende mutaciones M428L/N434S Fc) (numeración de la UE) y S309 N55Q LS 
GAALIE (también denominado aquí S309 N55Q MLNS GAALIE, que comprende las mutaciones G236A, 
A330L, I332E, M428L y N434S Fc (numeración de la UE)), junto con el anticuerpo de control negativo S309 20
GRLR. Ver el Ejemplo 32. Las células CHO transfectadas de manera estable con la proteína de la espícula de 
SARS-CoV-2 sirvieron como dianas de anticuerpos. Se incubaron diluciones seriadas del anticuerpo con las 
células diana a temperatura ambiente durante 15 minutos. Se resuspendieron células efectoras Jurkat que 
expresan el FcγR indicado y diseñadas con un indicador de luciferasa mediado por NFAT en tampón de ensayo 
y luego se agregaron a las placas de ensayo. Después de incubación a 37 ºC durante 18 horas, se añadió el 25
reactivo de ensayo de luciferasa Bio-Glo™ (Promega) y se cuantificó la luminiscencia con un luminómetro (Bio-
Tek). Los gráficos muestran la activación de FcγRIIa humano (arriba a la izquierda), FcγRIIb (arriba a la 
derecha), FcγRIIIa alelo F158 de baja afinidad (abajo a la izquierda) y FCγRIIb alelo V158 de alta afinidad 
(abajo a la derecha). Los datos mostrados son medias±desviación estándar de los duplicados.

Figuras 56A y 56B: muestran in vitro la muerte mediada por células NK (ADCC) de células que expresan la 30
proteína de la espícula de SARS-CoV-2 en presencia de anticuerpos S309 (VH: SEQ ID NO.:105; VL: SEQ ID 
NO.:168) LS (también denominado aquí S309 MLNS, que comprende mutaciones M428L/N434S Fc), S309 
N55Q (VH: SEQ ID NO.:105; VL: SEQ ID NO.:168) LS (también denominado aquí S309 N55Q MLNS, que 
comprende mutaciones M428L/N434S Fc (numeración de la UE)), o S309 N55Q LS GAALIE (también 
denominado aquí S309 N55Q MLNS GAALIE, que comprende las mutaciones G236A, A330L, I332E, M428L y 35
N434S Fc (numeración de la UE)), o el anticuerpo de control S309 GRLR. Ver el Ejemplo 33. Se incubaron 
diluciones en serie de anticuerpo (diluidas en serie 10 veces en medio AIM-V de 40.000 ng/ml a 0,075 ng/ml) 
con células CHO-CoV-2 Spike durante 10 minutos antes de mezclarlas con células NK durante 4 horas. Las 
células NK se aislaron recientemente de dos donantes previamente genotipados para la expresión 
homocigótica de baja afinidad (F/F158; Figura 56A) o alta afinidad (V/V158; Figura 56B). La ADCC se midió 40
utilizando el ensayo de liberación de LDH. Los datos mostrados son medias±desviación estándar de 
cuadruplicados.

Figura 57: muestra la fagocitosis mediada por monocitos (ADCP) in vitro de células que expresan la proteína 
de la espícula de SARS-CoV-2 en presencia de los anticuerpos S309 (VH: SEQ ID NO.:105; VL: SEQ ID 
NO.:168) LS (también denominado aquí S309 MLNS, que comprende mutaciones M428L/N434S Fc), S309 45
N55Q (VH: SEQ ID NO.:113; VL: SEQ ID NO.:168) LS (también denominado aquí S309 N55Q MLNS, que 
comprende M428L y mutaciones N434S Fc (numeración de la UE)) o S309 N55Q LS GAALIE (también 
denominado aquí S309 N55Q MLNS GAALIE, que comprende las mutaciones G236A, A330L, I332E, M428L y 
N434S Fc (numeración de la UE)), o el anticuerpo de control S309 GRLR. Ver el Ejemplo 33. Los anticuerpos 
se incubaron con células CHO-CoV-2-Spike marcadas con PKH67 recién aisladas, durante 10 minutos, antes 50
de mezclarlas con PBMC marcado con trazas de violeta. La actividad de ADCP se midió después de la 
incubación durante la noche mediante citometría de flujo como porcentaje de monocitos CD14+ que eran 
doblemente positivos para PKH67 y las células de PBMC etiquetadas con trazas de violeta. Los datos 
mostrados son medias±desviación estándar de los duplicados.

Figuras 58A y 58B: muestran que el anticuerpo S309 (VH: SEQ ID NO.:105; VL: SEQ ID NO.:168) inhibe la 55
fusión célula-célula mediada por la proteína de la espícula de SARS-CoV-2. Ver el Ejemplo 34. La Figura 58A 
muestra micrografías de células diseñadas para sobreexpresar la proteína Spike de SARS-CoV-2 en presencia 
(panel inferior) o ausencia (panel superior) de S309. La Figura 58B muestra los datos cuantificados del ensayo 
de inhibición de la fusión a varias concentraciones de anticuerpo.
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Figura 59: proporciona datos de un ensayo de unidades formadoras de colonias (FFU) que muestran que los 
anticuerpos variantes S309 N55Q no provocan una mejora mediada por anticuerpos de la replicación de SARS-
CoV-2 en células dendríticas o PBMC derivadas de donantes humanos. Ver el Ejemplo 35.

Figura 60: muestra la expresión (inmunofluorescencia) de los transgenes DC-SIGN/L-SIGN, DC-SIGN y ACE2 
en células HEK293T diseñadas para sobreexpresar la proteína indicada. Ver el Ejemplo 37.5

Figura 61: muestra los niveles de infección por pseudovirus VSV en células HEK293T de tipo salvaje y en 
células HEK293T diseñadas para sobreexpresar DC-SIGN, L-SIGN o ACE2. El pseudovirus expresó una 
proteína de recombinante de la espícula de SARS-CoV-2 con reporter de luciferasa. Ver el Ejemplo 37.

Figura 62: muestra la neutralización por el anticuerpo monoclonal S309 (VH de SEQ ID NO.:105, VL de SEQ 
ID NO.:168) de la infección por pseudovirus VSV en células HEK293T diseñadas para sobreexpresar DC-SIGN, 10
L-SIGN o ACE2. En este ejemplo, el anticuerpo S309 incluye las mutaciones M428L y N434S Fc (numeración 
de la UE). Ver el Ejemplo 37.

Figura 63: muestra los niveles de infección por SARS-CoV-2 vivo en células HEK293T de tipo salvaje y en 
células HEK293T diseñadas para sobreexpresar DC-SIGN, L-SIGN o ACE2. La infección se determinó 
utilizando una proteína S recombinante con reporter de luciferasa. Ver el Ejemplo 37.15

Figura 64: muestra la neutralización por ejemplo del anticuerpo monoclonal S309 (VH de SEQ ID NO.:105, VL 
de SEQ ID NO.:168) de infección viva por SARS-CoV-2 en células HEK293T diseñadas para sobreexpresar 
DC-SIGN, L-SIGN, o ACE2. En este ejemplo, el anticuerpo S309 incluye las mutaciones M428L y N434S Fc 
(numeración de la UE). Ver el Ejemplo 37.

Figura 65: muestra la expresión (inmunofluorescencia) de los transgenes L-SIGN, DC-SIGN, SIGLEC1 y ACE2 20
en células HEK293T diseñadas para sobreexpresar la(s) proteína(s) indicada(s). Ver el Ejemplo 37.

Figura 66: muestra los niveles de infección por SARS-CoV-2 vivo en células HEK293T de tipo salvaje y en 
células HEK293T diseñadas para sobreexpresar DC-SIGN, L-SIGN, SIGLEC-1 o ACE2. La infección se 
determinó utilizando una proteína S recombinante con reporter de luciferasa. Ver el Ejemplo 37.

Figura 67: muestra la neutralización por ejemplo del anticuerpo monoclonal S309 (VH de SEQ ID NO.:105, VL 25
de SEQ ID NO.:168) de la infección viva por SARS-CoV-2 en células HEK293T diseñadas para sobreexpresar 
DC-SIGN, L-SIGN, SIGLEC-1 o ACE2. En este ejemplo, el anticuerpo S309 incluye las mutaciones M428L y 
N434S Fc (numeración de la UE). Ver el Ejemplo 37.

Figuras 68A y 68B: muestran el análisis de expresión de proteínas receptoras que incluyen CD209 (DC-SIGN) 
y proteínas SIGLEC en varios tipos de células. El tamaño del punto se correlaciona con el porcentaje de células 30
del tipo indicado que expresan la proteína y la intensidad del sombreado del punto se correlaciona con el nivel 
de expresión de la proteína. Ver el Ejemplo 37.

Figura 69: muestra la infección por SARS-CoV-2 vivo que expresa N-luciferasa en células HEK293T 
("parentales") o células HEK293T que expresan de manera estable DC-SIGN, L- SIGN, SIGLEC-1 o ACE2. Los 
datos representan experimentos que ensayan SARS-CoV-2 en tres multiplicidades de infección (MOI). Ver el 35
Ejemplo 37.

Figura 70: muestra la infección por VSV seudotipado de SARS-CoV-2 en células HEK293T, células HeLa y 
células MRC5 transducidas transitoriamente con lentivirus para expresar DC-SIGN, L-SIGN, SIGLEC-1 o 
ACE2. Las células no infectadas se muestran como control negativo. Ver el Ejemplo 37.

Figuras 71A y 71B: muestran la unión (medida por interferometría de biocapa) de S309, S309 N55Q MLNS, 40
S309 N55Q MLNS GAALIE (Figura 71A) y los anticuerpos comparativos REGN10933 y REGN10987 (Figura 
71B) a WT y variantes mutadas de RBD. Ver el Ejemplo 39.

Figura 72: muestra la neutralización de SARS-CoV-2 ("WT" = Wuhan-Hu-1; "UK" = SARS-CoV-2 variante 
B.1.1.7; y "SA" = variante B.1.351) pseudovirus MLV en células Vero-E6 por anticuerpos S309, como se 
describe en el Ejemplo 39. También se evaluaron los anticuerpos comparativos REGN10987, REGN10933 y 45
la combinación de REGN10987 + REGN10933.

Figuras 73A-73D: muestran que S309 (VH SEQ ID NO.:105; VL SEQ ID NO.:168) proporciona una protección 
sólida in vivo contra el desafío de SARS-CoV-2. Se inyectó a hámsteres sirios la cantidad indicada de mAb 48 
horas antes del desafío intranasal con SARS-CoV-2. (A) Cuantificación de ARN viral en los pulmones 4 días 
después de la infección. (B) Cuantificación del virus replicante en homogeneizados de pulmón recolectados 4 50
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días después de la infección usando un ensayo TCID50. (C) La puntuación histológica del tejido pulmonar se 
evaluó 4 días después de la infección. (D) La concentración de mAb medida en suero antes de la infección (día 
0) se correlaciona inversamente con la carga de ARN viral en el pulmón 4 días después de la infección. Ver el 
Ejemplo 38.

DESCRIPCIÓN DETALLADA5

Se proporcionan aquí anticuerpos y fragmentos de unión a antígeno que son capaces de unirse a SARS-CoV-
2 (p. ej. una glicoproteína de superficie de SARS-CoV-2 y/o RBD, como se describe aquí, en un virión de SARS-
CoV-2 y/o expresado en la superficie de una célula huésped, tal como una célula infectada por SARS-CoV-2 ).
Específicamente, se proporciona un anticuerpo aislado o un fragmento de unión a antígeno del mismo que 
comprende un dominio variable de cadena pesada (VH) que comprende la secuencia de aminoácidos de la 10
región determinante de la complementariedad (CDR) H1 indicada en la SEQ ID NO.:106, la secuencia de 
aminoácidos CDRH2 indicada en la SEQ ID NO.:121, y la secuencia de aminoácidos CDRH3 indicada en la 
SEQ ID NO.:108, y un dominio de variable de cadena ligera (VL) que comprende la secuencia de aminoácidos 
CDRL1 indicada en la SEQ ID NO.:169, la secuencia de aminoácidos CDRL2 indicada en la SEQ ID NO.:170 
y la secuencia de aminoácidos CDRL3 indicada en la SEQ ID NO.:171, donde el anticuerpo o el fragmento de 15
unión a antígeno es capaz de unirse a una glicoproteína de superficie (S) de SARS-CoV-2. Una célula huésped 
puede ser, por ejemplo, una célula de pulmón o una célula CHO (tal como, por ejemplo, una célula ExpiCHO 
transfectada para expresar la glicoproteína de superficie). En determinadas realizaciones, los anticuerpos y los 
fragmentos de unión a antígeno pueden neutralizar una infección por SARS-CoV-2 en un modelo de infección 
in vitro. También se proporcionan el uso de los anticuerpos para tratar (p. ej. reducir, retrasar, eliminar o 20
prevenir) una infección por SARS- CoV-2 en un sujeto.

Antes de exponer esta descripción con más detalle, puede ser útil para su comprensión proporcionar 
definiciones de ciertos términos que se utilizarán en este documento.

Se establecen definiciones adicionales a lo largo de esta descripción.

Tal como se usa aquí, "SARS-CoV-2 ", también denominado aquí "coronavirus de Wuhan" o "virus de la 25
neumonía del mercado de mariscos de Wuhan" o "Wuhan CoV", o "nuevo CoV" o "nCoV" o "2019 nCoV" o 
"Wuhan nCoV", es un betacoronavirus que se cree que es del linaje B (sarbecovirus). El SARS-CoV-2 se 
identificó por primera vez en Wuhan, provincia de Hubei, China, a fines de 2019 y se propagó dentro de China 
y a otras partes del mundo a principios de 2020. Los síntomas del SARS-CoV-2 incluyen fiebre, tos seca y 
disnea.30

La secuencia genómica del SARS-CoV-2 aislado Wuhan-Hu-1 se proporciona en la SEQ ID NO.:163 (ver 
también GenBank MN908947.3, 23 de enero de 2020) y la traducción de aminoácidos del genoma se 
proporciona en la SEQ ID NO.:164 (ver también GenBank QHD43416.1, 23 de enero de 2020). Al igual que 
otros coronavirus (p. ej. SARS CoV), el SARS-CoV-2 comprende una glicoproteína transmembrana tipo I de 
"espícula" o superficie ("S") que contiene un dominio de unión al receptor (RBD). Se cree que RBD media la 35
entrada del coronavirus SARS de linaje B en las células epiteliales respiratorias mediante su unión al receptor 
de superficie celular-enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2). En particular, se cree que un motivo de 
unión al receptor (RBM) en el RBD del virus interactúa con ACE2.

La secuencia de aminoácidos de la glicoproteína de superficie (S) del SARS-CoV-2 Wuhan-Hu-1 se 
proporciona en la SEQ ID NO.:165. Los anticuerpos y los fragmentos de unión a antígeno de la presente 40
descripción son capaces de unirse a una glicoproteína (S) de superficie del SARS CoV-2, tal como la de Wuhan-
Hu-1. Por ejemplo, en determinadas realizaciones, el anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno se une a 
un epítopo en la proteína S RBD de Wuhan-Hu-1.

La secuencia de aminoácidos de SARS-CoV-2 Wuhan-Hu-1 RBD se proporciona en la SEQ ID NO.:166. La 
proteína S de SARS-CoV-2 Wuhan-Hu-1 tiene aproximadamente un 73 % de identidad de secuencia de 45
aminoácidos con la proteína S de SARS-CoV. La secuencia de aminoácidos de SARS-CoV-2 Wuhan-Hu-1 
RBM se proporciona en la SEQ ID NO.:167. El SARS-CoV-2 RBD tiene aproximadamente un 75 % a un 77 % 
de similitud en la secuencia de aminoácidos con el RBD del coronavirus SARS y el SARS-CoV-2 Wuhan Hu-
1RBM tiene aproximadamente un 50 % de similitud en la secuencia de aminoácidos con el RBM del coronavirus 
SARS.50

A menos que se indique lo contrario en el presente documento, SARS-CoV-2 Wuhan Hu-1 se refiere a un virus 
que comprende la secuencia de aminoácidos establecida en uno o más de las SEQ ID NO.:164, 165 y 166, 
opcionalmente con la secuencia genómica establecida en la SEQ ID NO.:163.
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Existe una serie de variantes emergentes del SARS-CoV-2. Algunas variantes de SARS-CoV-2 contienen una 
mutación N439K, que ha mejorado la afinidad de unión al receptor ACE2 humano (Thomson, E.C., et al., The 
circulating SARSColj2 spike variant N439K maintains fitness while evading antibody-mediated immunity. 
bioRxiv, 2020). Algunas variantes del SARS-CoV-2 contienen una mutación N501Y, que se asocia con una 
mayor transmisibilidad, incluidos los linajes R1.1.7 (también conocidos como 20I/501Y.V1 y VOC 202012/01; 5
(del69-70, del144, N501Y, A570D , D614G, P681H, T716I, S982A y mutaciones D1118H)) y B.1.351 (también 
conocidas como mutaciones 20H/501Y.V2; L18F, D80A, D215G, R246I, K417N, E484K, N501Y, D614G y 
A701V), que fueron descubiertos en Reino Unido y Sudáfrica respectivamente (Tegally, H., et al., Emergence 
and rapid spread of a new severe acute respiratory syndrome-related coronavirus 2 (SARS-CoV-2 ) lineage 
with multiple spike mutations in South Africa. medRxiv, 2020: p. 2020.12.21.20248640; Leung, K., et al., Early 10
empirical assessment of the N501Y mutant strains of SARS-CoV-2 in the United Kingdom, October to November 
2020. medRxiv, 2020: p. 2020.12.20.20248581). B.1.351 también incluye otras dos mutaciones en el dominio 
RBD de la proteína espícula de SARS-CoV2, K417N y E484K (Tegally, H., et al., Emergence and rapid spread 
of a new severe acute respiratory syndrome-related coronavirus 2 (SARS-CoV-2 ) lineage with multiple spike 
mutations in South Africa. medRxiv, 2020: p. 2020.12.21.20248640). Otras variantes de SARS-CoV-2 incluyen 15
el linaje B.1.1.28, que fue informado por primera vez en Brasil; la Variante P.1, linaje B.1.1.28 (también conocida
como 20J/501Y.V3), que fue informada por primera vez en Japón; la Variante L452R, que fue informada por 
primera vez en California, Estados Unidos (Pan American Health Organization, Epidemiological update: 
Occurrence of variants of SARS-CoV-2 in the Americas, 20 de enero de 2021, disponible en 
reliefweb.int/sites/reliefweb. int/files/resources/2021-jan-20-phe-epi-update-SARS-CoV-2.pdf ). Otras variantes 20
de SARS-CoV-2 incluyen SARS CoV-2 clado 19A; SARS CoV-2 clado 19B; CoV-2 clado 20A; SARS CoV-2 
clado 20B; SARS CoV-2 clado 20C; SARS CoV-2 clado 20D; SARS CoV-2 clado 20E (EU1); SARS CoV-2 
clado 20F; SARS CoV-2 clado 20G; y SARS CoV-2 B 1.1.207; y otros linajes de SARS CoV-2 descritos en 
Rambaut, A., et al., A dynamic nomenclature proposal for SARS-CoV-2 lineages to assist genomic 
epidemiology. Nat Microbiol 5, 1403-1407 (2020).25

En la presente descripción, se debe entender que cualquier rango de concentración, rango de porcentaje, rango 
de relación o rango de números enteros incluye el valor de cualquier número entero dentro del rango indicado 
y, cuando corresponda, fracciones del mismo (como una décima y una centésima de un entero), a menos que 
se indique lo contrario. Además, se debe entender que cualquier rango de números aquí mencionado en 
relación con cualquier característica física, como subunidades de polímero, tamaño o espesor, incluye cualquier 30
número entero dentro del rango mencionado, a menos que se indique lo contrario. Tal como se usa aquí, el 
término "aproximadamente" significa ± 20% del rango, valor o estructura indicados, a menos que se indique lo 
contrario. Debe entenderse que los términos "un" y "una" como se usan aquí se refieren a "uno o más" de los 
componentes enumerados. El uso de la alternativa (por ejemplo, "o") debe entenderse como una, ambas o 
cualquier combinación de las alternativas. Tal como se usa aquí, los términos "incluyen", "tienen" y 35
"comprenden" se usan como sinónimos, siendo los términos y variantes de los mismos interpretados como no 
limitativos.

"Opcional" u "opcionalmente" significa que el elemento, componente, evento o circunstancia descrito 
posteriormente puede ocurrir o no y que la descripción incluye instancias en las que ocurre el elemento, 
componente, evento o circunstancia y las instancias en las que no ocurren.40

Además, debe entenderse que los constructos individuales o grupos de constructos derivados de las diversas 
combinaciones de estructuras y subunidades aquí descritas se describen en la presente solicitud en la misma 
medida que si cada constructo o grupo de constructos se estableciera individualmente. Por tanto, la selección 
de estructuras particulares o subunidades particulares está dentro del alcance de la presente descripción.

El término "que consiste esencialmente en" no es equivalente a "comprende" y se refiere a los materiales o 45
pasos especificados de una reivindicación o a aquellos que no afectan materialmente a las características 
básicas de un objeto reivindicado. Por ejemplo, un dominio, región o módulo de proteína (p. ej. un dominio de 
unión) o una proteína "consiste esencialmente en" una secuencia de aminoácidos particular cuando la 
secuencia de aminoácidos de un dominio, región, módulo o proteína incluye extensiones, deleciones, 
mutaciones o combinaciones de éstos (p. ej. aminoácidos en los extremos amino o carboxi o entre dominios) 50
que, en combinación, contribuyen como máximo al 20 % (p. ej. como máximo al 15 %, 10 %, 8 %, 6 %, 5 %, 4 
%, 3 %, 2 % o 1 % de la longitud de un dominio, región, módulo o proteína y no afecta esencialmente (es decir, 
no reduce la actividad en más del 50 %, tal como no más del 40 %, 30 %, 25 %, 20 %, 15 %, 10 %, 5 % o 1 % 
de la actividad de los dominios, regiones, módulos o proteínas (por ejemplo, la afinidad de unión a la diana de 
una proteína de unión).55

Tal como se usa aquí, "aminoácido" se refiere a aminoácidos sintéticos y de origen natural, así como a análogos 
de aminoácidos y miméticos de aminoácidos que funcionan de manera similar a los aminoácidos de origen 
natural. Los aminoácidos naturales son aquellos codificados por el código genético, así como aquellos 
aminoácidos se modifican posteriormente, por ejemplo hidroxiprolina, γ-carboxiglutamato y O-fosfoserina. Los 
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análogos de aminoácidos se refieren a compuestos que tienen la misma estructura química básica que un 
aminoácido natural, es decir, un carbono α unido a un hidrógeno, un grupo carboxilo, un grupo amino y un 
grupo R, por ejemplo homoserina, norleucina, metionina sulfóxido, metionina metil sulfonio. Dichos análogos 
tienen grupos R modificados (p. ej. norleucina) o estructuras peptídicas modificadas, pero conservan la misma 
estructura química básica que un aminoácido natural. Los miméticos de aminoácidos se refieren a compuestos 5
químicos que tienen una estructura diferente a la estructura química general de un aminoácido pero que 
funciona de manera similar a un aminoácido natural.

Tal como se usa en el presente documento, "mutación" se refiere a un cambio en la secuencia de una molécula 
de ácido nucleico o molécula polipeptídica en comparación con una molécula de ácido nucleico o molécula 
polipeptídica de referencia o de tipo salvaje, respectivamente. Una mutación puede dar como resultado varios 10
tipos diferentes de cambios en la secuencia, incluyendo sustitución, inserción o eliminación de nucleótidos o 
aminoácidos.

Una "sustitución conservadora" se refiere a sustituciones de aminoácidos que no afectan o alteran 
significativamente las características de unión de una proteína particular. Generalmente, las sustituciones 
conservadoras son aquellas donde un residuo aminoácido sustituido se reemplaza por un residuo aminoácido 15
con una cadena lateral similar. Sustituciones conservadoras incluyen una sustitución de uno de los siguientes 
grupos: Grupo 1: Alanina (Ala o A), Glicina (Gly o G), Serina (Ser o S), Treonina (Thr o T); Grupo 2: Ácido 
aspártico (Asp o D), Ácido glutámico (Glu o Z); Grupo 3: Asparagina (Asn o N), Glutamina (Gln o Q); Grupo 4: 
Arginina (Arg o R), Lisina (Lys o K), Histidina (His o H); Grupo 5: Isoleucina (Ile o I), Leucina (Leu o L), Metionina 
(Met o M), Valina (Val o V); y Grupo 6: Fenilalanina (Phe o F), Tirosina (Tyr o Y), Triptófano (Trp o W). Adicional 20
o alternativamente, los aminoácidos se pueden agrupar en grupos de sustitución conservadores por su función, 
estructura química o composición similar (por ejemplo ácido, básico, alifático, aromático o que contiene azufre).
Por ejemplo, una agrupación alifática puede incluir, con fines de sustitución, Gly, Ala, Val, Leu e Ile. Otros 
grupos de sustituciones conservadoras incluyen: contienen azufre: Met y cisteína (Cys o C); ácido: Asp, Glu, 
Asn y Gln; pequeños residuos alifáticos, no polares o ligeramente polares: Ala, Ser, Thr, Pro y Gly; residuos 25
polares cargados negativamente y sus amidas: Asp, Asn, Glu y Gln; residuos polares cargados positivamente: 
His, Arg y Lys; grandes residuos alifáticos no polares: Met, Leu, Ile, Val y Cys; y grandes residuos aromáticos: 
Phe, Tyr y Trp. Se puede encontrar información adicional en Creighton (1984) Proteins, W.H. Freeman and 
Company.

Tal como se usa aquí, "proteína" o "polipéptido" se refiere a un polímero de residuos aminoácidos. Las proteínas 30
se aplican a polímeros de aminoácidos de origen natural, así como a polímeros de aminoácidos donde uno o 
más residuos aminoácidos son un mimético químico artificial de un aminoácido de origen natural 
correspondiente, y polímeros de aminoácidos de origen no natural. También se contemplan variantes de 
proteínas, péptidos y polipéptidos de esta descripción. Variantes de proteínas, péptidos y polipéptidos pueden 
comprender o consistir en una secuencia de aminoácidos que es al menos un 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 35
91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 99,9 % idéntica a una secuencia de aminoácidos de 
una secuencia de aminoácidos definida o de referencia como se describe aquí.

"Molécula de ácido nucleico" o "polinucleótido" o "ácido polinucleico" se refiere a un compuesto polimérico que 
incluye nucleótidos unidos covalentemente, que pueden estar formados por subunidades naturales (por 
ejemplo bases purina o pirimidina) o subunidades no naturales (por ejemplo un anillo morfolina). Las bases de 40
purina incluyen adenina, guanina, hipoxantina y xantina y las bases de pirimidina incluyen uracilo, timina y 
citosina. Las moléculas de ácido nucleico incluyen ácido polirribonucleico (ARN), incluyendo ARNm, microARN, 
siARN, ARN genómico viral y ARN sintético, y ácido polidesoxirribonucleico (ADN), incluyendo ADNc, ADN 
genómico y ADN sintético, cualquiera de ellos de hebra simple o doble. Si es monocatenario, la molécula de 
ácido nucleico puede ser la cadena codificante o la no codificante (antisentido). Una molécula de ácido nucleico 45
que codifica una secuencia de aminoácidos incluye todas las secuencias de nucleótidos que codifican la misma 
secuencia de aminoácidos. Algunas versiones de las secuencias de nucleótidos también pueden incluir intrones 
en la medida en que los intrones se eliminarían mediante mecanismos transcripcionales o postranscripcionales.
En otras palabras, diferentes secuencias de nucleótidos pueden codificar la misma secuencia de aminoácidos 
como resultado de la redundancia o degeneración del código genético, o por corte y empalme.50

También se contemplan variantes de moléculas de ácido nucleico de esta descripción. Las moléculas variantes 
de ácido nucleico son al menos un 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, y preferiblemente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 
%, 99 % o 99,9 % idénticas a una molécula de ácido nucleico de un polinucleótido definido o de referencia 
como se describe en el presente documento o que hibridan a un polinucleótido en condiciones de hibridación 
estrictas en cloruro de sodio 0,015 M, citrato de sodio 0,0015 M, a 65-68 ºC, o cloruro de sodio 0,015 M, citrato 55
de sodio 0,0015 M y formamida al 50 %, a 42 ºC. Las variantes de moléculas de ácido nucleico retienen la 
capacidad de codificar un dominio de unión de las mismas con una funcionalidad tal como la aquí descrita, tal 
como la unión a una molécula diana.
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"Porcentaje de identidad de secuencia" se refiere a una relación entre dos o más secuencias, según se 
determina por comparación de las secuencias. Los métodos preferidos para determinar la identidad de la 
secuencia están diseñados para dar la mejor coincidencia entre las secuencias que se comparan. Por ejemplo, 
las secuencias se alinean para fines de comparación óptimos (p. ej. se pueden introducir huecos en uno o 
ambos de un primer y segundo aminoácido o secuencia de ácido nucleico para un alineamiento óptimo). 5
Además, las secuencias no homólogas pueden descartarse con fines de comparación. El porcentaje de 
identidad de secuencia al que se hace referencia aquí se calcula sobre la longitud de la secuencia de referencia, 
a menos que se indique lo contrario. Métodos para determinar la identidad y la similitud de secuencias se 
pueden encontrar en programas informáticos disponibles públicamente. Los alineamientos de secuencias y los 
cálculos de porcentaje de identidad se pueden realizar utilizando un programa BLAST (p. ej. BLAST 2.0, 10
BLASTP, BLASTN o BLASTX). El algoritmo matemático utilizado en los programas BLAST se puede encontrar 
en Altschul et al., Nucleic Acids Res. 25:3389-3402, 1997. Dentro del contexto de esta descripción, se 
entenderá que cuando se utiliza software de análisis de secuencias para el análisis, los resultados del análisis 
se basan en los "valores predeterminados" del programa al que se hace referencia. "Valores predeterminados" 
se refiere a cualquier conjunto de valores o parámetros cargados originalmente en el software cuando se 15
inicializa por primera vez.

El término "aislado" significa que el material se extrae de su entorno original (p. ej. del entorno natural si es 
natural). Por ejemplo, no se aísla un ácido nucleico o polipéptido natural presente en un animal vivo, sino que 
se aísla el mismo ácido nucleico o polipéptido separado de algunos o todos los materiales coexistentes en el 
sistema natural. Dicho ácido nucleico podría ser parte de un vector y/o dicho ácido nucleico o polipéptido podría 20
ser parte de una composición (p. ej. un lisado celular) y aun así aislarse en el sentido de que dicho vector o 
composición no es parte del entorno natural para el ácido nucleico o polipéptido. "Aislado", en algunos aspectos, 
puede también describir un anticuerpo, un fragmento de unión a antígeno, un polinucleótido, un vector, una 
célula huésped o una composición que está fuera del cuerpo humano.

El término "gen" significa el segmento de ADN o ARN implicado en la producción de una cadena polipeptídica; 25
en ciertos contextos, incluye regiones que preceden y siguen a la región de codificación (p. ej. región 5' no 
traducida (UTR) y 3' UTR), así como secuencias intermedias (intrones) entre segmentos de codificación 
individuales (exones).

Una "variante funcional" se refiere a un polipéptido o polinucleótido que es estructuralmente similar o 
esencialmente similar estructuralmente a un compuesto original o de referencia de esta descripción, pero difiere 30
ligeramente en su composición (por ejemplo una base, átomo o grupo funcional es diferente, se ha añadido o 
se ha eliminado), de modo que el polipéptido o el polipéptido codificado es capaz de realizar al menos una 
función del polipéptido original con al menos un 50 % de eficiencia, preferiblemente al menos un 55 %, 60 %, 
70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,9% o 100% de nivel de actividad del polipéptido 
original. En otras palabras, una variante funcional de un polipéptido o polipéptido codificado de esta descripción35
tiene una "unión similar", "afinidad similar" o "actividad similar" cuando la variante funcional muestra no más de 
un 50 % de reducción del rendimiento en un ensayo seleccionado en comparación con el polipéptido original o 
de referencia, tal como un ensayo para medir la afinidad de unión (p. ej. tinción con Biacore® o tetrámero que 
mide una constante de asociación (Ka) o disociación (KD)).

Tal como se usa en este documento, "parte funcional" o "fragmento funcional" se refiere a un polipéptido o 40
polinucleótido que comprende solo un dominio, una parte o un fragmento de un compuesto original o de 
referencia, reteniendo el polipéptido o polipéptido codificado al menos el 50 % de la actividad asociada al
dominio, parte o fragmento del compuesto original o de referencia, preferiblemente al menos el 55 %, 60 %, 70 
%, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, 99,9% o 100% del nivel de actividad del polipéptido 
original, o proporciona un beneficio biológico (p. ej. una función efectora). Una "parte funcional" o "fragmento 45
funcional" de un polipéptido o polipéptido codificado de esta descripción tiene una "unión similar" o una 
"actividad similar" cuando la parte o el fragmento funcional muestra una reducción de no más del 50 % del 
rendimiento en un ensayo seleccionado en comparación con el polipéptido original o de referencia 
(preferiblemente no más del 20 % o el 10 %, o no más de una diferencia logarítmica en comparación con el 
original o la referencia con respecto a la afinidad).50

Tal como se usa aquí, el término "diseñado", "recombinante" o "no natural" se refiere a un organismo, 
microorganismo, célula, molécula de ácido nucleico o vector que incluye al menos una alteración genética o 
que ha sido modificado mediante la introducción de una molécula de ácido nucleico exógena o heteróloga, 
donde dichas alteraciones o modificaciones se introducen mediante ingeniería genética (es decir, por 
intervención humana). Alteraciones genéticas incluyen, por ejemplo, modificaciones que introducen moléculas 55
de ácido nucleico expresables que codifican un ARN funcional, proteínas, proteínas de fusión o enzimas, u 
otras adiciones, deleciones, sustituciones de moléculas de ácido nucleico u otra alteración funcional del material 
genético de una célula. Modificaciones adicionales incluyen, por ejemplo, regiones reguladoras no codificantes 
en las que las modificaciones alteran la expresión de un polinucleótido, gen u operón.
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Como se usa en este documento, "heterólogo", "no endógeno" o "exógeno" se refiere a cualquier gen, proteína, 
compuesto, molécula de ácido nucleico o actividad que no sea nativa de una célula huésped o un sujeto, o 
cualquier gen, proteína, compuesto, molécula de ácido nucleico o actividad nativa de una célula huésped o de 
un sujeto que ha sido alterado. Heterólogo, no endógeno o exógeno incluye genes, proteínas, compuestos o 
moléculas de ácido nucleico que han sido mutados o alterados de manera que la estructura, la actividad o 5
ambas son diferentes entre los genes, proteínas, compuestos o moléculas de ácido nucleico nativos o 
alterados. Los genes, proteínas o moléculas de ácido nucleico heterólogos, no endógenos o exógenos (p. ej. 
receptores, ligandos, etc.) pueden no ser endógenos para una célula huésped o un sujeto, sino, en su lugar,
ácidos nucleicos que codifican dichos genes proteínas o moléculas de ácido nucleico que pueden haber sido 
añadidos a una célula huésped mediante conjugación, transformación, transfección, electroporación, donde la 10
molécula de ácido nucleico añadida puede integrarse en el genoma de una célula huésped o puede existir 
como material genético extracromosómico ( por ejemplo como un plásmido u otro vector autorreplicante). El 
término "homólogo" u "homólogos" se refiere a un gen, proteína, compuesto, molécula de ácido nucleico o 
actividad que se encuentra en o se deriva de una célula huésped, especie o cepa. Por ejemplo, un 
polinucleótido o gen heterólogo o exógeno que codifica un polipéptido puede ser homólogo a un polinucleótido 15
o gen nativo y codificar un polipéptido o actividad homólogos, pero el polinucleótido o polipéptido puede tener 
una estructura, secuencia, nivel de expresión o cualquier combinación de éstos alterados. Un polinucleótido o 
gen no endógeno, así como el polipéptido o la actividad codificados, pueden ser de la misma especie, de una 
especie diferente o de una combinación ambas cosas.

Una molécula de ácido nucleico o una parte de la misma nativa de una célula huésped se considerará 20
heteróloga de la célula huésped si se ha alterado o mutado, o una molécula de ácido nucleico nativa de una 
célula huésped se puede considerar heteróloga si ha sido alterada con una secuencia de control de expresión 
heteróloga o ha sido alterada con una secuencia de control de expresión endógena no asociada normalmente 
con la molécula de ácido nucleico nativa de una célula huésped. Además, el término "heterólogo" puede 
referirse a una actividad biológica que es diferente, está alterada o es no endógena de una célula huésped. 25
Como se describe aquí, se puede introducir más de una molécula de ácido nucleico heteróloga en una célula 
huésped como moléculas de ácido nucleico separadas, como una pluralidad de genes controlados 
individualmente, como una molécula de ácido nucleico policistrónica, como una sola molécula de ácido nucleico 
que codifica un anticuerpo o un fragmento de unión a antígeno (u otro polipéptido) o cualquier combinación de 
los mismos.30

Tal como se usa en este documento, el término "endógeno" o "nativo" se refiere a un polinucleótido, gen, 
proteína, compuesto, molécula o actividad que normalmente está presente en una célula huésped o en un 
sujeto.

El término "expresión", tal como se usa aquí, se refiere al proceso mediante el cual se produce un polipéptido 
basado en la secuencia codificante de una molécula de ácido nucleico, tal como un gen. El proceso puede 35
incluir transcripción, control postranscripcional, modificación postranscripcional, traducción, control 
postraduccional, modificación postraduccional o cualquier combinación de los mismos. Una molécula de ácido 
nucleico expresada normalmente se une operativamente a una secuencia de control de la expresión (p. ej. un 
promotor).

El término "unido operativamente" se refiere a la asociación de dos o más moléculas de ácido nucleico en un 40
solo fragmento de ácido nucleico de manera que la función de una se ve afectada por la otra. Por ejemplo, un 
promotor se une operativamente con una secuencia codificante cuando es capaz de afectar la expresión de 
esa secuencia codificante (es decir, la secuencia codificante está bajo el control transcripcional del promotor). 
"Desvinculado" significa que los elementos genéticos asociados no están estrechamente relacionados entre sí 
y la función de uno no afecta al otro.45

Tal como se describe en este documento, se puede introducir más de una molécula de ácido nucleico 
heterólogo en una célula huésped como moléculas de ácido nucleico separadas, como una pluralidad de genes 
controlados individualmente, como una molécula de ácido nucleico policistrónica, como una única molécula de 
ácido nucleico que codifica una proteína (p. ej. una cadena pesada de un anticuerpo), o cualquier combinación 
de éstos. Cuando se introducen dos o más moléculas de ácido nucleico heterólogas en una célula huésped, se 50
entiende que las dos o más moléculas de ácido nucleico heterólogas se pueden introducir como una sola 
molécula de ácido nucleico (p. ej. en un único vector), en vectores separados, integrados en el cromosoma 
huésped en un solo sitio o múltiples sitios, o cualquier combinación de lo anterior. El número de moléculas de 
ácido nucleico o actividades proteicas heterólogas a las que se hace referencia se refiere al número de 
moléculas de ácido nucleico codificantes o al número de actividades proteicas, no al número de moléculas de 55
ácido nucleico separadas introducidas en una célula huésped.

El término "constructo" se refiere a cualquier polinucleótido que contiene una molécula de ácido nucleico 
recombinante (o, cuando el contexto lo indique claramente, una proteína de fusión de la presente descripción).
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Un constructo (polinucleótido) puede estar presente en un vector (por ejemplo un vector bacteriano, un vector 
viral) o puede estar integrado en un genoma. Un "vector" es una molécula de ácido nucleico capaz de 
transportar otra molécula de ácido nucleico. Vectores pueden ser, por ejemplo, plásmidos, cósmidos, virus, un 
vector de ARN o una molécula de ADN o ARN lineal o circular que puede incluir moléculas de ácido nucleico 
cromosómico, no cromosómico, semisintético o sintético. Vectores de la presente descripción también incluyen 5
sistemas de transposones (por ejemplo Sleeping Beauty, véase, por ejemplo, Geurts et al., Mol. Ther. 8:108, 
2003; Mates y col., Nat. Genet. 41:753, 2009). Ejemplos de vectores son aquellos capaces de replicación 
autónoma (vector episomal), capaces de administrar un polinucleótido a un genoma celular (p. ej. vector viral) 
o capaces de expresar moléculas de ácido nucleico a las que están unidos (vectores de expresión).

Tal como se usa aquí, "vector de expresión" o "vector" se refiere a un constructo de ADN que contiene una 10
molécula de ácido nucleico unida operativamente a una secuencia de control adecuada capaz de efectuar la 
expresión de la molécula de ácido nucleico en un huésped adecuado. Tales secuencias de control incluyen un 
promotor para efectuar la transcripción, una secuencia operadora opcional para controlar dicha transcripción, 
una secuencia que codifica sitios de unión a ribosomas de ARNm adecuados y secuencias que controlan la 
terminación de la transcripción y la traducción. El vector puede ser un plásmido, una partícula de fago, un virus 15
o simplemente un inserto genómico potencial. Una vez transformado en un huésped adecuado, el vector puede 
replicarse y funcionar independientemente del genoma del huésped o, en algunos casos, puede integrarse en 
el propio genoma o suministrar el polinucleótido contenido en el vector en el genoma sin la secuencia del vector. 
En la presente especificación, "plásmido", "plásmido de expresión", "virus" y "vector" se usan a menudo de 
forma intercambiable.20

El término "introducido" en el contexto de la inserción de una molécula de ácido nucleico en una célula significa 
"transfección", "transformación" o "transducción" e incluye la referencia a la incorporación de una molécula de 
ácido nucleico en una célula eucariota o procariota donde la molécula de ácido nucleico puede incorporarse en 
el genoma de una célula (p. ej. cromosoma, plásmido, plástido o ADN mitocondrial), convertirse en un replicón 
autónomo o expresarse transitoriamente (p. ej. ARNm transfectado).25

Los polinucleótidos de la presente descripción pueden unirse operativamente a ciertos elementos de un vector. 
Por ejemplo, las secuencias de polinucleótidos necesarias para la expresión y el procesamiento de las 
secuencias de codificación a las que están ligadas pueden unirse operativamente. Las secuencias de control 
de la expresión pueden incluir secuencias de iniciación, parada, promotoras y potenciadoras de la transcripción 
apropiadas; señales de procesamiento de ARN eficientes, tales como señales de empalme y poliadenilación; 30
secuencias que estabilizan el ARNm citoplasmático; secuencias que mejoran la eficacia de la traducción (es 
decir secuencias de consenso Kozak); secuencias que mejoran la estabilidad de la proteína; y posiblemente 
secuencias que potencian la secreción de proteínas. Las secuencias de control de la expresión pueden unirse 
operativamente si son contiguas al gen de interés y las secuencias de control de la expresión que actúan en 
trans o a distancia para controlar el gen de interés.35

El vector comprende un vector plasmídico o un vector viral (p. ej. un vector lentiviral o un vector γ-retroviral). 
Vectores virales incluyen retrovirus, adenovirus, parvovirus (p. ej. virus adenoasociados), coronavirus, ARN-
virus de cadena negativa, como orto-mixovirus (p. ej. virus de la influenza), rabdovirus (p. ej. virus de la rabia y 
de la estomatitis vesicular), paramixovirus (p. ej. sarampión y Sendai), ARN-virus de cadena positiva como 
picornavirus y alfavirus, y virus de ADN de doble cadena, incluidos adenovirus, herpesvirus (p. ej. virus del 40
herpes simple tipos 1 y 2, virus de Epstein-Barr, citomegalovirus) y poxvirus (p. ej. viruela aviar y viruela del 
canario). Otros virus incluyen, por ejemplo, virus Norwalk, togavirus, flavivirus, reovirus, papovavirus, 
hepadnavirus y virus de la hepatitis. Ejemplos de retrovirus incluyen leucosis-sarcoma aviar, virus de tipo C y 
B de mamíferos, virus de tipo D, grupo HTLV-BLV, lentivirus, spumavirus (Coffin, J. M., Retroviridae: Thevirus 
and their replication, en Fundamental Virology, Tercera Edición; B.N. Fields et al., Eds., Lippincott-Raven 45
Publishers, Filadelfia, 1996).

Los "retrovirus" son virus que tienen un genoma de ARN que se transcribe inversamente en ADN usando una 
enzima transcriptasa inversa, incorporándose luego el ADN transcrito inversamente al genoma de la célula 
huésped. “Gammaretrovirus” se refiere a un género de la familia retroviridae. Ejemplos de gammaretrovirus 
incluyen el virus de células madre de ratón, el virus de la leucemia murina, el virus de la leucemia felina, el virus 50
del sarcoma felino y los virus de la reticuloendoteliosis aviar.

Los "vectores lentivirales" incluyen vectores lentivirales basados en VIH para la administración de genes, que
pueden ser integradores o no integradores, con una capacidad de empaquetamiento relativamente grande y 
pueden transducir una variedad de tipos de células diferentes. Los vectores lentivirales generalmente se 
generan después de la transfección transitoria de tres (empaquetado, envoltura y transferencia) o más 55
plásmidos en células productoras. Al igual que el VIH, los vectores lentivirales entran en la célula diana a través 
de la interacción de las glicoproteínas de la superficie viral con los receptores de la superficie celular. Al entrar, 
el ARN viral sufre una transcripción inversa, que está mediada por el complejo de transcriptasa inversa viral. El 
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producto de la transcripción inversa es un ADN viral lineal de doble hebra, que es el sustrato para la integración 
viral en el ADN de las células infectadas.

El vector viral puede ser un retrovirus gamma, por ejemplo vectores derivados del virus de la leucemia murina 
de Moloney (MLV). Alternativamente, el vector viral puede ser un vector derivado de un retrovirus más complejo, 
por ejemplo un vector derivado de lentivirus. Los vectores derivados de VIH-1 pertenecen a esta categoría. 5
Otros ejemplos incluyen vectores de lentivirus derivados de HIV-2, FIV, virus de anemia infecciosa equina, SIV 
y virus Maedi-Visna (lentivirus ovino). En la técnica se conocen métodos para usar vectores virales retrovirales 
y lentivirales y células de empaquetamiento para transducir células huésped de mamíferos con partículas 
virales que contienen transgenes y ya se han descrito, por ejemplo, en: Patente de EE.UU. 8.119.772; Walchli 
et al., PLoS One 6:327930, 2011; Zhao y col., J. Immunol. 174:4415, 2005 ; Engels y col., Hum. Gene Ther. 10
14:1155, 2003; Frecha et al., Mol. Ther. 18:1748, 2010; y Verhoeyen y col., Methods Mol. Biol. 506:97, 2009. 
Los constructos de vectores retrovirales y lentivirales y los sistemas de expresión también están disponibles 
comercialmente. También se pueden usar otros vectores virales para la administración de polinucleótidos, 
incluyendo vectores virales de ADN que incluyen, por ejemplo, vectores basados en adenovirus y vectores 
basados en virus adenoasociados (AAV); vectores derivados de virus del herpes simple (HSV), incluidos 15
vectores de amplicón, HSV con replicación defectuosa y HSV atenuado (Krisky et al., Gene Ther. 5:1517, 1998).

Otros vectores que pueden emplearse con las composiciones y métodos de esta descripción incluyen aquellos 
derivados de baculovirus y α-virus. (Jolly, D J. 1999. Emerging Viral Vectors. pp 209-40 in Friedmann T. ed. 
The Development of Human Gene Therapy. New York: Cold Spring Harbor Lab), o vectores de plásmidos (como 
la bella durmiente u otros vectores de transposones).20

Cuando el genoma de un vector viral comprende una pluralidad de polinucleótidos para ser expresados en una 
célula huésped como transcritos separados, el vector viral también puede comprender secuencias adicionales 
entre los dos (o más) transcritos que permiten la expresión bicistrónica o multicistrónica. Ejemplos de tales 
secuencias utilizadas en vectores virales incluyen sitios internos de entrada al ribosoma (IRES), sitios de 
escisión de furina, péptido 2A viral o cualquier combinación de los mismos.25

Vectores de plásmidos, incluidos los vectores de plásmidos que codifican fragmentos de unión a antígenos o 
anticuerpos basados en ADN para la administración directa a un sujeto, se describen aquí más adelante.

Tal como se usa en este documento, el término "huésped" se refiere a una célula o un microorganismo objetivo 
de la modificación genética con una molécula de ácido nucleico heteróloga para producir un polipéptido de 
interés (p. ej. un anticuerpo de la presente descripción).30

Una célula huésped puede incluir cualquier célula individual o cultivo celular que pueda recibir un vector o la 
incorporación de ácidos nucleicos o expresar proteínas. El término también abarca la progenie de la célula 
huésped, ya sea genética o fenotípicamente igual o diferente. Las células huésped adecuadas pueden 
depender del vector y pueden incluir células de mamífero, células animales, células humanas, células de simio, 
células de insecto, células de levadura y células bacterianas. Estas células pueden ser inducidas para 35
incorporar el vector u otro material mediante el uso de un vector viral, mediante transformación por precipitación 
con fosfato de calcio, DEAE-dextrano, electroporación, microinyección u otros métodos. Véase, por ejemplo, 
Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual 2ª ed. 1330 (Laboratorio de Cold Spring Harbor, 
1989).

En el contexto de una infección por SARS-CoV-2, un "huésped" se refiere a una célula o un sujeto (p. ej. un 40
ser humano) infectado con SARS-CoV-2.

"Antígeno" o "Ag", tal como se usa aquí, se refiere a una molécula inmunogénica que provoca una respuesta 
inmune. Esta respuesta inmune puede implicar la producción de anticuerpos, la activación de células 
inmunológicamente competentes específicas, la activación del complemento, la citotoxicidad dependiente de 
anticuerpos o cualquier combinación de las mismas. Un antígeno (molécula inmunogénica) puede ser, por 45
ejemplo, un péptido, glicopéptido, polipéptido, glicopolipéptido, polinucleótido, polisacárido o lípido. Es evidente 
que un antígeno se puede sintetizar, producir de forma recombinante o derivar de una muestra biológica. 
Ejemplos de muestras biológicas que pueden contener uno o más antígenos incluyen muestras de tejido, 
muestras de heces, células, fluidos biológicos o sus combinaciones. Los antígenos pueden ser producidos por 
células que han sido modificadas o manipuladas genéticamente para expresar un antígeno. Los antígenos 50
también pueden estar presentes en un SARS-CoV-2 (p. ej. una glicoproteína de superficie o una parte de la 
misma), tales como los presentes en un virión, o ser expresados o presentados en la superficie de una célula 
infectada por SARS-CoV-2.

El término "epítopo" o "epítopo antigénico" incluye cualquier molécula, estructura, secuencia de aminoácidos o 
proteína determinante que es reconocida y se une específicamente a una molécula de unión afín, tal como una 55
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inmunoglobulina u otra molécula, dominio o proteína de unión. Los determinantes epitópicos generalmente 
contienen agrupaciones superficiales de moléculas químicamente activas, como aminoácidos o cadenas 
laterales de azúcar, y pueden tener características estructurales tridimensionales específicas, así como 
características de carga específicas. Cuando un antígeno es o comprende un péptido o una proteína, el epítopo 
puede estar compuesto por aminoácidos consecutivos (p. ej. un epítopo lineal) o puede estar compuesto por 5
aminoácidos de diferentes partes o regiones de la proteína que se aproximan por la acción del plegamiento de 
la proteína (por ejemplo un epítopo discontinuo o conformacional), o por aminoácidos no contiguos que están 
muy próximos independientemente del plegamiento de la proteína.

Anticuerpos y fragmentos de unión a antígeno

En un aspecto, la presente descripción proporciona un anticuerpo aislado, o un fragmento de unión a antígeno 10
del mismo, que comprende un dominio variable de cadena pesada (VH) que comprende un CDRH1, un CDRH2 
y un CDRH3 tal como se define en la reivindicación 1, y un dominio variable de cadena ligera (VL) que 
comprende un CDRL1, un CDRL2 y un CDRL3 tal como se define en la reivindicación 1, y que es capaz de 
unirse a una glicoproteína de superficie (S) de SARS-CoV-2. En ciertas realizaciones, el anticuerpo o el 
fragmento de unión a antígeno es capaz de unirse a una glicoproteína de superficie (S) de SARS-CoV-2 15
expresada en la superficie celular de una célula huésped y/o en un virión de SARS-CoV-2.

En ciertas realizaciones, el anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno se asocia o une con un epítopo o 
antígeno de glicoproteína de superficie de SARS-CoV-2 que comprende el epítopo, mientras que no se asocia 
ni se une significativamente con ninguna otra molécula o componente en una muestra.

En ciertas realizaciones, el anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno se asocia o une (p. ej. se une) a un 20
epítopo de glicoproteína de superficie de SARS-CoV-2 y también puede asociarse o unirse a un epítopo de 
otro coronavirus (p. ej. SARS CoV) presentes en la muestra, pero no se asocia ni se une significativamente con 
ninguna otra molécula o componente de la muestra. En otras palabras, en ciertas realizaciones, el anticuerpo 
o el fragmento de unión a antígeno tiene una reacción cruzada para el SARS-CoV-2 y uno o más coronavirus 
adicionales.25

El anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno de la presente invención se une específicamente a una 
glicoproteína de superficie de SARS-CoV-2. Tal como se usa aquí, "se une específicamente" se refiere a una 
asociación o unión de un anticuerpo o fragmento de unión a antígeno a un antígeno con una afinidad o Ka (es 
decir, una constante de asociación de equilibrio de una interacción de unión particular con unidades de 1/M) 
igual o superior a 105 M-1 (que es igual a la relación entre la tasa “on” [Kon] y la tasa “off” [Koff] para esta 30
reacción de asociación), sin asociarse o unirse significativamente con ninguna otra molécula o componente en 
una muestra. Alternativamente, la afinidad puede definirse como una constante de disociación de equilibrio 
(Kd) de una interacción de unión particular con unidades de M (p. ej. 10-5 M a 10-13 M). Los anticuerpos pueden 
clasificarse como anticuerpos de "alta afinidad" o como anticuerpos de "baja afinidad". Anticuerpos de "alta 
afinidad" se refiere a aquellos anticuerpos con una Ka de al menos 107 M-1, al menos 108 M-1, al menos 109 M-35
1, al menos 1010 M-1, al menos 1011 M-1, al menos 1012 M-1 o al menos 1013 M-1. Anticuerpos de "baja afinidad" 
se refiere a aquellos anticuerpos con una Ka de hasta 107 M-1, hasta 106 M-1, hasta 105 M-1. Alternativamente, 
la afinidad puede definirse como una constante de disociación de equilibrio (Kd) de una interacción de unión 
particular con unidades de M (p. ej. 10-5 M a 10-13 M).

En algunos contextos, los fragmentos de unión a anticuerpos y antígenos pueden describirse con referencia a 40
la afinidad y/o la avidez por el antígeno. A menos que se indique lo contrario, la avidez se refiere a la fuerza de 
unión total de un anticuerpo o fragmento de unión de antígeno del mismo al antígeno y refleja la afinidad de 
unión, la valencia del anticuerpo o del fragmento de unión de antígeno (p. ej. cuando el anticuerpo o el 
fragmento de unión de antígeno comprende uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez o más 
sitios de unión) y, por ejemplo, si está presente otro agente que pueda afectar a la unión (p. ej. un inhibidor no 45
competitivo del anticuerpo o del fragmento de unión a antígeno).

Se conocen diversos ensayos para identificar anticuerpos de la presente descripción que se unen a una diana
particular, así como para determinar el dominio de unión o las afinidades de la proteína de unión, tales como 
Western blot, ELISA (por ejemplo directo, indirecto o sándwich), ultracentrifugación analítica, espectroscopia y 
análisis de resonancia de plasmón superficial (Biacore®) (véase, por ejemplo, Scatchard et al., Ann. N.Y. Acad. 50
Sci. 51:660, 1949; Wilson, Science 295:2103, 2002; Wolff et al., Cancer Res. 55:2560, 1993; y las patentes US 
Nº 5.283.173, 5.468.614). También se conocen ensayos para evaluar la afinidad o la afinidad aparente o la 
afinidad relativa.

En ciertos ejemplos, la unión se puede determinar mediante la expresión recombinante de un antígeno SARS-
CoV-2 en una célula huésped (por ejemplo mediante transfección) y por inmunotinción de la célula huésped 55
(por ejemplo fijada o fijada y permeabilizada) con el anticuerpo y analizando la unión por citometría de flujo (p. 
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ej. utilizando un analizador de células ZE5 (BioRad®) y el software FlowJo (TreeStar). En algunas realizaciones, 
la unión positiva puede definirse mediante tinción diferencial por anticuerpo de células que expresan SARS-
CoV-2 frente a células control (p. ej. “mock”).

En algunas realizaciones, el anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno se une a la proteína S del SARS-
CoV-2, tal como se mide mediante interferometría de biocapa. En ciertas realizaciones, el anticuerpo o el 5
fragmento de unión a antígeno se une a la proteína S de SARS-CoV-2 con una KD inferior a 4,5x10-9 M, inferior 
a 5x10-9 M, inferior a 1x10-10 M, inferior a 5x10-10 M, inferior a 1x10-11 M, inferior a 5x10-11 M, inferior a 1x10-12

M o inferior a 5x10-12 M. En algunas realizaciones, el anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno se une a 
la proteína Se del RBD del SARS-CoV-2 con una KD inferior a 4,5x10-9 M, inferior a 5x10-9 M, inferior a 1x10-
10 M, inferior a 5x10-10 M, inferior a 1x10-11 M, inferior a 5x10-11 M, inferior a 1x10-12 M o inferior a 5x10-12 M. 10
En ciertas realizaciones, el anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno se une a la proteína S del SARS-
CoV-2 (p. ej. una proteína S glicosilada o desglicosilada RBD) con una KD, una ka y/o una kd como se muestra 
en la Tabla 8, la Tabla 9 o la Tabla 10 del presente documento.

En realizaciones particulares, el anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno es capaz de unirse a una 
proteína S glicosilada de RBD con una KD de 0,35 nM, 0,36 nM, 0,37 nM, 0,38 nM, 0,39 nM, 0,40 nM, 0,41 nM, 15
0,42 nM, 0,43 nM, 0,44 nM, 0,45 nM, 0,46 nM, 0,47 nM, 0,48 nM, 0,49 nM, 0,50 nM, 0,51 nM o 1,7 nM, 
opcionalmente tal como es medido por resonancia de plasmones de superficie, y/o con un ka de 8,5e4 1/Ms, 
8,6e4 1/Ms, 8,7e4 1/Ms, 8,8e4 1/Ms, 8,9e4 1/Ms, 9,0 e4 1/Ms, 9,1e4 1/Ms, 9,2e4 1/Ms, 9,3e4 1/Ms, 9,4e4 1/Ms, 
9,5e4 1/Ms, 9,6e4 1/Ms, 9,7e4 1/Ms, de 9,8e4 1/Ms, 9,9e4 1/Ms o 1,0e5 1/Ms, opcionalmente tal como es 
medido por resonancia de plasmón superficial, y/o con una kd de 1,6e-4 1/S, 3,3e-5 1/S, 3,4e-5 1/S, 3,5e-5 20
1/S, 3,6e-5 1/S, 3,7e-5 1/S, 3,8e-5 1/S, 3,9e-5 1/S, 4,0e-5 1/S, 4,1e-5 1/S, 4,2e-5 1/S, 4,3e-5 1/S, 4,4e-5 1/S, 
4,5e-5 1/S, 4,6e-5 1/S, 4,7e-5 1/S, 4,8e-5 1/S, 4,9e-5 1/S, 5,0e-5 1/S, 5,1e-5 1/S, 5,2e-5 1/S, 5,3e-5 1/S, 5,4e-
5 1/S, 5,5 e-5 1/S, 5,6e-5 1/S, 5,7e-5 1/S, 5,8e-5 1/S, 5,9e-5 1/S, 6,0e-5 1/S, 6,1e-5 1/S, 6,2e-5 1/S, 6,3e-5 1/S, 
6,4e-5 1/S o 6,5e-5 1/S, opcionalmente tal como es medida por resonancia de plasmones superficiales.

En determinadas realizaciones, el anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno es capaz de unirse a una 25
proteína S desglicosilada RBD con una KD de 0,95, 0,96 nM, 0,97 nM, 0,98 nM, 0,99 nM, 1,0 nM, 1,1 nM, 1,2 
nM, 1,3 nM, 1,4 nM, 1,5 nM o 1,6 nM, opcionalmente tal como es medido por resonancia de plasmón superficial, 
y/o con un ka de (1/S) 2,5e5, 2,6 e5, 2,7e5, 2,8e5, 2,9e5, 3,0e5, 3,1e5, opcionalmente tal como es medido por 
resonancia de plasmón superficial, y/o con una kd (1/S) de 2,8e-4, 2,9 e-4, 3,0e-4, 3,1e-4, 3,2e-4, 3,3e-4, 3,4e-
4, 3,5e-4, 3,6e-4, 3,7e-4, 3,8e-4, 3,9e-4, 4,0e-4, 4,1e-4, 4,2e-4, 4,3e-4, 4,4e-4, 4,5e-4, 4,6e-4, 4,7e-4, 4,8e-4, 30
4,9e-4 o 5,0e-4, opcionalmente tal como se mide por resonancia de plasmón superficial.

En algunas realizaciones para determinar la unión a RBD, la resonancia de plasmones superficiales comprende 
el uso de un chip sensor con Fc antihumano inmovilizado covalentemente (por ejemplo, de GE). El tampón 
puede ser HEPES 10 mM pH 7,4, NaCl 150 mM, EDTA 3 mM y detergente P20 0,05 %. La SPR se puede 
realizar a 25 ºC. Los anticuerpos se pueden diluir del sobrenadante a aproximadamente 2 µg/ml. La35
concentración de RBD puede ser de 0,8 nM, 3,1 nM, 12,5 nM, 50 nM y/o 200 nM.

En algunas realizaciones, el anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno es capaz de unirse a un dominio de 
unión al receptor (RBD) de la glicoproteína de superficie del SARS-CoV-2 cuando el RBD está glicosilado y/o 
cuando el RBD está desglicosilado, siendo determinada la unión mediante resonancia de plasmones 
superficiales (SPR), donde, opcionalmente: (1) la SPR se realiza usando un instrumento Biacore T200 usando 40
un enfoque de cinética de ciclo único, además opcionalmente con un período de inyección de 3 minutos y un 
período de disociación de 20 minutos; (2) el anticuerpo o el fragmento de unión al antígeno es capturado en 
una superficie; (3) el RBD está presente en una concentración de 0,8 nM, 3,1 nM, 12,5 nM, 50 nM o 200 nM; 
(4) el anticuerpo o fragmento de unión a antígeno se une al RBD glicosilado con una KD de 2,0 nM, 1,9 nM, 1,8 
nM, 1,7 nM, 1,6 nM, 1,5 nM, 1,4 nM, 1,3 nM, 1,2 nM, 1,1 nM, 1,0 nM, 0,9 nM, 0,8 nM, 0,7 nM, 0,6 nM, 0,5 nM, 45
o 0,4 nM, o con una KD de 0,4 nM ± 0,05 nM, o con una KD de 0,45 nM ± 0,05 nM, o con una KD de 0,5 nM ± 
0,05 nM, o con una KD de 0,6 nM ± 0,05 nM, o con una KD de 0,7 nM ± 0,05 nM, o con una KD de 1,7 nM ± 0,05 
nM; y/o (5) el anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno se une al RBD desglicosilado con una KD de 37,0 
nM, 8,0 nM, 2,0 nM, 1,9 nM, 1,8 nM, 1,7 nM, 1,6 nM, 1,5 nM, 1,4 nM, 1,3 nM, 1,2 nM, 1,1 nM, 1,0 nM o 0,9 nM, 
o con una KD de 37,0 nM ± 0,05 nM, o con una KD de 8,0 nM ± 0,05 nM, o con una KD de 1,0 nM ± 0,05 nM, o 50
con una KD de 0,9 nM ± 0,05 nM, o con una KD de 1,3 nM ± 0,05 nM, o con una KD de 1,8 nM ± 0,05 nM, o con 
una KD de 1,7 nM ± 0,05 nM.

En ciertas realizaciones, el anticuerpo es capaz de neutralizar la infección por SARS-CoV-2. Tal como se usa 
aquí, un "anticuerpo neutralizante" es aquel que puede neutralizar, es decir, prevenir, inhibir, reducir, impedir o 
interferir con la capacidad de un patógeno para iniciar y/o perpetuar una infección en un huésped. La 55
neutralización se puede cuantificar, por ejemplo, evaluando los niveles de ARN de SARS- CoV-2 en una 
muestra (p. ej. pulmón), evaluando la carga viral de SARS-CoV-2 en una muestra (p. ej. pulmón), evaluando la 
histopatología de una muestra (p. ej. pulmón) muestra. Los términos "anticuerpo neutralizante" y "un anticuerpo 
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que neutraliza" o "anticuerpos que neutralizan" se usan aquí indistintamente. En cualquiera de las realizaciones, 
el anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno es capaz de prevenir y/o neutralizar una infección por SARS-
CoV-2 en un modelo de infección in vitro y/o en un modelo animal de infección in vivo (p. ej. utilizando un 
modelo de hámster sirio con administración intranasal de SARS-CoV-2 ). En algunas realizaciones, el
anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno es capaz de neutralizar una infección por SARS-CoV-2 con una 5
IC90 de 9 µg/ml. En algunas realizaciones, el anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno es capaz de 
neutralizar una infección por SARS-CoV-2 con una IC50 de 16 a 20 µg/ml. En algunas realizaciones, el
anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno es capaz de neutralizar una infección por SARS-CoV-2 o un 
virus pseudotipado con SARS-CoV-2 con una IC50 de 0,3 a 0,4 µg/ml. En algunos aspectos, un anticuerpo o 
fragmento de unión a antígeno, o una composición que comprende dos o más anticuerpos o fragmentos de 10
unión a antígeno, de la presente descripción es capaz de neutralizar una infección por SARS-CoV-2 o un virus 
pseudotipado con SARS-CoV-2 con una IC50 de 0,07 a 0,08 µg/ml.

En ciertas realizaciones, el anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno (i) reconoce un epítopo en el motivo 
de unión al receptor ACE2 (RBM, SEQ ID NO.:167) de SARS-CoV-2 ; (ii) es capaz de bloquear una interacción 
entre SARS-CoV-2 y ACE2; (iii) es capaz de unirse a la proteína S del SARS-CoV-2 con mayor avidez que a 15
la proteína S del coronavirus SARS; (iv) es capaz de teñir el 30 %, 35 %, 40 %, 50 %, 55 %, 56 %, 57 %, 58 %, 
59 %, 60 % o más de células diana que expresan la glicoproteína de superficie de SARS-CoV-2 en una muestra 
que comprende 50.000 de las células diana (p. ej. células ExpiCHO) en aproximadamente 100 µl cuando el 
anticuerpo o el fragmento de unión al antígeno está presente a 10 µg/ml (p. ej. tinción determinada por ELISA 
de citometría de flujo); (v) reconoce un epítopo que se conserva en el RBM ACE2 del SARS-CoV-2 y en un 20
RBM ACE2 del coronavirus del SARS; (vi) tiene reacción cruzada contra SARS-CoV-2 y el coronavirus del 
SARS; (vii) reconoce un epítopo en la glicoproteína de superficie del SARS-CoV-2 que no está en el RBM de 
ACE2; o (viii) cualquier combinación de (i)-(vii).

En algunas realizaciones, el anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno del mismo es capaz de inhibir una 
interacción entre: (i) el SARS-CoV-2 y un DC-SIGN humano; (ii) SARS-CoV-2 y un L-SIGN humano; (iii) SARS-25
CoV-2 y un SIGLEC-1 humano; o (iv) cualquier combinación de (i)-(iii). Como se describe aquí, DC-SIGN, L-
SIGN y SIGLEC-1 pueden participar en una infección por SARS-CoV-2 con roles que comprenden las de los 
receptores de unión. La inhibición de una interacción entre SARS-CoV-2 y DC-SIGN, L-SIGN y/o SIGLEC-1 
puede, en algunos contextos, neutralizar la infección por SARS-CoV-2.

En algunas realizaciones, el anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno del mismo es capaz de unirse a una 30
glicoproteína de superficie de: (i) SARS-CoV-2 Wuhan-Hu-1 (SEQ ID NO.:165); (ii) SARS-CoV-2 B.1.1.7; (iii) 
SARS-CoV-2 B.1.351; (iv) SARS-CoV-2 que comprende una cualquiera o más de las siguientes mutaciones de 
sustitución en relación con la SEQ ID NO.:165: N501Y; S477N; N439K; L452R; E484K; Y453F; A520S; K417N; 
K417V; S494P; N501T; S477R; V367F; P384L; A522S; A522V; V382L; P330S; T4781I S477I; P479S; o (v) 
cualquier combinación de (i)-(iv).35

Los términos entendidos por aquellos técnicos en la tecnología de anticuerpos tienen en cada caso el 
significado adquirido en la técnica, a menos que se definan expresamente aquí de manera diferente. Por 
ejemplo, el término "anticuerpo" se refiere a un anticuerpo intacto que comprende al menos dos cadenas 
pesadas (H) y dos cadenas ligeras (L) interconectadas por enlaces disulfuro, así como cualquier porción o 
fragmento de unión a antígeno de un anticuerpo intacto que retiene o conserva la capacidad de unirse a la 40
molécula diana del antígeno reconocida por el anticuerpo intacto, tal como un fragmento scFv, Fab o Fab'2. 
Así, el término "anticuerpo" en el presente documento se utiliza en el sentido más amplio e incluye anticuerpos 
policlonales y monoclonales, incluidos anticuerpos intactos y fragmentos de anticuerpos funcionales (de unión 
a antígeno) de los mismos, incluidos fragmentos de unión a antígeno (Fab), fragmentos F(ab')2, fragmentos 
Fab', fragmentos Fv, fragmentos de IgG recombinante (rIgG), fragmentos de anticuerpos de cadena sencilla, 45
incluidos fragmentos variables de cadena sencilla (scFv) y fragmentos de anticuerpos de dominio único (por 
ejemplo sdAb, sdFv, nanocuerpos). El término abarca formas de inmunoglobulinas diseñadas genéticamente 
y/o modificadas de otro modo, tales como intracuerpos, pepticuerpos, anticuerpos quiméricos, anticuerpos 
completamente humanos, anticuerpos humanizados y anticuerpos heteroconjugados, multiespecíficos, p. ej. 
anticuerpos biespecíficos, diacuerpos, triacuerpos, tetracuerpos, tándem di-scFv y tándem tri-scFv. A menos 50
que se indique lo contrario, debe entenderse que el término "anticuerpo" abarca fragmentos de anticuerpos 
funcionales del mismo. El término también abarca anticuerpos intactos o de longitud completa, incluidos 
anticuerpos de cualquier clase o subclase, incluyendo IgG y subclases (IgG1, IgG2, IgG3, IgG4), IgM, IgE, IgA 
e IgD.

Los términos "VL" o "VL" y "VH" o "VH" se refieren a la región de unión variable de una cadena ligera de 55
anticuerpo y una cadena pesada de anticuerpo, respectivamente. En ciertas realizaciones, un VL es una clase 
kappa (κ) (también "VK" en este documento). En ciertas realizaciones, un VL es una clase lambda (λ). Las 
regiones de unión variable comprenden subregiones discretas bien definidas conocidas como "regiones 
determinantes de la complementariedad" (CDR) y "regiones marco" (FR). Los términos "región determinante 
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de complementariedad" y "CDR" son sinónimos de "región hipervariable" o "HVR" y se refieren a secuencias 
de aminoácidos dentro de regiones variables de anticuerpos que, en general, en su conjunto confieren la 
especificidad antigénica y/o la afinidad de unión del anticuerpo, donde las CDR consecutivas (es decir CDR1 y 
CDR2, CDR2 y CDR3) están separadas entre sí en la estructura primaria por una región marco. Hay tres CDR 
en cada región variable (HCDR1, HCDR2, HCDR3; LCDR1, LCDR2, LCDR3; también denominados CDRH y 5
CDRL, respectivamente). En ciertas realizaciones, un anticuerpo VH comprende cuatro FR y tres CDR de la 
siguiente manera: FR1-HCDR1-FR2-HCDR2-FR3-HCDR3-FR4; y un anticuerpo VL comprende cuatro FR y 
tres CDR como sigue: FR1-LCDR1-FR2-LCDR2-FR3-LCDR3-FR4. En general, VH y VL juntos forman el sitio 
de unión al antígeno a través de sus respectivas CDR.

Como se usa aquí, una "variante" de una CDR se refiere a una variante funcional de una secuencia de CDR 10
que tiene hasta 1-3 sustituciones de aminoácidos (por ejemplo sustituciones conservativas o no conservativas), 
deleciones o sus combinaciones.

La numeración de las regiones marco y CDR puede estar de acuerdo con cualquier método o esquema 
conocido, como los esquemas de numeración de Kabat, Chothia, EU, IMGT y AHo (ver, por ejemplo, Kabat et 
al., "Sequences of Proteins of Immunological Interest, US Dept. Health and Human Services, Public Health 15
Service National Institutes of Health, 1991, 5ª ed.; Chothia and Lesk, J. Mol. Biol. 196:901-917 (1987)); Lefranc 
et al., Dev. Comp. Immunol. 27:55, 2003; Honegger and Plückthun, J. Mol. Bio. 309:657-670 (2001)). Las 
posiciones de residuos equivalentes se pueden anotar y ser comparadas en diferentes moléculas utilizando la 
herramienta de software de clasificación y numeración de receptores de antígenos (ANARCI) (2016, 
Bioinformatics 15: 298-300). En consecuencia, la identificación de las CDR de una secuencia de dominio 20
variable de ejemplo (VH o VL) como se proporciona aquí de acuerdo con un esquema de numeración no es 
exclusiva de un anticuerpo que comprende las CDR del mismo dominio variable determinado usando un 
esquema de numeración diferente. En ciertos aspectos, se proporciona un anticuerpo o fragmento de unión a 
antígeno que comprende una CDR de una secuencia de VH según la SEQ ID NO.:113 y a partir de una 
secuencia VL según la SEQ ID NO.:168, según se determina utilizando cualquier método de numeración de 25
CDR conocido, incluidos los métodos de numeración Kabat, Chothia, EU, IMGT, Martin (Enhanced Chothia), 
Contact y AHo. En ciertos aspectos, las CDR están de acuerdo con el método de numeración IMGT. En ciertos 
aspectos, las CDR están de acuerdo con el método de numeración de anticuerpos desarrollado por el Chemical 
Computing Group (CCG); por ejemplo, utilizando el software Molecular Operating Environment (MOE) 
(www.chemcomp.com).30

En la invención, el anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno comprende un dominio variable de cadena 
pesada (VH) que comprende CDRH1, CDRH2 y CDRH3, y un dominio variable de cadena ligera (VL) que 
comprende CDRL1, CDRL2 y CDRL3, donde: (i) CDRH1 comprende o consiste en la secuencia de aminoácidos 
según la SEQ ID NO.:106; (ii) CDRH2 comprende o consiste en la secuencia de aminoácidos según la SEQ ID 
NO.:121; (iii) CDRH3 comprende o consiste en la secuencia de aminoácidos según la SEQ ID NO.:108; (iv)35
CDRL1 comprende o consiste en la secuencia de aminoácidos según la SEQ ID NO.:169; (v) CDRL2 
comprende o consiste en la secuencia de aminoácidos según la SEQ ID NO.:170 y (vi) CDRL3 comprende o 
consiste en la secuencia de aminoácidos según la SEQ ID NO.:171, donde el anticuerpo o el fragmento de 
unión al antígeno es capaz de unirse a una glicoproteína de superficie de SARS-CoV-2 expresada en la 
superficie celular de una célula huésped, en un virión o ambas cosas.40

En algunos aspectos, un anticuerpo o fragmento de unión a antígeno comprende secuencias de aminoácidos 
VH y VL que están codificadas por:

i. un gen VH1-18 y un gen VK3-20, respectivamente, o que están codificados por un polinucleótido que 
tiene al menos el 90 %, al menos el 91 %, al menos el 92 %, al menos el 93 %, al menos el 94 %, al 
menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98% o al menos 99% de identidad con VH1-18 45
y VK3-20, respectivamente;

ii. un alelo VH3-7 y un alelo VL3-25, respectivamente, o que están codificados por un polinucleótido que 
tiene al menos 90 %, al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95%, 
al menos 96%, al menos 97%, al menos 98% o al menos 99% de identidad con VH3-7 y VL3-25, 
respectivamente;50

iii. un alelo VH3-23 y un alelo VK1-5, respectivamente, o que están codificados por un polinucleótido que 
tiene al menos 90 %, al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95%, 
al menos 96%, al menos 97%, al menos 98% o al menos 99% de identidad con VH3-23 y VK1-5, 
respectivamente;

iv. un alelo VH3-13 y un alelo VK1-39 respectivamente, o que están codificados por un polinucleótido 55
que tiene al menos 90 %, al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 
al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 % o al menos 99 % de identidad con 
VH3-13 y VK1-39, respectivamente;
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v. un alelo VH1-18 y un alelo VK3-11, respectivamente, o que están codificados por un polinucleótido 
que tiene al menos 90 %, al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 
95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98% o al menos 99% de identidad con VH1-18 y VK3-
11, respectivamente; o

vi. un alelo VH1-69 y un alelo VL2-23, respectivamente, o que están codificados por un polinucleótido 5
que tiene al menos 90 %, al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 
95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98% o al menos 99% de identidad con VH1-69 y VL2-
23, respectivamente.

En algunas realizaciones, el anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno es capaz de prevenir y/o neutralizar 
una infección por SARS-CoV-2 en un modelo de infección in vitro y/o en un modelo animal de infección in vivo.10

El anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno comprende las secuencias de aminoácidos CDRH1, CDRH2, 
CDRH3, CDRL1, CDRL2 y CDRL3 según las SEQ ID NO.:106, 121, 108 y 169-171, respectivamente.

En algunas realizaciones, el anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno de la presente invención se une a 
la proteína S de SARS-CoV-2 con una KD inferior a 4,5x10-9 M, inferior a 5x10-9 M, inferior a 1x10-10 M, inferior 
a 5x10-10 M, inferior a 1x10-11 M, inferior a 5x10-11 M, inferior a 1x10-12 M o inferior a 5x10-12 M. En aún otras 15
realizaciones, el anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno de la presente invención es capaz de neutralizar 
una infección por SARS- CoV-2 y/o de neutralizar la infección de una célula diana por un virus pseudotipado 
con SARS-CoV-2 con una IC50 de 0,3 a 0,4 µg/ml.

Así, el anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno comprende: un CDRH1, un CDRH2 y un CDRH3 de la 
secuencia de aminoácidos de VH establecida en la SEQ ID NO.:113; y un CDRL1, un CDRL2 y un CDRL3 20
como se establece en la SEQ ID NO.:168 (es decir, de acuerdo con cualquier método de determinación o 
numeración de CDR conocido en la técnica, como IMGT, Kabat, Chothia, AHo, North, Contact, CCG, EU o 
Martin (Chotia mejorada)).

En realizaciones adicionales, el anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno comprende una VH que tiene al 
menos un 85 % de identidad (es decir, 85 %, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 o 100 % de 25
identidad) con la SEQ ID NO.:113, proporcionada en la Tabla 1, y/o una VL que tiene al menos un 85 % de 
identidad (es decir, 85 %, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 o 100 %) de identidad con la 
SEQ ID NO.:168 proporcionada en la Tabla 1. En aún otras realizaciones, el anticuerpo o el fragmento de unión 
a antígeno comprende una VH que tiene al menos un 90 % de identidad con la SEQ ID NO.:113 1 y/o una VL 
que tiene al menos un 90 % de identidad con la SEQ ID NO.:168. Aún en otras realizaciones, el anticuerpo o 30
el fragmento de unión a antígeno comprende una VH que tiene al menos un 95 % de identidad con la SEQ ID 
NO.:113 y/o una VL que tiene al menos un 95 % de identidad con la SEQ ID NO.:168. En aún otras 
realizaciones, el anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno comprende una VH que tiene al menos un 99 
% de identidad la SEQ ID NO.:113 y/o una VL que tiene al menos un 99 % de identidad con la SEQ ID NO.:168.
En algunas realizaciones, el anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno comprende una secuencia de 35
aminoácidos VH según la SEQ ID NO.:113 y una secuencia de aminoácidos VL de acuerdo con la SEQ ID 
NO.:168

Tabla 1. CDR (IMGT) y secuencias de aminoácidos de región variable de ciertos anticuerpos S309

CDRH1 GYPFTSYG (SEQ ID NO.:106)
CDRH2 ISTYNGNT (SEQ ID NO.:107); ISTYQGNT (SEQ ID NO.:121);

ISTYNSNT (SEQ ID NO.:122); ISTYNANT (SEQ ID NO.:123); 
ISTYNQNT (SEQ ID NO.:124); ISTYLGNT (SEQ ID NO.:125); 
ISTYTGNT (SEQ ID NO.:126)

CDRH3 ARDYTRGAWFGESLIGGFDN (SEQ ID NO.:108); 
ARDYTRGAFFGESLIGGFDN (SEQ ID NO.:127); 
ARDYTRGAYFGESLIGGFDN (SEQ ID NO.:128)

VH QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYPFTSYGISWVRQAPGQGL
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El anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno comprende la CDRH1, CDRH2 y CDRH3, CDRL1, CDRL2 y 
CDRL3 según las SEQ ID NO.:106, 121, 108, 169, 170 y 171, respectivamente.

En realizaciones adicionales, VH comprende o consiste en la secuencia de aminoácidos establecida en la SEQ 
ID NO.:113 y VL comprende o consiste en la secuencia de aminoácidos de en SEQ ID NO.:168.5

donde X1 = W, F o Y; X2 = N, Q, L o T; X3 = G, S, A, o Q; X4 = W, F, o Y (SEQ ID NO.:267)

CDRL1 QTVSSTS (SEQ ID NO.:169)

CDRL2 GAS (SEQ ID NO.:170)
CDRL3 QQHDTSLT (SEQ ID NO.:171)
VL
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El término "CL" se refiere a una "región constante de cadena ligera de inmunoglobulina" o una "región constante 
de cadena ligera", es decir, una región constante de una cadena ligera de anticuerpo. El término "CH" se refiere 
a una "región constante de cadena pesada de inmunoglobulina" o una "región constante de cadena pesada", 
que se puede dividir, según el isotipo del anticuerpo, en CH1, CH2 y CH3 (IgA, IgD, IgG), o dominios CH1, 
CH2, CH3 y CH4 (IgE, IgM). La región Fc de una cadena pesada de anticuerpo se describe adicionalmente 5
aquí. En algunas realizaciones, el anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno comprende uno cualquiera o 
más de un CL, un CH1, un CH2 y un CH3. En determinadas realizaciones, un CL comprende una secuencia 
de aminoácidos que tiene una identidad del 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 975, 98 %, 99 % o 
100 % con la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO.:174 o SEQ ID NO.:193. En determinadas realizaciones, 
un CH1-CH2-CH3 comprende una secuencia de aminoácidos que tiene una identidad del 90 %, 91 %, 92 %, 10
93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 975, 98 %, 99 % o 100 % con la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO.:173 o 
SEQ ID NO.:175 o SEQ ID NO.:265 o SEQ ID NO.:266. Se entenderá que, por ejemplo, la producción en una 
línea celular de mamífero puede eliminar una o más lisinas C-terminales de una cadena pesada de anticuerpo 
(ver, por ejemplo, Liu et al. mAb 6(5):1145-1154 (2014)). Por consiguiente, el anticuerpo o el fragmento de 
unión a antígeno puede comprender una cadena pesada, un polipéptido CH1-CH3, un CH3 o un Fc en el que 15
está presente o ausente un residuo de lisina C-terminal. En determinadas realizaciones, una composición 
comprende una pluralidad de anticuerpos y/o fragmentos de unión a antígeno donde uno o más anticuerpos o 
fragmentos de unión a antígeno no comprenden un residuo de lisina en el extremo C-terminal del polipéptido 
pesado CH1-CH3 o Fc y donde uno o más anticuerpos o fragmentos de unión a antígeno comprenden un 
residuo de lisina en el extremo C-terminal de la cadena pesada, CH1-CH3 o polipéptido Fc.20

Un "Fab" (fragmento de unión a antígeno) es la parte de un anticuerpo que se une a antígenos e incluye la 
región variable y CH1 de la cadena pesada unida a la cadena ligera mediante un enlace disulfuro intercatenario. 
Cada fragmento Fab es monovalente con respecto a la unión al antígeno, es decir, tiene un único sitio de unión 
al antígeno. El tratamiento con pepsina de un anticuerpo produce un solo fragmento F(ab')2 grande que 
corresponde aproximadamente a dos fragmentos Fab unidos por disulfuro con actividad de unión a antígeno 25
divalente y que aún es capaz de reticular el antígeno. Tanto Fab como F(ab')2 son ejemplos de "fragmentos de 
unión a antígeno". Los fragmentos Fab' se diferencian de los fragmentos Fab en que tienen pocos residuos 
adicionales en el extremo carboxilo del dominio CH1 que incluye una o más cisteínas de la región bisagra del 
anticuerpo. Fab'-SH es la designación aquí para Fab' donde el o los residuos de cisteína de los dominios 
constantes llevan un grupo tiol libre. Los fragmentos de anticuerpos F(ab')2 originalmente se producían como 30
pares de fragmentos Fab' que tenían cisteínas bisagra entre ellos. También se conocen otros acoplamientos 
químicos de fragmentos de anticuerpos.

Los fragmentos Fab se pueden unir, por ejemplo, mediante un conector peptídico, para formar un Fab de 
cadena sencilla, también denominado aquí "scFab". En estas realizaciones, un enlace disulfuro entre cadenas 
que está presente en un Fab nativo puede no estar presente y el enlazador sirve total o parcialmente para 35
enlazar o conectar los fragmentos Fab en una sola cadena polipeptídica. Un fragmento Fab derivado de cadena 
pesada (p. ej. que comprende, consiste en o consiste esencialmente en VH + CH1, o "Fd") y un fragmento Fab 
derivado de cadena ligera (p. ej. que comprende, consiste en o consiste esencialmente en VL + CL) pueden
unirse en cualquier arreglo para formar un scFab. Por ejemplo, un scFab puede disponerse, en dirección N-
terminal a C-terminal, de acuerdo con (fragmento Fab de cadena pesada - enlazador - fragmento Fab de cadena 40
ligera) o (fragmento Fab de cadena ligera - enlazador - fragmento Fab de cadena pesada). Los enlazadores 
peptídicos y las secuencias de enlazadores de ejemplo para usar en scFab se analizan con más detalle en este
documento.

Un scFab puede comprender las secuencias VH y VL o la combinación de las secuencias CDRH1, CDRH2, 
CDRH3, CDRL1, CDRL2 y CDRL3 aquí descritas. Esto es, un scFab puede comprender la secuencia VH tal 45
como se proporciona en la SEQ ID NO: 113 y la secuencia VL tal como se proporciona en la SEQ ID NO: 168.
Esto es, un scFab puede comprender una secuencia CDRH1 tal como se proporciona en la SEQ ID NO: 106, 
una secuencia CDRH2 tal como se proporciona en la SEQ ID NO: 121, una secuencia CDRH3 tal como se 
proporciona en la SEQ ID NO: 108, una secuencia CDRL1 tal como se proporciona en la SEQ ID NO: 169, una 
secuencia de CDRL2 tal como se proporciona en la SEQ ID NO: 170 y una secuencia CDRL3 tal como se 50
proporciona en la SEQ ID NO: 171. En determinadas realizaciones, un scFab comprende una secuencia de 
aminoácidos que tiene al menos un 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % de
identidad con la secuencia de aminoácidos proporcionada en cualquiera de las SEQ ID NO.:226-227.

"Fv" es un pequeño fragmento de anticuerpo que contiene un sitio completo de reconocimiento de antígenos y 
de unión a antígenos. Este fragmento consiste generalmente en un dímero de un dominio de región variable 55
de cadena pesada y uno de cadena ligera en una estrecha asociación no covalente. Sin embargo, incluso un 
solo dominio variable (o la mitad de un Fv que comprende solo tres CDR específicas para un antígeno) tiene 
la capacidad de reconocer y unirse al antígeno, aunque normalmente con una afinidad menor que el sitio de 
unión completo.
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"Fv monocatenario", también abreviado como "sFv" o "scFv", son fragmentos de anticuerpos que comprenden 
los dominios de anticuerpos VH y VL unidos en una única cadena polipeptídica. En algunas realizaciones, el 
polipéptido scFv comprende un conector polipeptídico dispuesto entre los dominios VH y VL y que los une, lo 
que permite que el scFv retenga o forme la estructura deseada para la unión al antígeno. Tal conector peptídico 
se puede incorporar en un polipéptido de fusión usando tecnologías estándar bien conocidas en la técnica. 5
Adicional o alternativamente, Fv puede tener un enlace disulfuro entre y estabilizando el VH y el VL. Para una 
revisión de scFv, véase Pluckthun en The Pharmacology of Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg y 
Moore eds., Springer-Verlag, Nueva York, pag. 2126 269-315 (1994); Borrebaeck 1995, infra. En ciertas 
realizaciones, el anticuerpo o fragmento de unión a antígeno comprende un scFv que comprende un dominio 
VH, un dominio VL y un conector peptídico que une el dominio VH al dominio VL. En realizaciones particulares, 10
un scFv comprende un dominio VH unido a un dominio VL por un enlazador peptídico que puede estar en una 
orientación VH-enlazador-VL o en una orientación VL-enlazador-VH. Cualquier scFv de la presente descripción 
puede diseñarse de modo que el extremo C-terminal del dominio VL esté unido mediante una secuencia 
peptídica corta al extremo N-terminal del dominio VH o viceversa (es decir, (N)VL(C)-enlazador-(N)VH(C) o 
(N)VH(C)-enlazador-(N)VL(C). Alternativamente, en algunas realizaciones, un enlazador puede estar enlazado 15
a una porción o extremo N-terminal del dominio VH, del dominio VL o de ambos.

Las secuencias del conector peptídico pueden elegirse, por ejemplo, basándose en: (1) su capacidad para 
adoptar una conformación extendida flexible; (2) su incapacidad o falta de capacidad para adoptar una 
estructura secundaria que pudiera interaccionar con epítopos funcionales en el primer y segundo polipéptido 
y/o en una molécula diana; y/o (3) la falta o relativa falta de residuos hidrófobos o cargados que puedan 20
reaccionar con los polipéptidos y/o la molécula diana. Otras consideraciones relacionadas con el diseño del 
conector (por ejemplo, la longitud) pueden incluir la conformación o el rango de conformaciones en las que VH 
y VL pueden formar un sitio de unión a antígeno funcional. En ciertas realizaciones, las secuencias de enlace 
peptídico contienen, por ejemplo, residuos Gly, Asn y Ser. Otros aminoácidos casi neutros, como Thr y Ala, 
también pueden incluirse en una secuencia enlazadora. Otras secuencias de aminoácidos que pueden 25
emplearse de manera útil como conector incluyen las descritas en Maratea et al., Gene 40:39 46 (1985); Murphy 
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83:8258 8262 (1986); Patente US 4.935.233 y patente US. 4.751.180. Otros 
ejemplos ilustrativos y no limitativos de enlazadores pueden incluir, por ejemplo, Glu-Gly-Lys-Ser-Ser-Gly-Ser-
Gly-Ser-Glu-Ser-Lys-Val-Asp (SEQ ID NO: 215) (Chaudhary et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:1066-1070 
(1990)) y Lys-Glu-Ser-Gly-Ser-Val-Ser-Ser-Glu-Gln-Leu-Ala-Gln-Phe-Arg-Ser-Leu-Asp (SEQ ID NO: 216) (Bird 30
et al., Science 242:423-426 (1988)) y el pentámero Gly-Gly-Gly-Gly-Ser (SEQ ID NO: 217) cuando está 
presente en una sola iteración o repetido 1 a 5 o más veces, o más; ver, por ejemplo, SEQ ID NO: 213. Se 
puede usar cualquier enlazador adecuado y, en general, puede ser de aproximadamente 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 
11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 , 22, 15 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 
aminoácidos de longitud, o menos de aproximadamente 200 aminoácidos de longitud, y preferiblemente 35
comprenderá una estructura flexible (puede proporcionar flexibilidad y espacio para el movimiento 
conformacional entre dos regiones, dominios, motivos, fragmentos o módulos conectados por el enlazador), y 
preferiblemente será biológicamente inerte y/o tendrá un bajo riesgo de inmunogenicidad en un ser humano. 
Ejemplos de enlazadores incluyen aquellos que comprenden o consisten en la secuencia de aminoácidos 
según cualquiera o las SEQ ID NO: 206-217. En determinadas realizaciones, el enlazador comprende o 40
consiste en una secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 75 % (es decir, al menos un 75 %, 80 %, 85 
%, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 % %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o más) de identidad con la secuencia de 
aminoácidos según cualquiera de las SEQ ID NO: 206-217.

Un scFv puede comprender la secuencia VH proporcionada en la SEQ ID NO:113 y la secuencia VL 
proporcionada en la SEQ ID NO: 168. Un scFab puede comprender una secuencia CDRH1 como se 45
proporciona en ala SEQ ID NO:106, una secuencia CDRH2 como se proporciona en la SEQ ID NO:121, una 
secuencia CDRH3 como se proporciona en la SEQ ID NO:108, una secuencia CDRL1 como se proporciona en 
la SEQ ID NO: 169, una secuencia CDRL2 como se proporciona en la SEQ ID NO: 170 y una secuencia CDRL3 
como se proporciona en la SEQ ID NO: 171. En ciertas realizaciones, un scFv puede comprender la secuencia 
de aminoácidos proporcionada en las SEQ ID NO:228-229.50

En algunas realizaciones no se requieren secuencias enlazadoras; por ejemplo cuando los polipéptidos primero 
y segundo tienen regiones de aminoácidos N-terminales no esenciales que pueden usarse para separar los 
dominios funcionales y evitar la interferencia estérica.

Durante el desarrollo de anticuerpos, el ADN en los loci de los genes variable (V), de unión (J) y de diversidad 
(D) de la línea germinal puede reorganizarse y pueden ocurrir inserciones y/o deleciones de nucleótidos en la 55
secuencia codificante. Las mutaciones somáticas pueden estar codificadas por la secuencia resultante y 
pueden identificarse por referencia a una secuencia de línea germinal conocida correspondiente. En algunos 
contextos, las mutaciones somáticas que no son críticas para una propiedad deseada del anticuerpo (p. ej. la 
unión a un antígeno de SARS-CoV-2 ) o que confieren una propiedad indeseable al anticuerpo (p. ej. un mayor 
riesgo de inmunogenicidad en un sujeto al que se administró el anticuerpo), o ambas pueden ser reemplazadas 60
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por el aminoácido codificado en la línea germinal correspondiente o por un aminoácido diferente, de modo que 
se mejore o mantenga una propiedad deseable del anticuerpo y se reduzca o elimine la propiedad indeseable 
del anticuerpo. Así, en algunas realizaciones, el anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno comprende al 
menos un aminoácido más codificado en la línea germinal en una región variable en comparación con un 
anticuerpo original o fragmento de unión a antígeno, siempre que el anticuerpo o antígeno original del fragmento 5
de unión comprenda una o más mutaciones somáticas. Secuencias ilustrativas de aminoácidos de la región 
variable y CDR de anticuerpos anti-SARS-CoV-2 de la presente descripción se proporcionan aquí en la Tabla 
2.

En determinadas realizaciones, el anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno comprende una modificación 
de un aminoácido (p. ej. una mutación de sustitución) para eliminar un riesgo no deseado de oxidación, 10
desamidación y/o isomerización.

También se proporcionan aquí variantes de anticuerpos que comprenden una o más alteraciones de 
aminoácidos en una región variable (p. ej. VH, VL, marco o CDR) en comparación con un anticuerpo ("padre") 
actualmente descrito donde la variante de anticuerpo es capaz de unirse a un antígeno de SARS-CoV-2.

En determinadas realizaciones, el VH comprende o consiste en una secuencia de aminoácidos que tiene al 15
menos un 85 % (es decir, un 85 %, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 , 99 o 100%) de identidad 
con la secuencia de aminoácidos según la SEQ ID NO.:113 donde la variación está limitada a una o más 
regiones estructurales y, opcionalmente, la variación comprende una o más sustituciones de un aminoácido 
codificado en la línea germinal; y/o (ii) el VL comprende o consiste en una secuencia de aminoácidos que tiene 
al menos un 85 % (es decir, un 85 %, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97 , 98, 99 o 100%) de identidad 20
con la secuencia de aminoácidos según la SEQ ID NO.:168, donde la variación está limitada a una o más 
regiones marco y, opcionalmente, la variación comprende una o más sustituciones de un aminoácido codificado 
en la línea germinal.

En algunos aspectos, un anticuerpo o fragmento de unión a antígeno comprende las secuencias de 
aminoácidos VH y VL que están codificadas por o que son las mismas que las secuencias de aminoácidos VH 25
y VL que están codificadas por:

(i) un gen VH1-18 y un gen VK3-20, respectivamente, o que están codificados por un polinucleótido que tiene 
al menos el 90 %, al menos el 91 %, al menos el 92 %, al menos el 93 %, al menos el 94 %, al menos 95%, al 
menos 96%, al menos 97%, al menos 98% o al menos 99% de identidad con VH1-18 y VK3-20, 
respectivamente;30

(ii) un alelo VH3-7 y un alelo VL3-25, respectivamente, o que están codificados por un polinucleótido que tiene 
al menos el 90 %, al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95%, al menos 
96%, al menos 97%, al menos 98% o al menos 99% de identidad con VH3-7 y VL3-25, respectivamente;

(iii) un alelo VH3-23 y un alelo VK1-5, respectivamente, o que están codificados por un polinucleótido que tiene 
al menos el 90 %, al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95%, al menos 35
96%, al menos 97%, al menos 98% o al menos 99% de identidad con VH3-23 y VK1-5, respectivamente;

(iv) un alelo VH3-13 y un alelo VK1-39 respectivamente, o que están codificados por un polinucleótido que tiene 
al menos el 90 %, al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos al menos 95 %, 
al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 % o al menos 99 % de identidad con VH3-13 y VK1-39, 
respectivamente;40

(v) un alelo VH1-18 y un alelo VK3-11, respectivamente, o que están codificados por un polinucleótido que tiene 
al menos el 90 %, al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95%, al menos 
96%, al menos 97%, al menos 98% o al menos 99% de identidad con VH1-18 y VK3-11, respectivamente; o

(vi) un alelo VH1-69 y un alelo VL2-23, respectivamente, o que están codificados por un polinucleótido que 
tiene al menos el 90 %, al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95%, al 45
menos 96%, al menos 97%, al menos 98% o al menos 99% de identidad con VH1-69 y VL2-23, 
respectivamente.

En realizaciones particulares, VH y VL comprenden o consisten en las secuencias de aminoácidos según las 
SEQ ID NO.: 113 y 168, respectivamente.

En determinadas realizaciones, el antígeno o el fragmento de unión a antígeno comprende un VH que 50
comprende o consiste en la secuencia de aminoácidos según la SEQ ID NO.:113 y un VL que comprende o 
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consiste en la secuencia de aminoácidos según la SEQ ID NO.:168 y se une a la proteína S de RBD de SARS-
CoV-2 con una CE50 de 9 a 23 ng/ml.

En ciertas realizaciones, el anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno es monoespecífico (por ejemplo se 
une a un solo epítopo) o es multiespecífico (por ejemplo se une a múltiples epítopos y/o moléculas diana). Los 
anticuerpos y los fragmentos de unión a antígeno pueden construirse en diversos formatos. Formatos de 5
anticuerpos ilustrativos se describen en Spiess et al., Mol. Inmunol. 67(2):95 (2015), y en Brinkmann and 
Kontermann, mAbs 9(2): 182-212 (2017), e incluyen, por ejemplo, Bispecific T Engagers celulares (BiTE), 
DART, ensamblajes Knobs- Into-Holes (KIH), ensamblajes scFv-CH3-KIH, anticuerpos de cadena ligera común 
KIH, TandAbs, cuerpos triples, minicuerpos TriBi, Fab-scFv, scFv-CH-CL-scFv, F(ab')2-scFv2, HCab 
tetravalentes, intracuerpos, CrossMabs, Fab de doble acción (DAF) (dos en uno o cuatro en uno), DutaMabs, 10
DT-IgG, pares de carga, brazo Fab Exchange, cuerpos SEED, Triomabs, ensamblajes LUZ-Y, Fcabs, cuerpos 
κλ, Fab ortogonales, DVD-Igs (p. ej. patente US 8.258.268), scFv-(H)IgG, IgG(L)-scFv, scFv-(L)IgG, IgG(L,H)-
Fv, IgG(H)-V, V(H)-IgG, IgG(L)-V, V(L)-IgG, KIH IgG-scFab, 2scFv-IgG, IgG-2scFv, scFv4-Ig, Zybody y DVI-
IgG (cuatro en uno), así como los denominados FIT-Ig (por ejemplo Publicación PCT Nº. WO 2015/103072), 
los llamados formatos WuxiBody (por ejemplo Publicación PCT Nº. WO 2019/057122), y los llamados formatos 15
In-Elbow-Insert Ig (IEI-Ig; por ejemplo Publicaciones PCT Nº. WO 2019/024979 y WO 2019/025391).

En ciertas realizaciones, el anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno comprende dos o más dominios VH, 
dos o más dominios VL, o ambos (es decir, dos o más dominios VH y dos o más dominios VL). En realizaciones 
particulares, un fragmento de unión a antígeno comprende el formato (dirección N-terminal a C-terminal) VH-
enlazador-VL-enlazador-VH-enlazador-VL, donde las dos secuencias VH pueden ser iguales o diferentes y las 20
dos secuencias VL pueden ser iguales o diferentes. Dichos scFv enlazados pueden incluir cualquier 
combinación de dominios VH y VL dispuestos para unirse a una diana dada, y en formatos que comprenden 
dos o más VH y/o dos o más VL, se pueden unir uno, dos o más epítopos o antígenos diferentes. Se apreciará 
que los formatos que incorporan múltiples dominios de unión a antígeno pueden incluir secuencias VH y/o VL 
en cualquier combinación u orientación. Por ejemplo, el fragmento de unión a antígeno puede comprender el 25
formato VL-enlazador-VH-enlazador-VL-enlazador-VH, VH-enlazador-VL-enlazador-VL-enlazador-VH o VL-
enlazador-VH-enlazador-VH-enlazador-VL.

Los anticuerpos monoespecíficos o multiespecíficos o los fragmentos de unión a antígeno de la presente 
descripción comprenden (i) las secuencias CDR tal como se definen en la reivindicación 1 y (ii) pueden 
comprender además cualquier combinación de las secuencias VH y VL y/o cualquier combinación de las 30
secuencias CDRH1, CDRH2, CDRH3, CDRL1, CDRL2 y CDRL3 aquí descritas. En ciertas realizaciones, el
anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno comprende la secuencia VH proporcionada en la SEQ ID 
NO.:113 y la secuencia VL proporcionada en la SEQ ID NO.:168. El anticuerpo o el fragmento de unión a 
antígeno comprende una secuencia CDRH1 como se proporciona en la SEQ ID NO.:106, una secuencia 
CDRH2 como se proporciona en la SEQ ID NO.:121, una secuencia CDRH3 como se proporciona en la SEQ 35
ID NO.:108, una secuencia CDRL1 como se proporciona en la SEQ ID NO.:169, una secuencia CDRL2 como 
se proporciona en la SEQ ID NO.:170 y una secuencia CDRL3 como se proporciona en la SEQ ID NO.:171. En 
ciertas realizaciones, el anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno comprende la secuencia de aminoácidos 
proporcionada en cualquiera de las SEQ ID NO.:230- 233. En algunos aspectos, un anticuerpo biespecífico o 
multiespecífico o un fragmento de unión a antígeno puede comprender uno, dos o más dominios de unión a 40
antígeno (por ejemplo, un VH y un VL) de la presente descripción, donde uno o más dominios de unión 
ant´gieno son como se define en las reivindicaciones. Pueden estar presentes dos o más dominios de unión 
que se unen al mismo epítopo de SARS-CoV-2 o a uno diferente, y un anticuerpo biespecífico o multiespecífico 
o un fragmento de unión a antígeno como se proporciona aquí puede comprender, en algunos aspectos, un 
dominio de unión a SARS-CoV-2 adicional y/o puede comprender un dominio de unión que se une a un antígeno 45
o patógeno diferente por completo.

En algunas realizaciones, el anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno puede ser multiespecífico, por 
ejemplo biespecífico o triespecífico.

En ciertas realizaciones, el anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno comprende: (i) un primer VH y un 
primer VL; y (ii) un segundo VH y un segundo VL, donde el primer VH y el segundo VH son diferentes y cada 50
uno comprende, independientemente, una secuencia de aminoácidos que tiene al menos el 85% (es decir, 85
%, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) de 
identidad con la secuencia de aminoácidos establecida en cualquiera de las SEQ ID NO.: 1, 9-15, 23, 24, 27-
46, 55, 63, 79, 87, 95, 103, 105, 113-120, 129-146, 155, 172, 176-178, 194, 196, 198, 200, 202 y 239, y donde
el primer VL y el segundo VL son diferentes y cada una comprende independientemente una secuencia de 55
aminoácidos que tiene al menos un 85 % (es decir, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 
94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) de identidad con la secuencia de aminoácidos establecida en 
cualquiera de las SEQ ID NO.:5, 47-50, 59, 67, 71, 72, 75, 76, 83, 91, 99, 109, 147-150, 159, 168, 182, 190, 
234 y 243, y donde el primer VH y el primer VL juntos forman un primer sitio de unión a antígeno y donde el 
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segundo VH y el segundo VL juntos forman un segundo sitio de unión a antígeno y donde o bien el primer VH 
y el primer VL o bien el segundo VH o el segundo VL comprenden la combinación de seis secuencias CDR tal 
como se definen en la reivindicación 1.

En ciertas realizaciones, el anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno comprende un polipéptido Fc o un 
fragmento del mismo. El "Fc" comprende las porciones carboxi-terminales (es decir, los dominios CH2 y CH3 5
de IgG) de ambas cadenas H del anticuerpo que se mantienen unidas por disulfuros. Las "funciones efectoras" 
de anticuerpos se refieren a aquellas actividades biológicas atribuibles a la región Fc (una región Fc de 
secuencia nativa o una región Fc variante de la secuencia de aminoácidos) de un anticuerpo y varían con el 
isotipo del anticuerpo. Ejemplos de funciones efectoras de anticuerpos incluyen: unión a C1q y citotoxicidad 
dependiente del complemento; unión al receptor Fc; citotoxicidad mediada por células dependiente de 10
anticuerpos (ADCC); fagocitosis; regulación a la baja de los receptores de la superficie celular (p. ej. receptor 
de células B); y activación de células B. Como se analiza aquí, se pueden hacer modificaciones (p. ej. 
sustituciones de aminoácidos) en un dominio Fc para modificar (p. ej. mejorar, reducir o eliminar) una o más 
funcionalidades de un polipéptido que contiene Fc (p. ej. un anticuerpo de la presente descripción). Dichas 
funciones incluyen, por ejemplo, la unión al receptor Fc (FcR), la modulación de la vida media del anticuerpo 15
(por ejemplo mediante la unión a FcRn), la función ADCC, la unión a la proteína A, la unión a la proteína G y la 
unión al complemento. Las modificaciones de aminoácidos que modifican (por ejemplo mejoran, reducen o 
eliminan) las funcionalidades de Fc incluyen, por ejemplo, las mutaciones T250Q/M428L, 
M252Y/S254T/T256E, H433K/N434F, M428L/N434S, E233P/L234V/L235A/G236 + A327G/A330S/P331S, 
E333A, S239D/A330L/I332E, P257I/Q311, K326W/E333S, S239D/I332E/G236A, N297Q, K322A, S228P, 20
L235E+E318A/K320A/K322A, L234A/L235A (también denominada aquí "LALA") y L234A/L235A/P329G, estas
mutaciones se resumen y anotan en "Engineered Fc Regions", publicado por InvivoGen (2011) y disponible en 
línea invivogen.com/PDF/review/review-Engineered-Fc-Regions-invivogen.pdf?utm_source=review&utm_
medium=pdf&utm_campaign=review&utm_content=Engineered-Fc-Regions. A menos que el contexto indique 
lo contrario, los residuos de aminoácidos de Fc se numeran en este documento de acuerdo con el sistema de 25
numeración de la UE.

Por ejemplo, para activar la cascada de complemento, el complejo proteico C1q puede unirse a al menos dos 
moléculas de IgG1 o una molécula de IgM cuando la(s) molécula(s) de inmunoglobulina se unen a la diana
antigénica (Ward, E. S., and Ghetie, V., Ther. Immunol. 2 (1995) 77-94). Burton, D. R., (Mol. Immunol. 22 (1985) 
161-206) describieron que la región de la cadena pesada que comprende los residuos de aminoácidos 318 a 30
337 está implicada en la fijación del complemento. Duncan, A. R. y Winter, G. (Nature 332 (1988) 738-740), 
usando mutagénesis dirigida al sitio, informaron que Glu318, Lys320 y Lys322 forman el sitio de unión a C1q. 
El papel de los residuos Glu318, Lys320 y Lys 322 en la unión de C1q fue confirmado por la capacidad de un 
péptido sintético corto que contiene estos residuos de inhibir la lisis mediada por el complemento.

Por ejemplo, la unión de FcR puede estar mediada por la interacción del resto Fc (de un anticuerpo) con los 35
receptores Fc (FcR), que son receptores de superficie celular especializados en células que incluyen células 
hematopoyéticas. Los receptores Fc pertenecen a la superfamilia de las inmunoglobulinas y se ha demostrado 
que intervienen tanto en la eliminación de patógenos recubiertos de anticuerpos mediante fagocitosis de 
complejos inmunitarios como en la lisis de eritrocitos y otros objetivos celulares (p. ej. células tumorales) 
recubiertos con el anticuerpo correspondiente, vía citotoxicidad mediada por células dependientes (ADCC; Van 40
de Winkel, J. G. y Anderson, C. L., J. Leukoc. Biol. 49 (1991) 511-524). Los FcR se definen por su especificidad 
para las clases de inmunoglobulinas; los receptores Fc para anticuerpos IgG se denominan FcγR, para IgE 
FcεR, para IgA FcaR, etc. y los receptores Fc neonatales se denominan FcRn. La unión al receptor Fc se 
describe, por ejemplo, en Ravetch, J. V. y Kinet, J. P., Annu. Rev. Inmunol. 9 (1991) 457-492; Capel, P. J. y 
col., Immunomethods 4 (1994) 25-34; de Haas, M. y col., J Lab. Clin. Med. 126 (1995) 330-341; y Gessner, J.E. 45
y col., Ann. Hematol. 76 (1998) 231-248.

La reticulación de los receptores mediante el dominio Fc de los anticuerpos IgG nativos (FcγR) desencadena 
una amplia variedad de funciones efectoras, incluyendo fagocitosis, citotoxicidad celular dependiente de 
anticuerpos y liberación de mediadores inflamatorios, así como eliminación de complejos inmunitarios y 
regulación de la producción de anticuerpos. Los restos Fc proporcionados por la reticulación de los receptores 50
(p. ej. FcγR) se contemplan en este documento. En humanos, hasta la fecha se han caracterizado tres clases 
de FcγR, que son: (i) FcγRI (CD64), que se une a IgG monomérica con alta afinidad y se expresa en 
macrófagos, monocitos, neutrófilos y eosinófilos; (ii) FcγRII (CD32), que se une a IgG complejada con afinidad 
media a baja, se expresa ampliamente, en particular en los leucocitos, se cree que es un actor central en la 
inmunidad mediada por anticuerpos, y que se puede dividir en FcγRIIA, FcγRIIB y FcγRIIC, que realizan 55
diferentes funciones en el sistema inmunológico, pero se unen con baja afinidad similar a la IgG-Fc, y los 
ectodominios de estos receptores son altamente homólogos; y (iii) FcγRIII (CD16), que se une a IgG con 
afinidad media a baja y se ha encontrado en dos formas: FcγRIIIA, que se ha encontrado en células NK, 
macrófagos, eosinófilos y algunos monocitos y células T, y se cree que media ADCC; y FcγRIIIB, que se 
expresa en gran medida en los neutrófilos.60
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FcγRIIA se encuentra en muchas células implicadas en la muerte (p. ej. macrófagos, monocitos, neutrófilos) y 
parece capaz de activar el proceso de muerte. FcγRIIB parece desempeñar un papel en los procesos 
inhibidores y se encuentra en las células B, macrófagos y mastocitos y eosinófilos. Es importante señalar que 
se ha demostrado que el 75 % de todo el FcγRIIB se encuentra en el hígado (Ganesan, L. P. et al., 2012: 
"FcγRIIb on liver sinusoidal endothelium clears small immuno complexes", Journal of Immunology 189: 4981-5
4988). FcγRIIB se expresa abundantemente en el endotelio sinusoidal hepático, llamado LSEC, y en las células 
de Kupffer del hígado, y las LSEC son el sitio principal de eliminación de pequeños complejos inmunitarios 
(Ganesan, L. P. et al., 2012: FcγRIIb on liver sinusoidal endothelium clears small immune complexes. Journal 
of Immunology 189: 4981-4988).

En algunas realizaciones, los anticuerpos y los fragmentos de unión a antígeno de los mismos comprenden un 10
polipéptido Fc o un fragmento del mismo para unirse a FcγRIIb, en particular una región Fc, por ejemplo 
anticuerpos de tipo IgG. Además, es posible diseñar el resto Fc para mejorar la unión de FcγRIIB mediante la 
introducción de las mutaciones S267E y L328F como se describe en Chu, S. Y. et al., 2008: Inhibition of B cell 
receptor-mediated activation of primary human B cells by coengagement of CD19 and FcgammaRIIb with Fc-
engineered antibodies. Molecular Immunology 45, 3926-3933. Así, se puede mejorar la eliminación de 15
complejos inmunitarios (Chu, S., et al., 2014: Accelerated Clearance of IgE In Chimpanzees Is Mediated By 
Xmab7195, An Fc-Engineered Antibody With Enhanced Affinity For Inhibitory Receptor FcγRIIb. Am J Respir 
Crit, American Thoracic Society International Conference Abstracts). En algunas realizaciones, los anticuerpos 
o los fragmentos de unión a antígeno de los mismos comprenden un resto Fc diseñado con las mutaciones 
S267E y L328F, en particular como se describe en Chu, S. Y. et al., 2008: Inhibition of B cell receptor-mediated 20
activation of primary human B cells by coengagement of CD19 and FcgammaRIIb with Fc-engineered 
antibodies. Molecular Immunology 45, 3926-3933.

En células B, FcγRIIB puede funcionar para suprimir la producción de inmunoglobulinas y el cambio de isotipo, 
por ejemplo, a la clase IgE. En macrófagos, se cree que FcγRIIB inhibe la fagocitosis mediada por FcγRIIA. En 
eosinófilos y mastocitos, la forma B puede ayudar a suprimir la activación de estas células a través de la unión 25
de IgE a su receptor separado.

Con respecto a la unión a FcγRI, la modificación en la IgG nativa de al menos uno de E233-G236, P238, D265, 
N297, A327 y P329 reduce la unión a FcγRI. Los residuos de IgG2 en las posiciones 233-236, sustituidos en 
las posiciones correspondientes IgG1 e IgG4, reducen la unión de IgG1 e IgG4 a FcγRI en 103 veces y eliminan 
la respuesta de los monocitos humanos a los glóbulos rojos sensibilizados con anticuerpos (Armour, K. L., et 30
al. Eur. J. Immunol. 29 (1999) 2613-2624).

Con respecto a la unión de FcγRII, se encuentra una unión reducida para FcγRIIA, por ejemplo, para la 
mutación de IgG de al menos uno de E233-G236, P238, D265, N297, A327, P329, D270, Q295, A327, R292 y 
K414.

Dos formas alélicas de FcγRIIA humano son la variante "H131", que se une a IgG1 Fc con alta afinidad y la 35
variante "R131", que se une a IgG1 Fc con baja afinidad. Véase, por ejemplo, Bruhns et al., Blood 113:3716-
3725 (2009).

Con respecto a la unión de FcγRIII, se encuentra una unión reducida a FcγRIIIA, por ejemplo, para la mutación 
de al menos uno de E233-G236, P238, D265, N297, A327, P329, D270, Q295, A327, S239, E269, E293, Y296, 
V303, A327, K338 y D376. El mapeo de los sitios de unión en IgG1 humana para receptores Fc, los sitios de 40
mutación mencionados anteriormente y los métodos para medir la unión a FcγRI y FcγRIIA, se describen en 
Shields, R. L., et al., J. Biol. Chem. 276 (2001) 6591-6604.

Dos formas alélicas de FcγRIIIA humano son la variante "F158", que se une a IgG1 Fc con baja afinidad, y la 
variante "V158", que se une a IgG1 Fc con alta afinidad. Véase, por ejemplo, Bruhns et al., Blood 113:3716-
3725 (2009).45

Con respecto a la unión a FcγRII, dos regiones de IgG Fc nativo parecen estar involucradas en las interacciones 
entre FcγRII e IgG, a saber (i) el sitio de bisagra inferior de IgG Fc, en particular los residuos de aminoácidos 
L, L, G, G (234 - 237, numeración EU), y (ii) la región adyacente del dominio CH2 de IgG Fc, en particular un 
bucle y hebras en el dominio CH2 superior adyacente a la región bisagra inferior, p. ej. en una región de P331 
(Wines, B.D., et al., J. Immunol. 2000; 164: 5313 - 5318). Además, FcγRI parece unirse al mismo sitio en IgG 50
Fc, mientras que FcRn y la Proteína A se unen a un sitio diferente en IgG Fc, que parece estar en la interfaz 
CH2-CH3 (Wines, B.D., et al., J. Immunol. 2000; 164: 5313 - 5318).

También se contemplan mutaciones que aumentan la afinidad de unión de un polipéptido Fc o fragmento del 
mismo de la presente descripción a un (es decir, uno o más) receptor Fcγ (por ejemplo, en comparación con 
un polipéptido Fc de referencia o un fragmento del mismo o que contiene el mismo que no comprenden la(s) 55
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mutación(es); por ejemplo, un polipéptido Fc de tipo salvaje o un fragmento del mismo (por ejemplo, del mismo 
isotipo que el polipéptido Fc o un fragmento del mismo que comprende la mutación o mutaciones) o un 
polipéptido Fc o un fragmento del mismo que por lo demás es idéntico o es esencialmente idéntico al polipéptido 
Fc o fragmento del mismo que comprende la mutación o mutaciones). Véase, por ejemplo, Delillo y Ravetch, 
Cell 161(5):1035-1045 (2015) y Ahmed et al., J. Struc. Biol. 194(1):78 (2016).5

En cualquiera de las realizaciones, el anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno puede comprender un 
polipéptido Fc o un fragmento del mismo que comprende una mutación seleccionada de G236A; S239D; A330L; 
y I332E; o una combinación que comprende dos o más de las mismas; por ejemplo, S239D/I332E; 
S239D/A330L/I332E; G236A/S239D/I332E; G236A/A330L/I332E (también denominada aquí "GAALIE"); o 
G236A/S239D/A330L/I332E. En algunas realizaciones, el polipéptido Fc o fragmento del mismo no comprende 10
S239D. En algunas realizaciones, el polipéptido Fc o fragmento del mismo comprende S en la posición 239.

En ciertas realizaciones, el polipéptido Fc o un fragmento del mismo puede comprender o consistir en al menos 
una parte de un polipéptido Fc o un fragmento del mismo que está implicado en la unión a la unión de FcRn. 
En determinadas realizaciones, el polipéptido Fc o el fragmento del mismo comprende una o más 
modificaciones de aminoácidos que mejoran la afinidad de unión (por ejemplo, aumentan la unión a) por FcRn 15
(por ejemplo a un pH de aproximadamente 6,0) y, en algunas realizaciones, extienden así la vida media in vivo
de una molécula que comprende el polipéptido Fc o un fragmento del mismo (p. ej. en comparación con un 
polipéptido Fc de referencia (p. ej. de tipo salvaje) o un fragmento del mismo o un anticuerpo que es por lo 
demás igual pero que no comprende la(s) modificación(es)). En ciertas realizaciones, el polipéptido Fc o el 
fragmento del mismo comprende o se deriva de un IgG Fc y una mutación que prolonga la vida media 20
comprende una cualquiera o más de: M428L; N434S; N434H; N434A; N434S; M252Y; S254T; T256E; T250Q; 
P257I; Q311I; D376V; T307A; E380A (numeración UE). En ciertas realizaciones, una mutación que prolonga 
la vida media comprende M428L/N434S (también denominada aquí "MLNS" o "LS"). En ciertas realizaciones, 
una mutación que prolonga la vida media comprende M252Y/S254T/T256E. En ciertas realizaciones, una 
mutación que prolonga la vida media comprende T250Q/M428L. En ciertas realizaciones, una mutación que 25
prolonga la vida media comprende P257I/Q311I. En ciertas realizaciones, una mutación que prolonga la vida 
media comprende P257I/N434H. En ciertas realizaciones, una mutación que prolonga la vida media comprende 
D376V/N434H. En ciertas realizaciones, una mutación que prolonga la vida media comprende 
T307A/E380A/N434A.

En algunas realizaciones, un anticuerpo o fragmento de unión a antígeno incluye un resto Fc que comprende 30
las mutaciones de sustitución M428L/N434S. En algunas realizaciones, un anticuerpo o fragmento de unión a 
antígeno incluye un polipéptido Fc o un fragmento del mismo que comprende las mutaciones de sustitución 
G236A/A330L/I332E. En ciertas realizaciones, un anticuerpo o fragmento de unión a antígeno incluye un resto 
Fc (p. ej. IgG) que comprende una mutación G236A, una mutación A330L y una mutación I332E (GAALIE), y 
no comprende una mutación S239D (p. ej. comprende un S nativo en la posición 239). En realizaciones 35
particulares, un anticuerpo o fragmento de unión a antígeno incluye un polipéptido Fc o un fragmento del mismo 
que comprende las mutaciones de sustitución: M428L/N434S y G236A/A330L/I332E, y opcionalmente no 
comprende S239D. En ciertas realizaciones, un anticuerpo o fragmento de unión a antígeno incluye un 
polipéptido Fc o un fragmento del mismo que comprende las mutaciones de sustitución: M428L/N434S y 
G236A/S239D/A330L/I332E.40

En ciertas realizaciones, el anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno comprende una mutación que altera 
la glicosilación, comprendiendo la mutación que altera la glicosilación N297A, N297Q o N297G, y/o el 
anticuerpo o fragmento de unión a antígeno está parcial o totalmente aglicosilado y/o está parcial o totalmente 
afucosilado. Se conocen líneas de células huésped y métodos para producir anticuerpos y fragmentos de unión 
a antígeno parcial o totalmente aglicosilados o parcial o totalmente afucosilados (véase, por ejemplo, la 45
publicación PCT Nº. WO 2016/181357; Suzuki et al. Clin. Cáncer Res. 13(6):1875-82 (2007); Huang et al. MAb 
6:1-12 (2018)).

En ciertas realizaciones, el anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno es capaz de provocar una protección 
continua in vivo en un sujeto incluso cuando no se pueden encontrar niveles detectables del anticuerpo o del 
fragmento de unión al antígeno en el sujeto (es decir, cuando el anticuerpo o el fragmento de unión al antígeno 50
el fragmento de unión se ha eliminado del sujeto después de la administración). Dicha protección se denomina 
aquí efecto vacunal. Sin desear limitarse a ninguna teoría, se cree que las células dendríticas pueden 
internalizar los complejos anticuerpo y antígeno y, posteriormente, inducir o contribuir a una respuesta 
inmunitaria endógena contra el antígeno. En ciertas realizaciones, un anticuerpo o fragmento de unión a 
antígeno comprende una o más modificaciones, tales como, por ejemplo, mutaciones en Fc que comprenden55
G236A, A330L e I332E, que son capaces de activar células dendríticas que pueden inducir, por ejemplo, 
inmunidad de células T al antígeno.
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En cualquiera de las realizaciones, el anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno comprende un polipéptido 
Fc o un fragmento del mismo, incluyendo un CH2 (o un fragmento del mismo), un CH3 (o un fragmento del 
mismo) o un CH2 y un CH3, donde CH2, CH3 o ambos pueden ser de cualquier isotipo y pueden contener 
sustituciones de aminoácidos u otras modificaciones en comparación con un CH2 o CH3 de tipo salvaje 
correspondiente, respectivamente. En ciertas realizaciones, un polipéptido Fc comprende dos polipéptidos 5
CH2-CH3 que se asocian para formar un dímero.

En cualquiera de las realizaciones, el anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno puede ser monoclonal. El 
término "anticuerpo monoclonal" (mAb), tal como se usa aquí, se refiere a un anticuerpo obtenido de una 
población de anticuerpos esencialmente homogéneos, es decir, los anticuerpos individuales que componen la 
población son idénticos excepto por posibles mutaciones naturales que pueden estar presentes, en algunos 10
casos en casos, en pequeño número. Los anticuerpos monoclonales son muy específicos y se dirigen contra 
un solo sitio antigénico. Además, a diferencia de las preparaciones de anticuerpos policlonales que incluyen 
diferentes anticuerpos dirigidos contra diferentes epítopos, cada anticuerpo monoclonal está dirigido contra un 
solo epítopo del antígeno. Además de su especificidad, los anticuerpos monoclonales son ventajosos porque 
pueden sintetizarse sin estar contaminados por otros anticuerpos. El término "monoclonal" no debe 15
interpretarse como que requiere la producción del anticuerpo mediante ningún método en particular. Por 
ejemplo, los anticuerpos monoclonales útiles en la presente invención pueden prepararse mediante la 
metodología de hibridoma descrita por primera vez por Kohler et al., Nature 256:495 (1975), o pueden 
prepararse utilizando métodos de ADN recombinante en células bacterianas, animales eucariotas o vegetales. 
(véase, por ejemplo, la patente US 4.816.567). Los anticuerpos monoclonales también pueden aislarse de 20
librerías de anticuerpos de fagos usando las técnicas descritas en Clackson et al., Nature, 352:624-628 (1991) 
y Marks et al., J. Mol. Biol., 222:581-597 (1991), por ejemplo. Los anticuerpos monoclonales también se pueden 
obtener usando los métodos descritos en la publicación PCT WO 2004/076677A2.

Los anticuerpos y los fragmentos de unión a antígeno de la presente descripción incluyen "anticuerpos 
quiméricos" en los que parte de la cadena pesada y/o ligera es idéntica u homóloga a las secuencias 25
correspondientes en anticuerpos derivados de una especie particular o que pertenecen a una clase o subclase 
de anticuerpo particular, mientras que el resto de la o las cadenas son idénticas u homólogas a las secuencias 
correspondientes en anticuerpos derivados de otra especie o que pertenecen a otra clase o subclase de 
anticuerpos, así como fragmentos de dichos anticuerpos, siempre que exhiban la actividad biológica deseada. 
(ver, US 4.816.567; 5.530.101 y 7.498.415; y Morrison y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81:6851-6855 (1984)).30
Por ejemplo, los anticuerpos quiméricos pueden comprender residuos humanos y no humanos. Además, los 
anticuerpos quiméricos pueden comprender residuos que no se encuentran en el anticuerpo receptor o en el 
anticuerpo donante. Estas modificaciones se realizan para perfeccionar aún más el rendimiento de los 
anticuerpos. Para más detalles, véase Jones et al., Nature 321:522-525 (1986); Riechmann y col., Nature 
332:323-329 (1988); y Presta, Curr. Op. Struct. Biol. 2:593-596 (1992). Los anticuerpos quiméricos también 35
incluyen anticuerpos primatizados y humanizados.

Generalmente se considera un "anticuerpo humanizado" como un anticuerpo humano que tiene uno o más 
residuos de aminoácidos introducidos en él desde una fuente que no es humana. Estos residuos de 
aminoácidos no humanos normalmente se toman de un dominio variable. La humanización puede realizarse 
siguiendo el método de Winter y col. (Jones et al., Nature, 321:522-525 (1986); Reichmann et al., Nature, 40
332:323-327 (1988); Verhoeyen et al., Science, 239:1534-1536 (1988)), sustituyendo secuencias variables no 
humanas por las secuencias correspondientes de un anticuerpo humano. Por consiguiente, dichos anticuerpos 
"humanizados" son anticuerpos quiméricos (patente US 4.816.567; 5.530.101 y 7.498.415) donde
esencialmente menos de un dominio variable humano intacto ha sido sustituido por la secuencia 
correspondiente de una especie no humana. En algunos casos, un anticuerpo "humanizado" es aquel producido 45
por una célula o animal no humano y comprende secuencias humanas, por ejemplo, dominios HC.

Un "anticuerpo humano" es un anticuerpo que contiene solo secuencias que están presentes en un anticuerpo 
producido por un ser humano. Sin embargo, tal como se usa aquí, los anticuerpos humanos pueden 
comprender residuos o modificaciones que no se encuentran en un anticuerpo humano natural (p. ej. un 
anticuerpo que se aísla de un ser humano), incluyendo aquellas modificaciones y secuencias variantes aquí 50
descritas. Típicamente se fabrican para refinar o mejorar aún más el rendimiento de los anticuerpos. En algunos 
casos, los anticuerpos humanos son producidos por animales transgénicos. Véase, por ejemplo, las patentes 
US 5.770.429; 6.596.541 y 7.049.426.

En ciertas realizaciones, el anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno es quimérico, humanizado o humano.

Polinucleótidos, vectores y células huésped55

En otro aspecto, la presente descripción proporciona polinucleótidos aislados, no contemplados en las 
reivindicaciones, que codifican los anticuerpos aquí descritos o un fragmento de unión a antígeno del mismo, 
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o parte de los mismos (por ejemplo un CDR, VH, VL, una cadena pesada o una cadena ligera). En ciertos 
aspectos, el polinucleótido tiene codones optimizados para la expresión en una célula huésped. Una vez que 
se conoce o identifica una secuencia de codificación, la optimización de codones se puede realizar usando 
técnicas y herramientas conocidas, por ejemplo la herramienta GenScript® OptimiumGene™ o Gene Synthesis 
by GeneArt® (ThermoFisher); véase también Scholten et al., Clin. Inmunol. 119:135, 2006). Las secuencias 5
con codones optimizados incluyen secuencias que están parcialmente optimizadas con codones (es decir, uno 
o una pluralidad de codones están optimizados para la expresión en la célula huésped) y aquellas que están 
completamente optimizadas con codones.

También se apreciará que los polinucleótidos que codifican anticuerpos y fragmentos de unión a antígeno de 
la presente descripción pueden poseer diferentes secuencias de nucleótidos mientras aún codifican un mismo 10
anticuerpo o fragmento de unión a antígeno debido, por ejemplo, a la degeneración del código genético, 
empalme y similares.

En ciertos aspectos, el polinucleótido comprende un polinucleótido que tiene al menos un 50 % (es decir, 50 
%, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % 
o 100 %) de identidad con la secuencia de polinucleótidos de acuerdo con una o más de las SEQ ID NO.:186-15
189, 191-192, 238, 247, 248-250, 254-255 y 257-262.

Se apreciará que, en ciertos aspectos, un polinucleótido que codifica un anticuerpo o fragmento de unión a 
antígeno está comprendido en un polinucleótido que incluye otras secuencias y/o características para, por 
ejemplo, la expresión del anticuerpo o del fragmento de unión a antígeno en una célula huésped. Ejemplos de 
características incluyen una secuencia promotora, una secuencia de poliadenilación, una secuencia que 20
codifica un péptido señal (p. ej. ubicado en el extremo N-terminal de una cadena pesada o ligera de un 
anticuerpo expresado). Por consiguiente, en algunos aspectos, un polinucleótido comprende además una 
secuencia de polinucleótidos que tiene al menos un 50 % de identidad con, comprende o consiste en la 
secuencia de polinucleótidos establecida en cualquiera de las SEQ ID NO.:251-253 y 263. En algunas 
realizaciones, un polinucleótido comprende una secuencia que codifica un péptido señal (también denominado 25
secuencia líder) que tiene al menos un 90 %, comprende o consiste en la secuencia de aminoácidos establecida 
en SEQ ID NO.:256 o SEQ ID NO.:264.

En cualquiera de los aspectos aquí descritos, el polinucleótido puede comprender ácido desoxirribonucleico 
(ADN) o ácido ribonucleico (ARN). En algunos aspectos, el ARN comprende ARN mensajero (ARNm).

También se proporcionan vectores, no contemplados en las reivindicaciones, donde los vectores comprenden 30
o contienen un polinucleótido como se describe aquí (p. ej. un polinucleótido que codifica un anticuerpo o 
fragmento de unión a antígeno que se une a SARS-CoV-2 ). Un vector puede comprender cualquiera o más de 
los vectores aquí descritos. En aspectos particulares, se proporciona un vector que comprende un constructo
plásmido de ADN que codifica el anticuerpo o el fragmento de unión al antígeno o parte del mismo (por ejemplo 
el denominado "DMAb"; véase, por ejemplo, Muthumani et al., J Infect Dis. 214(3):369-378 (2016); Muthumani 35
et al., Hum Vaccin Immunother 9:2253-2262 (2013)); Flingai et al., Sci Rep. 5:12616 (2015); y Elliott et al., NPJ 
Vaccines 18(2017). En ciertos aspectos, un constructo plásmido de ADN comprende un único marco de lectura 
abierto que codifica una cadena pesada y una cadena ligera (o VH y VL) del anticuerpo o fragmento de unión 
al antígeno, donde la secuencia que codifica la cadena pesada y la secuencia que codifica la cadena ligera 
están separadas opcionalmente por un polinucleótido que codifica un sitio de escisión de proteasa y/o por un 40
polinucleótido que codifica un péptido autoescindible. En algunos aspectos, los componentes sustituyentes del 
anticuerpo o fragmento de unión a antígeno están codificados por un polinucleótido comprendido en un único
plásmido. En otros aspectos, los componentes sustituyentes del anticuerpo o fragmento de unión a antígeno 
están codificados por un polinucleótido comprendido en dos o más plásmidos (p. ej. un primer plásmido 
comprende un polinucleótido que codifica una cadena pesada, VH o VH+CH y un segundo plásmido comprende 45
un polinucleótido que codifica la cadena ligera afín, VL o VL+CL). En determinados aspectos, un solo plásmido 
comprende un polinucleótido que codifica una cadena pesada y/o una cadena ligera de dos o más anticuerpos 
o fragmentos de unión a antígeno. Un ejemplo de vector de expresión es pVax1, disponible de Invitrogen®. Un 
plásmido de ADN de la presente descripción se puede administrar a un sujeto, por ejemplo mediante 
electroporación (p. ej. electroporación intramuscular) o mediante una formulación apropiada (p. ej. 50
hialuronidasa). En algunos aspectos, un vector comprende una secuencia de nucleótidos que codifica un 
péptido señal. El péptido señal puede estar presente o no (p. ej. se puede escindir enzimáticamente) en el 
anticuerpo o fragmento de unión a antígeno maduro. En ciertos aspectos, el péptido señal está codificado por 
una secuencia de nucleótidos como se establece en SEQ ID NO.:252 o SEQ ID NO.:263, y/o el péptido señal 
comprende o consiste en la secuencia de aminoácidos establecida en SEQ ID NO.:256 o SEQ ID NO.:264. En 55
algunos aspectos, un vector de la presente descripción comprende una secuencia señal de poliadenilación. En 
ciertos aspectos, la secuencia señal de poliadenilación comprende o consiste en la secuencia de nucleótidos 
establecida en la SEQ ID NO.:253.
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En algunos aspectos, un vector de la presente descripción comprende un promotor CMV. En ciertos aspectos, 
el promotor comprende o consiste en la secuencia de nucleótidos establecida en la SEQ ID NO.:251.

El anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno según la presente descripción puede ser expresado en una 
célula huésped, la cual comprende o contiene un vector o polinucleótido según la presente descripción.

Ejemplos de tales células incluyen, pero no se limitan a, células eucariotas, por ejemplo células de levadura, 5
células animales, células de insectos, células vegetales; y células procarióticas, incluyendo E. coli. En algunos 
aspectos, las células son células de mamífero. En ciertos de tales aspectos, las células son una línea celular 
de mamífero, tal como células CHO (p. ej. células DHFR-CHO (Urlaub et al., PNAS 77:4216 (1980)), células 
de riñón embrionario humano (p. ej. células HEK293T), células PER.C6, células Y0, células Sp2/0, células NS0, 
células hepáticas humanas, p. ej. células Hepa RG, células de mieloma o células de hibridoma. Otros ejemplos 10
de líneas de células huésped de mamífero incluyen células de sertoli de ratón (p. ej. células TM4); línea CV1 
de riñón de mono transformada por SV40 (COS-7); células de riñón de cría de hámster (BHK); células de riñón 
de mono verde africano (VERO-76); células de riñón de mono (CV1); células de carcinoma cervical humano 
(HELA); células de pulmón humano (W138); células hepáticas humanas (Hep G2); células de riñón canino 
(MDCK; células de hígado de rata de búfalo (BRL 3A); tumor mamario de ratón (MMT 060562); células TRI; 15
células MRC 5; y células FS4. Las líneas de células huésped de mamífero adecuadas para la producción de 
anticuerpos también incluyen las descritas, por ejemplo, en Yazaki y Wu, Methods in Molecular Biology, vol. 
248 (B. K. C. Lo, ed., Humana Press, Totowa, N.J.), pp. 255-268 (2003).

En ciertos aspectos, una célula huésped es una célula procariótica, tal como E. coli. La expresión de péptidos 
en células procarióticas tales como E. coli está bien establecida (véase, por ejemplo, Pluckthun, A. 20
Bio/Technology 9:545-551 (1991). Por ejemplo, se pueden producir anticuerpos en bacterias, en particular 
cuando no se necesita la glicosilación y la función efectora Fc. Para la expresión de fragmentos de anticuerpos 
y polipéptidos en bacterias, véase, por ejemplo, las patentes US 5.648.237, 5.789.199 y 5.840.523.

En aspectos particulares, la célula puede transfectarse con un vector según la presente descripción con un 
vector de expresión. El término "transfección" se refiere a la introducción de moléculas de ácido nucleico, como 25
moléculas de ADN o ARN (por ejemplo ARNm), en células, tal como en células eucariotas. En el contexto de 
la presente descripción, el término "transfección" abarca cualquier método conocido por el experto en la materia 
para introducir moléculas de ácido nucleico en células, como en células eucariotas, incluyendo células de 
mamífero. Dichos métodos abarcan, por ejemplo, electroporación, lipofección, por ejemplo basada en lípidos 
catiónicos y/o liposomas, precipitación con fosfato de calcio, transfección basada en nanopartículas, 30
transfección basada en virus o transfección basada en polímeros catiónicos, como DEAE-dextrano o 
polietilenimina, etc. En ciertos aspectos, la introducción no es viral.

Además, las células huésped de la presente descripción pueden transfectarse de manera estable o transitoria 
con un vector de acuerdo con la presente descripción, p. ej, para expresar un anticuerpo o un fragmento de 
unión a antígeno del mismo, según la presente descripción. En estos aspectos, las células pueden transfectarse 35
de manera estable con el vector tal como se describe aquí. Alternativamente, las células pueden transfectarse 
transitoriamente con un vector según la presente descripción que codifica un anticuerpo o fragmento de unión 
a antígeno como se describe aquí. En cualquiera de los aspectos aquí descritos, un polinucleótido puede ser 
heterólogo para la célula huésped.

El anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno de la presente descripción puede expresarse de forma 40
heteróloga mediante células huésped recombinantes. Por ejemplo, la célula puede ser de una especie diferente 
a la especie de la que se obtuvo total o parcialmente el anticuerpo (por ejemplo células CHO que expresan un 
anticuerpo humano o un anticuerpo humano modificado). En algunos aspectos, el tipo de célula huésped no 
expresa el anticuerpo o el fragmento de unión al antígeno en la naturaleza. Además, la célula huésped puede 
impartir una modificación postraduccional (PTM; p. ej. glicocilación o fucosilación) al anticuerpo o fragmento de 45
unión al antígeno que no está presente en un estado nativo del anticuerpo o fragmento de unión al antígeno (o 
en un estado nativo de un anticuerpo parental a partir del cual se diseñó o derivó el anticuerpo o el fragmento 
de unión al antígeno). Tal PTM puede dar como resultado una diferencia funcional (p. ej. inmunogenicidad 
reducida). Así, un anticuerpo o fragmento de unión a antígeno de la presente descripción que es producido por 
una célula huésped como se describe aquí puede incluir una o más modificaciones postraduccionales que son 50
distintas del anticuerpo (o anticuerpo original) en su estado nativo (por ejemplo un anticuerpo humano 
producido por una célula CHO puede comprender una modificación más postraduccional que es distinta del 
anticuerpo cuando se aísla del ser humano y/o es producido por la célula B o célula plasmática humana nativa).

Células de insecto útiles que expresan una proteína de unión de la presente descripción son conocidas en la 
técnica e incluyen, por ejemplo, células de Spodoptera frugipera Sf9, células Trichoplusia ni BTI-TN5B1-4 y 55
células Spodoptera frugipera SfSWT01 "Mimic™".Véase, por ejemplo, Palmberger et al., J. Biotechnol. 153(3-
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4): 160-166 (2011). Se han identificado numerosas cepas de baculovirus que pueden usarse junto con células 
de insectos, en particular para la transfección de células de Spodoptera frugiperda.

Los microbios eucariotas, tales como hongos filamentosos o levaduras, también son huéspedes adecuados 
para la clonación o la expresión de vectores que codifican proteínas, e incluyen cepas de hongos y levaduras 
con vías de glicosilación "humanizadas", lo que resulta en la producción de un anticuerpo con un patrón de 5
glicosilación parcial o totalmente humano. Véase Gerngross, Nat. Biotech. 22:1409-1414 (2004); Li y col., Nat. 
Biotech. 24:210-215 (2006).

Las células vegetales también se pueden utilizar como huéspedes para expresar una proteína de unión de la 
presente descripción. Por ejemplo, la tecnología PLANTIBODIES™ (descrita, por ejemplo, en las patentes US
5.959.177; 6.040.498; 6.420.548; 7.125.978; y 6.417.429) emplea plantas transgénicas para producir 10
anticuerpos.

En ciertos aspectos, la célula huésped comprende una célula de mamífero. En aspectos particulares, la célula 
huésped es una célula CHO, una célula HEK293, una célula PER.C6, una célula Y0, una célula Sp2/0, una 
célula NS0, una célula de hígado humano, una célula de mieloma o una célula de hibridoma.

El anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno se puede producir por métodos que comprenden cultivar una 15
célula huésped de la presente descripción en condiciones y durante un tiempo suficiente para producir el 
anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno. A modo de ejemplo, métodos útiles para aislar y purificar 
anticuerpos producidos de forma recombinante pueden incluir la obtención de sobrenadantes de sistemas de 
células huésped/vectores adecuados que secretan el anticuerpo recombinante en medios de cultivo y luego 
concentrar los medios usando un filtro disponible comercialmente. Después de concentración, el concentrado 20
se puede aplicar a una única matriz de purificación adecuada o a una serie de matrices adecuadas, como una 
matriz de afinidad o una resina de intercambio iónico. Se pueden emplear uno o más pasos de HPLC de fase 
inversa para purificar adicionalmente un polipéptido recombinante. Estos métodos de purificación también 
pueden emplearse cuando se aísla un inmunógeno de su entorno natural. Los métodos para la producción a 
gran escala de uno o más de los anticuerpos aislados/recombinantes aquí descritos incluyen el cultivo celular 25
por lotes, que se monitoriza y controla para mantener las condiciones de cultivo adecuadas. La purificación de 
anticuerpos solubles se puede realizar de acuerdo con los métodos aquí descritos y conocidos en la técnica y 
que cumplen con las leyes y directrices de las agencias reguladoras nacionales y extranjeras.

Composiciones

Los anticuerpos y los fragmentos de unión a antígeno aquí descritos pueden estar comprendidos en una 30
composición, pudiendo comprender además la vehículos, excipientes o diluyentes farmacéuticamente 
aceptables. Los vehículos, excipientes y diluyentes se analizan con mayor detalle en este documento.

En ciertos aspectos, una composición comprende una pluralidad de un anticuerpo y/o un fragmento de unión a 
antígeno donde uno o más anticuerpos o fragmentos de unión a antígeno no comprenden un residuo de lisina 
en el extremo C-terminal de la cadena pesada, CH1-CH3 o el polipéptido Fc, y donde uno o más anticuerpos 35
o fragmentos de unión a antígeno comprenden un residuo de lisina en el extremo C-terminal de la cadena 
pesada, CH1-CH3 o polipéptido Fc. En algunos aspectos, una composición comprende un anticuerpo o un 
fragmento de unión a antígeno del mismo que comprende la secuencia de aminoácidos establecida en las SEQ 
ID NO.:173, SEQ ID NO.:175, SEQ ID NO.:265 o SEQ ID NO.:266.

En determinados aspectos, una composición comprende dos o más anticuerpos o fragmentos de unión a 40
antígeno diferentes. En ciertos aspectos, los anticuerpos o los fragmentos de unión a antígeno que se van a 
usar en una combinación tienen cada uno independientemente una o más de las siguientes características: 
neutralizan las variantes de SARS-CoV-2 de origen natural; no compiten entre sí por la unión a la proteína 
Spike; se unen a distintos epítopos de la proteína Spike; tienen una formación reducida de resistencia al SARS-
CoV-2 ; cuando están en combinación, tienen una formación reducida de resistencia al SARS-CoV-2 ; 45
neutralizan potencialmente el virus SARS-CoV-2 vivo; exhiben efectos aditivos o sinérgicos en la neutralización 
del virus SARS-CoV-2 vivo cuando se usa en combinación; exhibe funciones efectoras; son protectoras en 
modelos animales relevantes de infección; son capaces de ser producidos en cantidades suficientes para la 
producción a gran escala.

En otros aspectos, una composición es capaz de neutralizar una infección por SARS-CoV-2 o por un virus 50
pseudotipado con SARS-CoV-2 con una IC50 de 0,07 a 0,08 µg/ml.
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A continuación, las referencias a métodos de tratamiento mediante métodos terapéuticos o diagnósticos in vivo
tal como los aquí descritos más abajo en esta sección, se interpretan como referencias al anticuerpo o al 
fragmento de unión a antígeno tal como se define en las reivindicaciones y a medicamentos respectivos para 
su uso en tales métodos.

También se proporcionan aquí métodos para el uso de un anticuerpo o fragmento de unión a antígeno de la 5
presente descripción para el diagnóstico de SARS-CoV-2 (p. ej. en un sujeto humano o en una muestra 
obtenida de un sujeto humano).

Los métodos de diagnóstico in vitro o ex vivo pueden incluir poner en contacto un anticuerpo, un fragmento de 
anticuerpo (p. ej. un fragmento de unión a antígeno) con una muestra. Dichas muestras pueden aislarse de un 
sujeto, por ejemplo, una muestra de tejido aislada tomada de, por ejemplo, fosas nasales, cavidades sinusales, 10
glándulas salivales, pulmón, hígado, páncreas, riñón, oído, ojo, placenta, tubo digestivo, corazón, ovarios, 
pituitaria, suprarrenales, tiroides, cerebro, piel o sangre. Los métodos de diagnóstico también pueden incluir la 
detección de un complejo antígeno/anticuerpo, en particular después del contacto de un anticuerpo o fragmento 
de anticuerpo con una muestra. Tal paso de detección se puede realizar en el banco, es decir, sin ningún 
contacto con el cuerpo humano o animal. Ejemplos de métodos de detección son bien conocidos por los 15
expertos en la técnica e incluyen, por ejemplo, ELISA (ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas), que incluye 
ELISA directo, indirecto y tipo sándwich.

También se proporcionan aquí métodos para tratar a un sujeto usando un anticuerpo o un fragmento de unión 
a antígeno de la presente descripción, o una composición que lo comprende, donde el sujeto tiene, se cree que 
tiene o está en riesgo de tener una infección por SARS- CoV-2. "Tratar", "tratamiento" o "mejora" se refiere al 20
manejo médico de una enfermedad, trastorno o condición de un sujeto (por ejemplo un mamífero humano o no 
humano, como un primate, caballo, gato, perro, cabra, ratón o rata). En general, una dosis o régimen de 
tratamiento apropiado que comprende un anticuerpo o una composición de la presente descripción se 
administra en una cantidad suficiente para obtener un beneficio terapéutico o profiláctico. El beneficio 
terapéutico o profiláctico/preventivo incluye mejores resultados clínicos; disminución o alivio de los síntomas 25
asociados con una enfermedad; disminución de la aparición de síntomas; mejor calidad de vida; estado libre 
de enfermedad por más tiempo; disminución de la extensión de la enfermedad, estabilización del estado de la 
enfermedad; retraso o prevención de la progresión de la enfermedad; remisión; supervivencia; supervivencia 
prolongada; o cualquier combinación de éstos. En ciertos aspectos, el beneficio terapéutico o 
profiláctico/preventivo incluye la reducción o prevención de la hospitalización para el tratamiento de una 30
infección por SARS-CoV-2 (es decir, de manera estadísticamente significativa). En ciertos aspectos, el 
beneficio terapéutico o profiláctico/preventivo incluye una duración reducida de la hospitalización para el 
tratamiento de una infección por SARS-CoV-2 (es decir, de manera estadísticamente significativa). En ciertos 
aspectos, el beneficio terapéutico o profiláctico/preventivo incluye una necesidad reducida o anulada de 
intervención respiratoria, tal como intubación y/o el uso de un dispositivo de respiración. En ciertos aspectos, 35
el beneficio terapéutico o profiláctico/preventivo incluye revertir una patología de enfermedad en etapa tardía 
y/o reducir la mortalidad.

Una "cantidad terapéuticamente eficaz" o "cantidad eficaz" de un anticuerpo, fragmento de unión a antígeno, 
polinucleótido, vector, célula huésped o composición de esta descripción se refiere a una cantidad de la 
composición o molécula suficiente para producir un efecto terapéutico, que incluye resultado clínico mejorado; 40
disminución o alivio de los síntomas asociados con una enfermedad; disminución de la aparición de síntomas; 
mejor calidad de vida; estado libre de enfermedad por más tiempo; disminución de la extensión de la 
enfermedad, estabilización del estado de la enfermedad; retraso de la progresión de la enfermedad; remisión; 
supervivencia; o supervivencia prolongada de manera estadísticamente significativa. Cuando se hace 
referencia a un ingrediente activo individual, administrado solo, una cantidad terapéuticamente eficaz se refiere 45
a los efectos de ese ingrediente o célula que expresa ese ingrediente solo. Cuando se hace referencia a una 
combinación, una cantidad terapéuticamente eficaz se refiere a las cantidades combinadas de ingredientes 
activos o ingrediente activo complementario combinado con una célula que expresa un ingrediente activo que 
da como resultado un efecto terapéutico, ya sea se administre en serie, secuencial o simultáneamente. Una 
combinación puede comprender, por ejemplo, dos anticuerpos diferentes que se unen específicamente a un 50
antígeno del SARS-CoV-2, que en ciertos aspectos, puede ser el mismo o diferente antígeno del coronavirus 
de Wuhan y/o puede comprender epítopos iguales o diferentes.

Por consiguiente, en ciertos aspectos, se proporcionan métodos para tratar una infección por SARS-CoV-2 en 
un sujeto, comprendiendo los métodos administrar al sujeto una cantidad eficaz de un anticuerpo, fragmento 
de unión a antígeno, polinucleótido, vector, célula huésped o composición tal como se describen aquí.55

Los sujetos que pueden ser tratados por la presente descripción son, en general, sujetos humanos y otros 
primates, tales como monos y simios para fines de medicina veterinaria. Otros organismos modelo, tales como 
ratones y ratas, también pueden tratarse de acuerdo con la presente descripción. En cualquiera de los aspectos 

E21159353
30-08-2023ES 2 954 629 T3

Métodos y usos



37

antes mencionados, el sujeto puede ser un sujeto humano. Los sujetos pueden ser hombres o mujeres y 
pueden tener cualquier edad adecuada, incluidos sujetos lactantes, juveniles, adolescentes, adultos y 
geriátricos.

Se cree que varios criterios contribuyen al alto riesgo de síntomas graves o muerte asociados con una infección 
por SARS CoV-2. Estos incluyen, entre otros, edad, ocupación, salud general, condiciones de salud 5
preexistentes y hábitos de estilo de vida. En algunos aspectos, un sujeto tratado según la presente descripción
comprende uno o más factores de riesgo.

En ciertos aspectos, un sujeto humano tratado de acuerdo con la presente descripción es un bebé, un niño, un 
adulto joven, un adulto de mediana edad o una persona mayor. En ciertos aspectos, un sujeto humano tratado 
de acuerdo con la presente descripción tiene menos de 1 año o tiene de 1 a 5 años o tiene entre 5 y 125 años 10
(por ejemplo, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 105, 110, 115 o 125 
años de edad, incluidas todas y cada una de las edades intermedias). En ciertos aspectos, un sujeto humano 
tratado de acuerdo con la presente descripción tiene de 0 a 19 años, de 20 a 44 años, de 45 a 54 años, de 55 
a 64 años, de 65 a 74 años, de 75 a 84 años u 85 años de edad, o más. Se cree que las personas de mediana 
edad y especialmente las de edad avanzada corren un riesgo particular. En aspectos particulares, el sujeto 15
humano tiene 45-54 años, 55-64 años, 65-74 años, 75-84 años u 85 años o más. En algunos aspectos, el sujeto 
humano es un hombre. En algunos aspectos, el sujeto humano es una mujer.

En ciertos aspectos, un sujeto humano tratado de acuerdo con la presente descripción es un residente de un 
hogar de ancianos o una residencia de atención a largo plazo, es un trabajador de cuidados paliativos, es un 
proveedor de atención médica o un trabajador de atención médica, es un socorrista, es un miembro de la 20
familia. miembro u otro contacto cercano de un sujeto diagnosticado o sospechoso de tener una infección por 
SARS-CoV-2, tiene sobrepeso o es clínicamente obeso, es o ha sido fumador, tiene o ha tenido enfermedad 
pulmonar obstructiva crónica (EPOC), es asmático (p. ej. tiene asma de moderada a grave), tiene una 
enfermedad o afección autoinmune (p. ej. diabetes) y/o tiene un sistema inmunitario debilitado o debilitado (p. 
ej. debido a una infección por SIDA/VIH, un cáncer como el de sangre, una terapia inmunodepresora como 25
quimioterapia, un trasplante de médula ósea o de órganos, o una condición inmunitaria genética), tiene una 
enfermedad hepática crónica, tiene una enfermedad cardiovascular, tiene un defecto pulmonar o cardíaco, 
trabaja o pasa tiempo en estrecha proximidad con otras personas, como en una fábrica, una central de envío, 
un entorno hospitalario o similar.

En ciertos aspectos, un sujeto tratado de acuerdo con la presente descripción ha recibido una vacuna para el 30
SARS-CoV-2 y se determina que la vacuna es ineficaz, por ejemplo debido a infección o síntomas posteriores 
a la vacuna en el sujeto, por diagnóstico clínico o científico o criterios regulatorios.

En ciertos aspectos, el tratamiento se administra como profilaxis periexposición. En determinados aspectos, el 
tratamiento se administra a un sujeto con una enfermedad de leve a moderada, que puede ser en un entorno 
ambulatorio. En ciertos aspectos, el tratamiento se administra a un sujeto con una enfermedad de moderada a 35
grave, por ejemplo que requiere hospitalización.

Las vías típicas de administración de las composiciones aquí descritas incluyen así, sin limitación, la vía oral, 
tópica, transdérmica, por inhalación, parenteral, sublingual, bucal, rectal, vaginal e intranasal. El término 
"parenteral", tal como se usa aquí, incluye inyecciones subcutáneas, inyección intravenosa, intramuscular, 
intraesternal o técnicas de infusión. En ciertos aspectos, la administración comprende la administración por una 40
vía seleccionada de oral, intravenosa, parenteral, intragástrica, intrapleural, intrapulmonar, intrarrectal, 
intradérmica, intraperitoneal, intratumoral, subcutánea, tópica, transdérmica, intracisternal, intratecal, intranasal 
e intramuscular. En aspectos particulares, un método comprende administrar vía oral el anticuerpo, el 
fragmento de unión a antígeno, el polinucleótido, el vector, la célula huésped o la composición al sujeto.

Las composiciones farmacéuticas se pueden formular para permitir que los ingredientes activos contenidos en 45
ellas estén biodisponibles tras la administración de la composición a un paciente. Las composiciones que se 
administrarán a un sujeto o paciente pueden estar en forma de una o más unidades de dosificación, donde, por 
ejemplo, una tableta puede ser una unidad de dosificación única, y un contenedor de un anticuerpo o fragmento 
de unión a antígeno como se describe aquí, en aerosol, puede contener una pluralidad de unidades de 
dosificación. Los métodos reales para preparar dichas formas de dosificación son conocidos o serán evidentes 50
para los expertos en la técnica; véase, por ejemplo, Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 20ª
Edición (Philadelphia College of Pharmacy and Science, 2000). La composición que se administrará, en 
cualquier caso, contendrá una cantidad eficaz de un anticuerpo o de un fragmento de unión a antígeno, 
polinucleótido, vector, célula huésped o composición de la presente descripción para el tratamiento de una 
enfermedad o afección de interés de acuerdo con las enseñanzas aquí contenidas.55
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Una composición puede estar en forma de un sólido o líquido. En algunos aspectos, el o los vehículos son 
particulados, de modo que las composiciones están, por ejemplo, en forma de tabletas o polvo. El o los 
vehículos pueden ser líquidos, siendo las composiciones, por ejemplo, un aceite oral, un líquido inyectable o 
un aerosol, que es útil, por ejemplo, en la administración por inhalación. Cuando se destina a la administración 
oral, la composición farmacéutica se encuentra preferentemente en forma sólida o líquida, donde las formas 5
semisólida, semilíquida, en suspensión y en gel se incluyen dentro de las formas consideradas aquí como 
sólidas o líquidas.

Como composición sólida para la administración oral, la composición farmacéutica se puede formular en forma 
de polvo, gránulos, tableta comprimida, píldora, cápsula, goma de mascar u oblea. Tales composiciones sólidas
contendrán típicamente uno o más diluyentes inertes o vehículos comestibles. Además, pueden estar presentes 10
uno o más de los siguientes: aglutinantes como carboximetilcelulosa, etilcelulosa, celulosa microcristalina, 
goma tragacanto o gelatina; excipientes como almidón, lactosa o dextrinas, agentes disgregantes como ácido 
algínico, alginato de sodio, Primogel, almidón de maíz y similares; lubricantes como estearato de magnesio o 
Sterotex; deslizantes como dióxido de silicio coloidal; agentes edulcorantes como sacarosa o sacarina; un 
agente aromatizante como menta, salicilato de metilo o aroma de naranja; y un agente colorante. Cuando la 15
composición está en forma de cápsula, por ejemplo, una cápsula de gelatina puede contener, además de los 
materiales del tipo anterior, un vehículo líquido tal como polietilenglicol o aceite.

La composición puede estar en forma de líquido, por ejemplo elixir, jarabe, solución, emulsión o suspensión. El 
líquido puede ser para la administración oral o para el suministro por inyección, como dos ejemplos. Cuando 
están destinadas a la administración oral, las composiciones preferidas contienen, además de los presentes 20
compuestos, uno o más de un agente edulcorante, conservantes, tinte/colorante y potenciador del sabor. En 
una composición destinada a ser administrada por inyección se puede incluir uno o más de un tensioactivo, 
conservante, agente humectante, agente dispersante, agente de suspensión, tampón, estabilizador y agente 
isotónico.

Las composiciones farmacéuticas líquidas, ya sean soluciones, suspensiones u otra forma similar, pueden 25
incluir uno o más de los siguientes adyuvantes: diluyentes estériles como agua para inyección, solución salina, 
preferiblemente solución salina fisiológica, solución de Ringer, cloruro de sodio isotónico, aceites fijos como 
como mono o diglicéridos sintéticos que pueden servir como disolvente o medio de suspensión, 
polietilenglicoles, glicerina, propilenglicol u otros disolventes; agentes antibacterianos como alcohol bencílico o 
metilparabeno; antioxidantes como ácido ascórbico o bisulfito de sodio; agentes quelantes como ácido 30
etilendiaminotetraacético; tampones como acetatos, citratos o fosfatos y agentes para el ajuste de la tonicidad 
tales como cloruro de sodio o dextrosa. La preparación parenteral se puede encerrar en ampollas, jeringas 
desechables o viales multi dosis hechos de vidrio o plástico. La solución salina fisiológica es un adyuvante 
preferido. Una composición farmacéutica inyectable es preferiblemente estéril.

Una composición líquida destinada a la administración parenteral u oral debe contener una cantidad de 35
anticuerpo o fragmento de unión a antígeno como se describe aquí de manera que se obtenga una dosificación 
adecuada. Normalmente, esta cantidad es al menos el 0,01 % del anticuerpo o del fragmento de unión a 
antígeno en la composición. Cuando está destinado a la administración oral, esta cantidad puede variar entre 
el 0,1 y aproximadamente el 70 % del peso de la composición. Ciertas composiciones farmacéuticas orales 
contienen entre aproximadamente el 4 % y aproximadamente el 75 % del anticuerpo o fragmento de unión al 40
antígeno. Las composiciones y preparaciones farmacéuticas se preparan de modo que una unidad de 
dosificación parenteral contenga entre 0,01 y 10 % en peso de anticuerpo o fragmento de unión a antígeno 
antes de la dilución.

La composición puede estar destinada a la administración tópica, en cuyo caso el vehículo puede comprender 
adecuadamente una base de solución, emulsión, ungüento o gel. La base, por ejemplo, puede comprender uno 45
o más de los siguientes: vaselina, lanolina, polietilenglicoles, cera de abeja, aceite mineral, diluyentes como 
agua y alcohol, y emulsionantes y estabilizantes. Los agentes espesantes pueden estar presentes en una 
composición para la administración tópica. Si está destinada a la administración transdérmica, la composición 
puede incluir un parche transdérmico o un dispositivo de iontoforesis. La composición farmacéutica puede estar 
destinada a la administración rectal, en forma, por ejemplo, de supositorio, que se derretirá en el recto y liberará 50
el fármaco. La composición para administración rectal puede contener una base oleosa como excipiente no 
irritante adecuado. Tales bases incluyen, sin limitación, lanolina, manteca de cacao y polietilenglicol.

Una composición puede incluir diversos materiales que modifican la forma física de una unidad de dosificación 
sólida o líquida. Por ejemplo, la composición puede incluir materiales que formen una cubierta de revestimiento 
alrededor de los ingredientes activos. Los materiales que forman la cubierta de revestimiento son normalmente 55
inertes y pueden seleccionarse, por ejemplo, entre azúcares, goma laca y otros agentes de revestimiento 
entérico. Alternativamente, los ingredientes activos pueden encerrarse en una cápsula de gelatina. La 
composición en forma sólida o líquida puede incluir un agente que se une al anticuerpo o fragmento de unión 
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a antígeno de la descripción y, por tanto, ayuda en la administración del compuesto. Agentes adecuados que 
pueden actuar con esta capacidad incluyen anticuerpos monoclonales o policlonales, una o más proteínas o 
un liposoma. La composición puede consistir esencialmente en unidades de dosificación que pueden 
administrarse en forma de aerosol. El término aerosol se usa para denotar una variedad de sistemas que van 
desde aquellos de naturaleza coloidal hasta sistemas que consisten en paquetes presurizados. El suministro 5
puede ser mediante un gas licuado o comprimido o por un sistema de bomba adecuado que dispensa los 
ingredientes activos. Los aerosoles pueden administrarse en sistemas monofásicos, bifásicos o trifásicos para 
administrar los ingredientes activos. El suministro del aerosol incluye el contenedor, los activadores, las 
válvulas, los subcontenedores y similares necesarios, que juntos pueden formar un kit. El experto medio en la 
técnica, sin excesiva experimentación, puede determinar los aerosoles preferidos.10

Se entenderá que las composiciones de la presente descripción también abarcan moléculas transportadoras 
para polinucleótidos, como se describe aquí (p. ej. nanopartículas lipídicas, plataformas de administración a 
nanoescala y similares).

Las composiciones farmacéuticas se pueden preparar mediante una metodología bien conocida en la técnica 
farmacéutica. Por ejemplo, una composición destinada a ser administrada por inyección se puede preparar 15
combinando una composición que comprende un anticuerpo, un fragmento del mismo que se une al antígeno 
o un conjugado de anticuerpo como se describe aquí y, opcionalmente, una o más sales, tampones y/o 
estabilizadores, con agua destilada estéril hasta formar una solución. Puede añadirse un tensioactivo para 
facilitar la formación de una solución o suspensión homogénea. Los tensioactivos son compuestos que 
interactúan de forma no covalente con la composición peptídica para facilitar la disolución o suspensión20
homogénea del anticuerpo o fragmento de unión a antígeno del mismo en el sistema de suministro acuoso.

En general, una dosis y un régimen de tratamiento apropiados proporcionan la(s) composición(es) en una 
cantidad suficiente para un beneficio terapéutico y/o profiláctico (tal como se describe aquí, incluyendo un 
resultado clínico mejorado (p. ej. una disminución en la frecuencia, duración o gravedad) de diarrea o 
deshidratación asociada o inflamación, o una mayor supervivencia libre de enfermedad y/o general, o una 25
disminución de la gravedad de los síntomas). Para uso profiláctico, una dosis debe ser suficiente para prevenir, 
retrasar el inicio o disminuir la gravedad de una enfermedad asociada con una enfermedad o trastorno. El 
beneficio profiláctico de las composiciones administradas según los métodos aquí descritos se puede 
determinar realizando estudios preclínicos (incluyendo estudios en animales in vitro e in vivo) y clínicos y 
analizando los datos obtenidos de los mismos mediante métodos y técnicas estadísticos, biológicos y clínicos 30
apropiados, todo lo cual puede ser practicado fácilmente por un experto en la materia.

Las composiciones se administran en una cantidad eficaz (por ejemplo, para tratar una infección por SARS-
CoV-2 ), que variará dependiendo de diversos factores, incluyendo la actividad del compuesto específico 
empleado; la estabilidad metabólica y la duración de la acción del compuesto; la edad, el peso corporal, la 
salud general, el sexo y la dieta del sujeto; el modo y tiempo de administración; la tasa de excreción; la 35
combinación de drogas; la gravedad del trastorno o condición en particular; y el sujeto sometido a terapia. En 
ciertos aspectos, después de la administración de la terapia de acuerdo con las formulaciones y métodos de 
esta descripción, los sujetos de ensayo exhibirán una reducción del 10 % hasta el 99 % en uno o más síntomas 
asociados con la enfermedad o trastorno que se está tratando en comparación con los tratados con placebo u 
otros sujetos de control adecuados.40

Generalmente, una dosis diaria terapéuticamente eficaz de un anticuerpo o fragmento de unión a antígeno es 
(para un mamífero de 70 kg) de 0,001 mg/kg (es decir, 0,07 mg) a 100 mg/kg (es decir, 7,0 g); preferiblemente, 
una dosis terapéuticamente eficaz es (para un mamífero de 70 kg) de 0,01 mg/kg (es decir, 0,7 mg) a 50 mg/kg 
(es decir, 3,5 g); más preferiblemente, una dosis terapéuticamente eficaz es (para un mamífero de 70 kg) de 1 
mg/kg (es decir, 70 mg) a 25 mg/kg (es decir, 1,75 g). Para polinucleótidos, vectores, células huésped y 45
composiciones de la presente descripción, una dosis terapéuticamente eficaz puede ser diferente que para un 
anticuerpo o fragmento de unión a antígeno.

En ciertos aspectos, un método comprende administrar el anticuerpo, el fragmento de unión a antígeno, el 
polinucleótido, el vector, la célula huésped o la composición al sujeto 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 veces o más.

En ciertos aspectos, un método comprende administrar el anticuerpo, el fragmento de unión a antígeno o la 50
composición al sujeto una pluralidad de veces, donde se realiza una segunda o sucesiva administración a las 
6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 24, 48, 74, 96 horas o más después de una primera o anterior administración, 
respectivamente.

En determinados aspectos, un método comprende administrar el anticuerpo, el fragmento de unión a antígeno, 
el polinucleótido, el vector, la célula huésped o la composición al menos una vez antes de que el sujeto se 55
infecte con SARS-CoV-2.
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Las composiciones que comprenden un anticuerpo, un fragmento de unión a antígeno, un polinucleótido, un 
vector, una célula huésped o una composición de la presente descripción también pueden administrarse 
simultáneamente, antes o después de la administración de uno o más agentes terapéuticos. Esta terapia de 
combinación puede incluir la administración de una formulación de dosificación farmacéutica única que contiene 
un compuesto de la invención y uno o más agentes activos adicionales, así como la administración de 5
composiciones que comprenden un anticuerpo o fragmento de unión a antígeno de la descripción y cada agente 
activo en su propia formulación de dosificación separada. Por ejemplo, un anticuerpo o fragmento de unión a 
antígeno del mismo como se describe aquí y el otro agente activo pueden administrarse al paciente juntos en 
una única composición de dosificación oral, como una tableta o cápsula, o cada agente puede administrarse 
en formulaciones de dosificación orales separadas. De manera similar, un anticuerpo o fragmento de unión a 10
antígeno como se describe aquí y el otro agente activo pueden administrarse al sujeto juntos en una 
composición de dosificación parenteral única, como una solución salina u otra solución fisiológicamente 
aceptable, o cada agente puede administrarse en formulaciones de dosificación parenteral separadas. Cuando 
se usan formulaciones de dosificación separadas, las composiciones que comprenden un anticuerpo o 
fragmento de unión a antígeno y uno o más agentes activos adicionales se pueden administrar esencialmente 15
al mismo tiempo, es decir, simultáneamente, o en momentos escalonados por separado, es decir, 
secuencialmente y en cualquier orden; se entiende que la terapia de combinación incluye todos estos 
regímenes.

En ciertos aspectos, se proporciona una terapia de combinación que comprende uno o más anticuerpos anti-
SARS-CoV-2 (o uno o más ácidos nucleicos, células huésped, vectores o composiciones) de la presente 20
descripción y uno o más agentes antiinflamatorios. y/o uno o más agentes antivirales. En aspectos particulares, 
uno o más agentes antiinflamatorios comprenden corticosteroides, por ejemplo dexametasona o prednisona. 
En algunos aspectos, los uno o más agentes antiinflamatorios comprenden un antagonista de citoquinas, por 
ejemplo un anticuerpo que se une a IL6 (como siltuximab) o a IL-6R (como tocilizumab) o a IL-1β, IL-7, IL-8, IL-
9, IL-10, FGF, G-CSF, GM-CSF, IFN-γ, IP-10, MCP-1, MIP-1A, MIP1-B, PDGR, TNF-α, o VEGF. En algunos 25
aspectos, se usan agentes antiinflamatorios como ruxolitinib y/o anakinra. En algunos aspectos, uno o más 
agentes antivirales comprenden análogos de nucleótidos o profármacos de análogos de nucleótidos tales 
como, por ejemplo, remdesivir, sofosbuvir, aciclovir y zidovudina. En aspectos particulares, un agente antiviral 
comprende lopinavir, ritonavir, favipiravir o cualquier combinación de los mismos. En algunos aspectos, una 
terapia de combinación comprende leronlimab. Los agentes antiinflamatorios para su uso en una terapia de 30
combinación de la presente descripción también incluyen fármacos antiinflamatorios no esteroideos (AINE). Se 
apreciará que, en dicha terapia de combinación, el uno o más anticuerpos (o uno o más ácidos nucleicos, 
células huésped, vector o composición) y el uno o más agentes antiinflamatorios y/o uno o más agentes 
antivirales pueden administrarse en cualquier orden y secuencia, o conjuntamente.

En algunos aspectos, se administra un anticuerpo (o uno o más ácidos nucleicos, células huésped, vectores o 35
composiciones) a un sujeto que ha recibido previamente uno o más agentes antiinflamatorios y/o uno o más 
agentes antivirales. En algunos aspectos, se administra uno o más agentes antiinflamatorios y/o uno o más 
agentes antivirales a un sujeto que ha recibido previamente un anticuerpo (o uno o más ácidos nucleicos, 
células huésped, vectores o composiciones).

En ciertos aspectos, se proporciona una terapia de combinación que comprende dos o más anticuerpos anti-40
SARS-CoV-2 de la presente descripción. Un método puede comprender la administración de un primer 
anticuerpo a un sujeto que ha recibido un segundo anticuerpo o puede comprender la administración conjunta 
de dos o más anticuerpos. Por ejemplo, en aspectos particulares, se proporciona un método que comprende 
administrar al sujeto de (a) un primer anticuerpo o fragmento de unión a antígeno, cuando el sujeto ha recibido 
un segundo anticuerpo o fragmento de unión a antígeno; (b) el segundo anticuerpo o fragmento de unión a 45
antígeno, cuando el sujeto ha recibido el primer anticuerpo o fragmento de unión a antígeno; o (c) el primer 
anticuerpo o fragmento de unión a antígeno y el segundo anticuerpo o fragmento de unión a antígeno.

En ciertos aspectos, se proporciona el uso de los anticuerpos, fragmentos de unión a antígeno, vectores, células 
huésped y composiciones en un método de tratamiento de una infección por SARS-CoV-2 en un sujeto.

En algunos aspectos, el anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno tal como se describe aquí es capaz de 50
neutralizar la infección por SARS-CoV-2 con una IC50 de 3,0 nM, 3,1 nM, 3,2 nM, 3,3 nM, 3,4 nM, 3,5 nM, 3,6 
nM, 3,7 nM, 3,8 nM, 3,9 nM o 4,0 nM. En algunos aspectos, el anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno 
tal como se describe aquí es capaz unirse a la glicoproteína de superficie de SARS-CoV-2 cuando la 
glicoproteína de superficie del SARS-CoV-2 está comprendida en un trímero de fusión.

55
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Tabla 2. Secuencias

Descripción SED 
ID 

NO.

Secuencia
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(no productivo)

(no productivo)

(no productivo)

(no productivo)
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(no productivo)

(no productivo)

(no productivo)

(no productivo)

(no productivo)

(no productivo)

(no productivo)

(no productivo)
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Secuencia genómica 

del virus de la 

pneumonía aislado del 

Mercado de pescado de 

Wuhan Wuhan-Hu-1 

(Gen Bank: MN908947, 

23 de enero 2020)
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Secuencia genómica del 

virus de la pneumonía

aislado del Mercado de 

pescado de Wuhan Wuhan-

Hu-1 (Gen Bank: 

MN908947, 23 de enero 

2020) – traducción de 

aminoácidos
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Glicoproteína de superficie 

del virus de la pneumonía

del Mercado de pescado de 

Wuhan (Gen Bank: 

QHD43416.1, 23 de enero 

2020)
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RBD de glicoproteína de 

superficie [virus de la 

pneumonía del Mercado de 

pescado de Wuhan]; Gen 

Bank: QHD43416.1, 23 de 

enero 2020)

Motivo receptor de unión (RMB) 

de RBD glicoproteína de 

superficie [virus neumonía 

Mercado pescado Wuhan]; Gen 

Bank: QHD43416.1, 23 de enero 

2020)
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VH (nt: optimizado por 

codón)
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VL (nt: optimizado por 

codón)

VL (nt: optimizado por 

codón)
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Cadena pesada

Cadena ligera

Enlazador

Enlazador

Enlazador

Enlazador

Enlazador

Enlazador

BPXXXZ, donde cada X es , independientemente, una glicina (G) o 

serina (S), B es un aminoácido cargado positivamente y Z es 

glicina (G) o un aminoácido cargado negativamente

(GxS)y, donde x es 1-10 e y es 1-10

Enlazador

Enlazador

Enlazador

Enlazador

Enlazador

Enlazador
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Promotor
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Péptido señal

Secuencia señal de 

poliadenilación (nt)

Cadena ligera
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Péptido señal

Péptido señal

ES 2 954 629 T3



96

ES 2 954 629 T3



97

péptido señal

ES 2 954 629 T3



98

S309-v13 Cadena ligera 

klm3; IgkC*01; péptido 

señal (nt-CO)

S309-v13 Cadena ligera 

klm3; IgkC*01; (nt-CO)
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Ejemplos

Ejemplo 1: Anticuerpos monoclonales humanos que se unen a la proteína de la espícula del SARS-CoV-2 

Se clasificaron e inmortalizaron células B de un donante con infección previa por SARS-CoV con EBV y se 5
examinaron en placas de 384 pocillos (método descrito en la patente europea EP1597280B1).

Dos semanas después de la inmortalización, se analizó la unión de anticuerpos a la proteína de la espícula
("S") del SARS-CoV-2 en los sobrenadantes de células B inmortalizadas utilizando un método basado en 
citometría de flujo. Brevemente, se transfectaron células ExpiCHO con proteína S de SARS-CoV-2 (cepa 
BetaCoV/Wuhan-Hu-1/2019) o con un plásmido vacío como control negativo. Se identificaron catorce 10
anticuerpos monoclonales que se unen a S de SARS-CoV-2 y se denominaron SARS-CoV-2 S300 hasta SARS-
CoV-2 S312 y SARS-CoV-2 S315, respectivamente. Los datos de unión del SARS-CoV-2 S300 al SARS-CoV-
2 S310 se muestran en las Figuras 4A y 4B (en estas figuras, los anticuerpos se identifican como "S300"-
"S310", respectivamente). Los gráficos que muestran unión positiva se indican con cuadros. 

Las secuencias de aminoácidos de la región determinante de la complementariedad de la cadena pesada 15
(CDR) 3 y de la cadena ligera (L) CDR3 de algunos de estos anticuerpos, junto con el porcentaje de identidad 

Péptido señal (nt-CO)

Péptido señal (aa)

Secuencia consenso

donde X1=W, F o Y; X2=N, Q, L o T; X3=G, S, A o Q; X4=W, F o Y 
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de las secuencias del gen de la región variable con respecto a la línea germinal (IMGT; imgt.org) se muestran
en la Tabla 3.
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Ejemplo 2: Unión de anticuerpos a RBD del SARS-CoV-2 empleando OCTET

Se utilizaron biosensores de estrepavidina (Pall ForteBio) para inmovilizar el anticuerpo anti-Strep Tag II a 3 
µg/ml (clon 5A9F9, Biotin, LabForce AG, Muttenz CH), después de un paso de hidratación durante 10 minutos 
con Kinetics Buffer (KB; 0,01% de endotoxina-BSA libre, 0,002^ Tween-20, 0,005% NaN3 en PBS). Luego se 
cargó RBD de SARS-CoV-2 con Strep Tag II (producido internamente) durante 6 minutos a una concentración 5
de 4 µg/ml en KB. Se permitió que los anticuerpos del sobrenadante de células B se asociaran durante 1620 
segundos (27 minutos). Para observar la disociación, los sensores se movieron de la solución de anticuerpos 
a KB y se controló la disociación de anticuerpos.

El mAb "S303" comprende las secuencias de aminoácidos VH y VL de S303-v1 mostradas en la Tabla 2 (SEQ 
ID NO: 63 y 67, respectivamente). El mAb "S309" comprende las secuencias de aminoácidos VH S309-v1 y VL 10
S309-v13 mostradas en la Tabla 2 (SEQ ID NO: 105 y 168, respectivamente). Se determinó que los alelos que 
codifican las SEQ ID NO.:109 y 147-150 de S309 de la célula B no eran productivos; SEQ ID NO.:168 era el 
alelo productivo.

La comparación de las curvas de unión de los mAb S303 y S309 al RBD de SARS-CoV-2 (Figuras 1A y 1B) 
indica que S303 tiene una tasa de activación y una tasa de desactivación más rápidas que S309, lo que sugiere 15
que S309 puede unirse a RBD de SARS-CoV-2 con mayor afinidad.

Ejemplo 3: Evaluación de la unión de anticuerpos a RBD de SARS-CoV-2 y SARS-CoV-1 empleando OCTET

A menos que el contexto indique claramente lo contrario (p. ej. que los anticuerpos estaban presentes en el 
sobrenadante de células B o que se usó un fragmento Fab de anticuerpo), los anticuerpos de la presente 
descripción se describen en este y los ejemplos posteriores como IgG1 humana expresada de forma 20
recombinante, en algunos casos con mutaciones de aminoácidos en la Fc, como se describe aquí.

La afinidad de unión de tres anticuerpos recombinantes de reacción cruzada contra SARS-CoV/SARS-CoV-2 
(S303 rIgG1, S304 rIgG1, S309 rIgG1) y dos anticuerpos específicos contra SARS-CoV-1 (S109 rIgG1, S230 
rIgG1) se probó mediante interferometría de biocapa (BLI) usando Octet. La afinidad se midió inmovilizando el 
anticuerpo en los sensores y sumergiendo los sensores en pozos que contenían diferentes concentraciones de 25
RBD.

La cinética de la unión del anticuerpo al RBD se registró durante la fase de asociación, después de lo cual los 
sensores se sumergieron en un tampón sin anticuerpo para observar la cinética del anticuerpo que se separa 
del RBD durante la fase de disociación. Brevemente, se utilizaron biosensores de proteína A (Pall ForteBio) 
para inmovilizar anticuerpos recombinantes a 2,7 µg/ml durante 1 minuto, después de un paso de hidratación 30
durante 10 minutos con Kinetics Buffer (KB; 0,01 % de BSA libre de endotoxinas, 0,002 ^ Tween-20, NaN3 al 
0,005 % en PBS). Las curvas de asociación se registraron durante 5 minutos incubando los sensores 
recubiertos de anticuerpos con diferentes concentraciones de RBD de SARS-CoV-1 (Sino Biological) o RBD 
de SARS-CoV-2 (producido internamente en células Expi-CHO; residuos 331- 550 de la espícula de 
BetaCoV/Wuhan-Hu-1/2019, número de acceso MN908947). La concentración de RBD más alta probada fue 35
de 10 µg/ml, luego se diluyó en serie 1:2,5. La disociación se registró durante 9 minutos moviendo los sensores 
a pocillos que contenían KB. Las afinidades, representadas por valores KD, se calcularon utilizando un modelo 
de ajuste global (Octet). Se utilizó el equipo Octet Red96 (ForteBio).

Las Figuras 6A-6E muestran las curvas de asociación y disociación de los anticuerpos utilizando la 
concentración de RBD más alta ensayada (10 µg/ml). El cambio de solución RBD a tampón se indica con una 40
línea discontinua vertical. Se ensayaron tres anticuerpos de reacción cruzada (S303 rIgG1, S304 rIgG1 (VH de 
SEQ ID NO.:79, VL de SEQ ID NO.:73), S309 rIgG1 (VH de SEQ ID NO.:105, VL de SEQ ID NO.:168) y dos 
anticuerpos específicos contra SARS-CoV-1 (S230 y S109). Todos los anticuerpos mostraron una fuerte unión 
a RBD de SARS-CoV-1. S230 y S109 no se unieron a RBD de SARS-CoV-2. La unión de S303 rIgG1, S304 
rIgG1 y S309 rIGg1 a SARS- CoV-2 RBD estaba en el rango nanomolar a subpicomolar y S309 rIgG1 mostró 45
la mayor afinidad. Los valores de KD se indican debajo de los gráficos en las Figuras 6A-6E. Los valores de 
KD son estimados (KD≤1,0x10-12M) si la unión del anticuerpo es muy fuerte y la disociación es lenta. Este 
ensayo no pudo medir una KD exacta para S309 rIgG1, ya que la disociación era demasiado lenta.

Ejemplo 4: Neutralización de la infección por SARS-CoV-2

Los virus incompetentes para la replicación seudotipados con el gen de S de SARS-CoV-2 (aislado 50
BetaCoV/Wuhan-Hu-1/2019; número de acceso MN908947) se produjeron usando métodos como se describió 
anteriormente (Temperton NJ, et al. (2005) Longitudinally profiling neutralizing antibody response to SARS 
coronavirus with pseudotypes. Emerg Infect Dis 11(3):411-4166373 Emerg Infect Dis 11(3):411-416. 
Brevemente, se cotransfectaron células HEK293T/17 con un plásmido que expresa S de SARS-CoV-2 
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(phCMV1, Genlantis) y con un vector de un gen reporter viral complementario, pNL4-3.Luc+.E-R+.Se utilizó un 
ensayo de infectividad de ciclo único para medir la neutralización de viriones que codifican luciferasa 
seudotipados con la proteína S de SARS-CoV-2, como se describió anteriormente (Temperton NJ, et al. (2007) 
A sensitive retroviral pseudotype assay for influenza H5N1neutralizing antibodies, Influenza Other Respi 
Viruses 1(3):105-112). Brevemente, se preincubaron diluciones apropiadas de los sobrenadantes de cultivo 5
que contenían viriones a 37 ºC durante 1 h con anticuerpos en diversas concentraciones y luego se agregaron 
las mezclas de virus-mAb a células Vero E6 que se habían sembrado el día antes de la infección. A 
continuación, las células se lisaron con el reactivo Steady-Glo (Promega, E2520) y se determinaron las 
unidades relativas de luminiscencia (RLU) en los lisados celulares lector de microplacas con luminómetro 
(Synergy H1 Hybrid Multi-Mode Reader; Biotek). La reducción de la infectividad se determinó comparando las 10
RLU en presencia y ausencia de anticuerpo y se expresó como porcentaje de neutralización.

Se ensayaron los anticuerpos S300-v1 (VH: SEQ ID NO.:1; VL: SEQ ID NO.:5), S301, S302, S303-v1 (VH SEQ 
ID NO.:63; VL SEQ ID NO.:67), S304 (VH SEQ ID NO.:79; VL SEQ ID NO.:83), S306 (VH SEQ ID NO.:87; VL 
SEQ ID NO.:91), S307 (VH SEQ ID NO.:239; VL SEQ ID NO.: 243), S308-v1, S309 (que comprende la 
secuencia VH de S309-v1 mostrada en la SEQ ID NO.:105 y la secuencia VL de S309-v13 mostrada en la SEQ 15
ID NO.:168) y S310 en un ensayo de neutralización (Tabla 4, Figura 2A). Los anticuerpos SARS-CoV-2 S300-
v1 y SARS-CoV-2 S309 neutralizaron la infección por SARS-CoV-2 (Figuras 2A y 2B).

Tabla 4. Porcentaje de neutralización de la infección por anticuerpos (serie de titulación)

Se llevaron a cabo ensayos de neutralización adicionales utilizando plasma de sobrevivientes de SARS CoV-1 20
y los anticuerpos de SARS-CoV-2 S309, S311, S312, S303-v1 (rIgG1), S304 (rIgG1), S306 (rIgG1), S310 
(rIgG1) y S315 (Figura 3A-3I). La Figura 3A muestra la actividad neutralizante del plasma de donante de SARS-
CoV. Las Figuras 3B-3D y 3I muestran la actividad neutralizante del sobrenadante de las células B que 
producen S309, S311, S312 y S315, respectivamente. Las Figuras 3E-3H muestran la actividad neutralizante 
del anticuerpo recombinante a varias concentraciones. Con este ensayo, el sobrenadante que contiene el 25
anticuerpo S309, S311, S312 o S315 neutraliza la infección por SARS-CoV-2.

Se llevaron a cabo ensayos de neutralización adicionales usando los anticuerpos S303, S304, S306, S309 (VH 
SEQ ID NO.:105; VL SEQ ID NO.:168), S310 y S315. La Figura 13 muestra la actividad neutralizante de estos 
anticuerpos a varias concentraciones contra MLV pseudotipado de SARS-CoV-2. Como células diana se 
emplearon células DBT transfectadas de manera estable con ACE2 (DBT-ACE2). La Figura 34 muestra la 30
actividad neutralizante contra MLV pseudotipado de SARS-CoV-1 por parte de estos anticuerpos a diversas 
concentraciones. En las Figuras 36 y 37 se muestran datos de neutralización adicionales para S304, S309, 
S304 + S309, S315 y S315 + S309.

Ejemplo 5: Neutralización de la infección por SARS-CoV-2

Se evaluó la actividad neutralizante de dos anticuerpos de neutralización cruzada de SARS-CoV-1 y SARS-35
CoV-2, S304 rIgG1 y S309 (VH: SEQ ID NO.:105; VL: SEQ ID NO.:168) rIgG1, contra virus pseudotipados de 
SARS-CoV-2 (SARS-CoV-2 pp).

Se utilizó el virus de la leucemia murina (MLV) pseudotipado con la proteína de la espícula de SARS- CoV-2 
(SARS-CoV-2 pp). Como células diana se empleador células DBT transfectadas de manera estable con ACE2 
(DBT-ACE2). SARS-CoV-2 pp se activó con tripsina TPCK a 10 µg/ml. Se añadió SARS-CoV-2 pp activado a 40
una serie de diluciones de anticuerpos (comenzando con una concentración final de 50 µg/ml por anticuerpo, 
dilución triple). Los anticuerpos se ensayaron a concentraciones de 50 µg/ml a 0,02 µg/ml. Para la combinación 
de S304 rIgG1 y S309 rIgG1, las concentraciones iniciales fueron de 50 µg/ml para cada anticuerpo, es decir, 
la concentración inicial total de anticuerpos fue de 100 µg/ml. Se añadieron células DBT-ACE2 a las mezclas 
anticuerpo-virus y se incubaron durante 48 horas. Se midió la luminiscencia después de aspirar el sobrenadante 45
del cultivo celular y agregar sustrato GLO estable (Promega).

Dilución
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En este ensayo, S309 rIgG1 exhibió una neutralización de la infección IC50 de 0,37 µg/ml y S304 rIgG1 exhibió 
una IC50 de aproximadamente 17 µg/ml. Una combinación de estos dos anticuerpos mostró una IC50 de 0,077 
µg/ml. Véase la Figura 7 y la Tabla 5.

Tabla 5. IC50 (µg/ml) de anticuerpos

5

Se llevaron a cabo más ensayos de neutralización usando el mismo procedimiento para los anticuerpos 
monoclonales recombinantes S309 y S315, solos y en combinación. En este ensayo, S309 exhibió una IC50 
de 1,091 µg/ml y S315 exhibió una IC50 de 25,1 µg/ml. La combinación de estos dos anticuerpos mostró una 
IC50 de 0,3047 µg/ml. Ver la Figura 23 y la Tabla 6.

Tabla 6. IC50 (µg/ml) de anticuerpos y combinación de anticuerpos10

Ejemplo 6: Reactividad de anticuerpos monoclonales humanos frente al SARS-CoV y SARS-CoV-2 

Se evaluó la reactividad de los mAb humanos adicionales "S311" y "S312" contra la proteína de la subunidad 
S1 de la espícula y el RBD de la proteína SARS-CoV y SARS-CoV-2 mediante un ensayo inmunoabsorbente 
ligado a enzimas (ELISA).15

Se recubrieron placas de 96 pocillos con proteína recombinante de la subunidad S1 de la espícula de SARS-
CoV-2 (Sino Biological), RBD de SARS-CoV-2 (Sino Biological o producido internamente; residuos 331-550 de
la espícula de BetaCoV/Wuhan-Hu-1/2019, número de acceso MN908947), proteína recombinante de la 
subunidad S1 de la espícula de SARS-CoV (Sino Biological) o RBD de SARS-CoV (Sino Biological).

Los pocillos se lavaron y bloquearon con PBS+BSA al 1 % durante 1 hora a temperatura ambiente y luego se 20
incubaron con diluciones en serie de mAb durante 1 hora a temperatura ambiente. Los mAb unidos se 
detectaron incubando IgG antihumana de cabra conjugada con fosfatasa alcalina (Southern Biotechnology: 
2040-04) durante 1 hora a temperatura ambiente y se desarrollaron con 1 mg/ml de sustrato de p-
nitrofenilfosfato en tampón de glicina 0,1 M (pH 10,4) durante 30 min a temperatura ambiente. Los valores de 
densidad óptica (OD) se midieron a una longitud de onda de 405 nm en un lector ELISA (espectrofotómetro 25
Powerwave 340/96, BioTek).

Los resultados se muestran en la Figura 5A (SARS-CoV-2 S311) y la Figura 5B (SARS-CoV-2 S312).

Se realizaron más ensayos para investigar la reactividad de las variantes de anticuerpos modificadas 
genéticamente a partir de S300, S305 o S307 a RBD de SARS-CoV-2 y SARS-CoV-1 utilizando el mismo 
procedimiento descrito anteriormente en este ejemplo. Los resultados se muestran en las Figuras 38A-38D. El 30
anticuerpo "S300 V4-rIgG1", como se muestra en la Figura 38C, comprende una VH que comprende la 
secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO.:1 y una VL (Vκ) que comprende la secuencia de aminoácidos de 
SEQ ID NO.:234. El anticuerpo "S307 V3-rIgG1", como se muestra en la Figura 38D, comprende una VH que 
comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO.:239 y una VL (Vκ) que comprende la secuencia de 
aminoácidos de SEQ ID NO.:243.35

Ejemplo 7: Neutralización de la infección por SARS-CoV-2 por S309 Y S315

Se determinó la actividad neutralizante de los anticuerpos recombinantes S309 (VH: SEQ ID NO.:105; VL SEQ 
ID NO.:168) rIgG1-MLNS y S315 rIgG1-MLNS contra virus pseudotipados SARS-CoV-2 (SARS-CoV-2 pp).
Estos anticuerpos recombinantes incluían las mutaciones M428L y N434S en el dominio Fc (ver, por ejemplo, 
Zalevsky et al., Nat. Biotech. 28(2):157-159 (2010); esta combinación de mutaciones Fc también se denomina 40
"MLNS" o "LS" en esta descripción, incluidos las figuras).

Se utilizó el virus de la leucemia murina (MLV) pseudotipado con la proteína de la espícula de SARS- CoV-2 
(SARS-CoV-2 pp). Se emplearon células DBT transfectadas de manera estable con ACE2 (DBT-ACE2) como 
células diana. SARS-CoV-2 pp se activó con tripsina TPCK a 10 µg/ml. Se agregó SARS-CoV-2 pp activado a 
una serie de diluciones del anticuerpo ensayado. Se añadieron células DBT-ACE2 a las mezclas de anticuerpo-45
virus y se incubaron durante 48 horas. Se midió la luminiscencia después de aspirar el sobrenadante del cultivo 
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celular y agregar sustrato GLO constante (Promega). Se usó la señal de luciferasa de las células infectadas 
para calcular el porcentaje de neutralización en relación con un control sin anticuerpos.

S309 rIgG1 MLNS ("S309-rIgG1-LS" en la Figura 9) exhibió una neutralización de la infección IC50 de 
aproximadamente 3,9 nM y S315 rIgG1 MLNS ("S315-rIgG1-LSv1" en la Figura 9) exhibió una IC50 de 
aproximadamente 111,7 mM. Véase la Figura 9.5

La actividad neutralizante de S309-rFab se comparó con la de S309 rIgG1 MLNS de longitud completa ("S309-
rIgG1-LS" en la Figura 10). S309 rIgG-LS de longitud completa exhibió una IC50 de 3,821 nM, mientras que 
S309-rFab exhibió una IC50 de 3,532 nM. Véase la Figura 10.

Ejemplo 8: reactividad de anticuerpos frente a RBD de SARS-CoV-1, RBD de SARS-CoV-2 y ectodominios de 
diversos coronavirus10

Se estudió la reactividad de los anticuerpos monoclonales contra los RBD de SARS-CoV-1 y SARS- CoV-2 y 
las proteínas de la espícula de SARS-CoV-1, SARS-CoV-2, coronavirus OC43 y coronavirus MERS mediante 
un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA). Se recubrieron placas ELISA poco profundas de 384 
pocillos con trímero de proteína de la espícula de prefusión estabilizada de SARS-CoV-1, SARS-CoV-2, OC43 
o MERS a 1 µg/ml o con SARS-CoV-2 RBD (producido internamente; residuos 331-550 de la espícula de 15
BetaCoV/Wuhan-Hu-1/2019, número de acceso MN908947) a 10 µg/ml o SARS-CoV-1 RBD (Sino Biological) 
a 1 µg/ml.

Los pocillos se lavaron y bloquearon con PBS+BSA al 1 % durante 1 hora a temperatura ambiente y luego se 
incubaron con diluciones en serie de anticuerpos durante 1-2 horas a temperatura ambiente. Los anticuerpos 
se probaron en un rango de concentración de 5 a 0,00028 µg/ml. Las placas se lavaron y los anticuerpos unidos 20
se detectaron incubando IgG antihumana de cabra conjugada con fosfatasa alcalina (Southern Biotechnology: 
2040-04) durante 1 hora a temperatura ambiente, seguido del desarrollo del color usando 1 mg/ml de sustrato 
de p-nitrofenilfosfato (Sigma-Aldrich 71768) en tampón de glicina 0,1 M (pH 10,4) durante 30 min a temperatura 
ambiente. Los valores de densidad óptica (DO) se midieron a una longitud de onda de 405 nm en un lector 
ELISA (espectrofotómetro Powerwave 340/96, BioTek).25

Los resultados del ensayo ELISA se muestran en las Figuras 8A-8K y 18A-18J. Los anticuerpos recombinantes, 
algunos con mutaciones MLNS Fc, se indican con rIgG1.

Ejemplo 9: Unión de anticuerpos a la proteína de la espícula de SARS-CoV-1 y SARS-CoV-2 

Se transfectaron células ExpiCHO con phCMV1-SARS-CoV-2 -S, SARS-spike_pcDNA.3 (cepa SARS) o 
phCMV1 vacío usando Expifectamine CHO Enhancer. Dos días después de la transfección, se recolectaron las 30
células para inmunotinción con anticuerpo. Para la detección se utilizó un anticuerpo secundario anti-IgG Fc 
humano marcado con Alexa647. La unión del anticuerpo monoclonal a las células transfectadas se analizó 
mediante citometría de flujo usando un analizador de células ZE5 (Biorard) y el software FlowJo (TreeStar). La 
unión positiva se definió mediante tinción diferencial de transfectantes CoV-S frente a transfectantes mock. El 
anticuerpo S309 (VH de SEQ ID NO.:105; VL de SEQ ID NO.:168) se analizó mediante citometría de flujo a 10 35
µg/ml para determinar la capacidad de teñir células ExpiCHO que expresan la proteína S de SARS-CoV-1 o 
SARS-CoV-2. Los gráficos de los histogramas apilados de citometría de flujo muestran la unión dependiente 
de la dosis de los anticuerpos por S309 a la proteína S del SARS-CoV-1 o del SARS-CoV-2. Los resultados se 
muestran en la Figura 11.

La unión de los anticuerpos monoclonales S303, S304, S306, S309, S310, S315, S110, S124, S230 y S109 40
(todos expresados como rIgG1) a la proteína S del SARS-CoV-1 y la proteína S del SARS-CoV-2 se midió por 
citometría de flujo. Los resultados se muestran en las Figuras 12A, 12B, 40A y 40B. Ocho de los anticuerpos 
probados exhibieron valores EC50 que oscilaron entre 1,4 ng/ml y 6.100 ng/ml para la unión a la proteína S del 
SARS-CoV-2 y entre 0,8 ng/ml y 254 ng/ml para la unión a la proteína S del SARS-CoV-1.

Se llevaron a cabo más ensayos de unión usando el mismo procedimiento para S309 y cuatro variantes 45
diseñadas de S309 que tenían diferentes mutaciones en VH (N55Q, W50F, W105F o W50F + G56A + W105F).
Los resultados se muestran en la Figura 27. Los valores de EC50 para cada anticuerpo probado en estos 
ensayos se muestran en la Tabla 7; los números entre paréntesis en la columna "Anticuerpo" en la Tabla 7 
corresponden a la clave de la figura en la Figura 27.

50
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Se llevaron a cabo ensayos de unión adicionales usando el mismo procedimiento usando los anticuerpos S303, 
S304, S306, S309, S310, S315 y los anticuerpos comparativos S109, S110, S124 y S230. Los resultados se 
muestran en las Figuras 33A y 42A (unión a la proteína S del SARS-CoV-2 ) y 33B y 42B (unión a la proteína 5
S del SARS-CoV-1). MFI: intensidad de fluorescencia media medida por citometría de flujo.

Se realizó el mismo ensayo usando los anticuerpos recombinantes S300 y S307. Los resultados del anticuerpo 
S300-rIgG1, que comprende una VH que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO.:1 y una VL 
(Vκ) que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO.:234, se muestran en la Figura 39A. Los 
resultados del anticuerpo S307-rIgG1, que comprende una VH que comprende la secuencia de aminoácidos 10
de SEQ ID NO.:239 y una VL (Vκ) que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO.:24, se muestran 
en la Figura 39B.

Ejemplo 10: Unión de los anticuerpos S309, S303, S304 y S315 a RBD de SARS-CoV-2 y SARS-CoV-1

La afinidad de los anticuerpos recombinantes S309, S303, S304 y S315 por RBD de CoV-1 y CoV-2 se ensayó
mediante interferometría de biocapa (BLI; octet). Brevemente, el RBD marcado con His de SARS-CoV-1 o 15
SARS-CoV-2 se cargó a 3 µg/ml en tampón kinetics (KB) durante 15 minutos en biosensores anti-HIS (HIS2) 
(Molecular Devices, ForteBio). La asociación de los anticuerpos de longitud completa se realizó en KB a 15 
µg/ml durante 5 minutos. La asociación de fragmentos Fab se realizó en KB a 5 µg/ml durante 5 minutos. Se 
midió la disociación en KB durante 10 minutos. Las afinidades, representadas por valores KD, se calcularon 
utilizando un modelo de ajuste global (Octet). Se utilizó el equipo Octet Red96 (ForteBio).20

Las Figuras 14A-14D muestran las curvas de asociación y disociación para S309, S303, S304 y S315, 
respectivamente. Cada uno de estos anticuerpos se unió a SARS-CoV-2 y SARS-CoV-1 RBD con afinidad 
nanomolar a subpicomolar. Las Figuras 20A y 20B muestran las curvas de asociación y disociación para S309 
IgG y S309 Fab, respectivamente. En estas figuras, el cambio de solución de anticuerpo (o Fab) a tampón se 
indica con una línea discontinua vertical.25

Ejemplo 11: enlace de S309 IgG y S309 Fab al trímero del ectodominio de la proteína S de SARS-CoV-2 y RBD

Determinación de afinidad y avidez de IgG1 y fragmento Fab: RBD biotinilado de SARS-CoV- 2 (producido 
internamente; residuos de aminoácidos 331-550 de la proteína espícula de BetaCoV/Wuhan-Hu-1/2019, 
número de acceso MN908947, biotinilado con EZ-Link NHS- PEG4-Biotin de ThermoFisher) y SARS-CoV-2 2P 
S biotinilado con etiquetas avi se cargaron a 7,5 µg/ml en tampón Kinetics (KB; 0,01 % de BSA sin endotoxinas, 30
0,002 % de Tween-20, 0,005 % NaN3 en PBS) durante 8 minutos en biosensores de estreptavidina (Molecular 
Devices, ForteBio). La asociación de IgG1 y Fab con el objetivo se realizó en KB a 100, 33, 11, 3,6, 1,2 nM
durante 5 minutos. Se midió la disociación en KB durante 10 minutos. Los valores de KD se calcularon usando 
un modelo de ajuste global 1:1 (Octet).

Los resultados se muestran en las Figuras 41A y 41B. En este ensayo, S309 IgG se unió al RBD de SARS-35
CoV-2 y al trímero de ectodominio S con avidez subpicomolar y picomolar, respectivamente. S309 Fab se unió 
tanto al RBD de SARS-CoV-2 como al trímero de ectodominio S con afinidades nanomolares a 
subnanomolares.

Ejemplo 12: Unión competitiva de anticuerpos a RBD de SARS-CoV-1 o SARS-CoV-2 

Se midió la unión competitiva de pares de anticuerpos monoclonales a RBD de SARS-CoV-1 o de SARS-CoV-40
2 para identificar los respectivos sitios de unión de los anticuerpos.

Se utilizaron biosensores de estrepavidina (Pall ForteBio) para inmovilizar el anticuerpo anti-Strep Tag II a 3 
µg/ml (clon 5A9F9, Biotin, LabForce AG, Muttenz CH), después de un paso de hidratación de 10 min con 
tampón KDinetics (KB; 0,01 % de endotoxina-BSA libre, 0,002^ Tween-20, 0,005% NaN3 en PBS). Luego se 
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cargó RBD de SARS-CoV-1 o de SARS-CoV-2 con Strep Tag II (producido internamente) durante 6 min a una 
concentración de 4 µg/ml en KB. Se permitió que el primer anticuerpo se asociara durante un período de tiempo 
y luego se permitió que el segundo anticuerpo se asociara durante 7 minutos (420 segundos). La Figura 15A 
muestra la competencia de los pares de anticuerpos por unirse al RBD de SARS- CoV-1. La Figura 15B muestra 
la competencia de los pares de anticuerpos por unirse al RBD de SARS- CoV-2. Las líneas verticales 5
discontinuas de las Figuras 15A y 15B indican el cambio del primer anticuerpo, indicado a la izquierda de la 
matriz, al segundo anticuerpo, indicado en la parte superior de la matriz. Usando estos y otros datos, se 
identificaron cuatro regiones o sitios antigénicos (I-IV en las Figuras 15A y 15B).

Ejemplo 13: Interferencia con RBD: unión a ACE2 humano

Se midió la capacidad de los anticuerpos para interferir con la unión de RBD a ACE2 humano. Se cargó ACE2-10
His (Bio-Techne AG) durante 30 minutos a 5 µg/ml en tampón kinetics (KB) en biosensores anti-HIS (HIS2) 
(molecular Devices-ForteBio), se asoció SARS-CoV-1 RBD-conejo Fc o SARS-CoV-2 RBD-ratón Fc (Sino 
Biological Europe GmbH) a 1 µg/ml durante 15 minutos, después de preincubación con o sin anticuerpo a 30 
µg/ml durante 30 minutos. La disociación se controló durante 5 minutos. La Figura 16 muestra los datos 
obtenidos usando el anticuerpo S309 o S230. Las Figuras 19A y 19B muestran los datos obtenidos utilizando 15
los anticuerpos S304, S303 o S230 (Figura 19A) o RBD y el anticuerpo S315 (Figura 19B). La línea discontinua 
vertical en cada una de las Figuras 16, 19A y 19B indica el comienzo de la carga de RBD con o sin anticuerpo.

Ejemplo 14: Función efectora de los anticuerpos

La citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) mediada por el asesino natural (NK) puede 
contribuir al control viral al matar las células infectadas que presentan la proteína viral en su superficie. Para 20
investigar la capacidad de los anticuerpos de aprovechar esta función, se ensayó la ADCC in vitro usando 
células NK humanas (aisladas de sangre fresca de donantes sanos usando el kit MACSxpress NK Isolation 
(Miltenyi Biotec, Cat. Nr.:130-098-185)) como células efectoras y células ExpiCHO transfectadas con SARS-
CoV-2 S como células diana. Las células diana se incubaron con diferentes cantidades de anticuerpo y después 
de 10 minutos se incubaron con células NK humanas primarias como células efectoras en una relación 25
diana:efectora de 9:1. La muerte celular dependiente de anticuerpos se midió utilizando un ensayo de liberación 
de LDH (Kit de detección de citotoxicidad (LDH) (Roche; Cat. Nr.:11644793001)) después de 4 horas de 
incubación a 37 ºC.

La fagocitosis celular dependiente de anticuerpos (ADCP) mediada por macrófagos o células dendríticas 
también puede contribuir al control viral, eliminando las células infectadas y estimulando potencialmente la 30
respuesta de las células T con la presentación del antígeno viral. Se ensayó ADCP usando células 
mononucleares de sangre periférica como fagocitos y ExpiCHO transfectadas con S de SARS-CoV-2 marcada
con fluorescencia con kits PKH67 Fluorescent Cell Linker (Sigma Aldrich, Cat. Nr.:MINI67) como células diana.
Las células diana se incubaron con diferentes cantidades de anticuerpo durante 10 minutos, seguido de 
incubación con PBMC humanas aisladas de donantes sanos que se marcaron con fluorescencia con Cell Trace 35
Violet (Invitrogen, Cat. Nr.:C34557) a una relación efector:diana de 20:1. Después de incubación durante la 
noche a 37 ºC, las células se tiñeron con anticuerpo anti-CD14-APC humano (BD Pharmingen, Cat. Nr.:561708, 
Clon M5E2) para teñir células fagocíticas. La fagocitosis mediada por anticuerpos se determinó mediante 
citometría de flujo, midiendo el % de monocitos que fueron positivos para la fluorescencia con PKH67.

Se ensayaron los anticuerpos S309 (VH SEQ ID NO.:105; VL SEQ ID NO.:168), S304, S306, S315, S230 y la 40
combinación de S309 y S304.

La Figura 17A muestra la función ADCC de los anticuerpos que utilizan células efectoras NK primarias y 
ExpiCHO que expresa SARS-CoV-2 S como células diana. Los símbolos muestran media ± SD de mediciones 
duplicadas. La Figura 17B muestra la función ADCP de los anticuerpos usando PBMC como células fagocíticas 
y ExpiCHO que expresa S de SARS-CoV-2 marcado con PKF67 como células diana. Los símbolos muestran 45
media ± SD de mediciones duplicadas.

Las variantes Fc de S309 se probaron para ADCC. S309-LS incluye las mutaciones M428L y N434S Fc. S309-
GRLR incluye la mutación G236R/L328R Fc, que presenta una unión mínima a los FcγR. S309-LS-GAALIE 
incluye las mutaciones Fc MLNS y GAALIE (G236A/A330L/I332E). Los resultados se muestran en la Figura 45.

Los anticuerpos S303, S304, S306, S309, S315 y la combinación de S309 y S315 se analizaron para la función 50
ADCC y ADCP. La figura 24A muestra ADCC de anticuerpos que utilizan células efectoras NK primarias y 
ExpiCHO que expresa S de SARS-CoV o SARS-CoV-2 como células diana. El gráfico de la Figura 24A muestra 
el % de destrucción determinado para un homocigoto donante representativo para FcγRIIIa de alta afinidad (los 
símbolos muestran media ± SD). La Figura 24B muestra el área bajo la curva (AUC) para las respuestas de 
células de donantes homocigotos para la variante de alta afinidad FcγRIIIa 158V (VV), en comparación con 55
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células de donantes heterocigotos para 158V (FV) u homocigotos para la variante de baja afinidad 158F (FF) 
(media±SD). La Figura 25A muestra ADCP que usa PBMC como células fagocíticas y ExpiCHO que expresa 
S de SARS-CoV-2 marcado con PKH67 como células diana, para un donante representativo. % ADCP indica 
el porcentaje de monocitos positivos para PKH67. La Figura 25B muestra el área bajo la curva (AUC) para las 
respuestas de múltiples donantes.5

Ejemplo 15: Reactividad de anticuerpos contra el lisado celular de células infectadas por SARS-CoV-2

Se midió la reactividad de los anticuerpos S304, S306, S309 y S310 contra el lisado celular de células VeroE6 
infectadas con SARS-CoV-2. La Figura 21A muestra la reactividad de los anticuerpos, medida mediante ELISA 
S indirecto, contra lisado extraído con TX100 de células VeroE6 infectadas con SARS-CoV-2. La Figura 21B 
muestra la reactividad de los anticuerpos, medida mediante ELISA S indirecto, contra lisado extraído 10
(desnaturalizado) con SDS de células VeroE6 infectadas con SARS-CoV-2. La Figura 21C muestra la 
reactividad del suero convaleciente de SARS-CoV-1 humano, medida mediante ELISA S indirecto, contra lisado 
extraído con TX100 o extraído con SDS de células VeroE6 infectadas con SARS-CoV-2.

Ejemplo 16: Neutralización de la infección por SARS-CoV-2 por los anticuerpos S304 y S309, solos o en 
combinación15

La neutralización de la infección por SARS-CoV-2 por los anticuerpos monoclonales S304 y S309 se evaluó 
mediante un ensayo con virus vivo de SARS-CoV-2. El ensayo de neutralización de virus vivo cuantifica el 
número de células infectadas mediante la tinción de nucleoproteína viral (NP) con un suero de conejo policlonal 
específico de NP. La inhibición se evaluó midiendo la expresión de NP 24 y 45 horas después de la infección. 
Se usó inmunoensayo enzimático (EIA) para cuantificar el nivel de infección para cada dilución de anticuerpo 20
ensayada.

Los datos se muestran en las Figuras 22A-22D. La neutralización se llevó a cabo durante una hora a 
temperatura ambiente a las concentraciones de anticuerpo indicadas utilizando células Vero E6 en monocapa 
en placas de 96 pocillos. Los pocillos se infectaron con 100 TCID50 de virus. Después de 24 o 45 horas, las 
monocapas se fijaron y tiñeron para inhibir la expresión de NP. Cuando se combinan, S304 y S309 muestran 25
una mejora sinérgica de la neutralización.

Ejemplo 17: Producción de anticuerpos variantes de S309 rIgG

Se produjeron anticuerpos IgG1 recombinantes usando las secuencias VH y VL del anticuerpo S309. En este 
ejemplo, los anticuerpos se denominan "S309-11", "S309-12", "S309-13", "S309-14" y "S309-15", 
respectivamente.30

"S309-11" comprende la secuencia de VH de tipo salvaje (SEQ ID NO.:105) y la secuencia de VL de tipo salvaje 
(SEQ ID NO.:168) de S309. "S309-12" comprende una mutación N55Q en CDRH2, que proporciona una 
secuencia variante de VH (SEQ ID NO.:113) y la secuencia VL de tipo salvaje (SEQ ID NO.:168) de S309. 
"S309-13" comprende una mutación W50F en VH (SEQ ID NO.:129) y la secuencia de VL de tipo salvaje (SEQ 
ID NO.:168) de S309. "S309-14" comprende una secuencia variante de W105F VH (SEQ ID NO.:119) y la 35
secuencia VL de tipo salvaje (SEQ ID NO.:168) de S309. "S309-15" comprende una variante de VH 
W50F/G56A/W105F (SEQ ID NO.:172) y la secuencia VL de tipo salvaje de S309 (SEQ ID NO.:168). El 
anticuerpo recombinante S309 (S309-11) y cada una de las cuatro variantes S309-12 - S309-15 se produjeron 
mediante transfección transitoria y expresión de un vector plasmídico que codifica el anticuerpo recombinante 
en células HD 293F (GenScript). Un vector de plásmido que codifica los anticuerpos S309 también codifica un 40
péptido señal como el mostrado en la SEQ ID NO.:252. Este péptido señal proporcionó una producción de 
anticuerpos superior en comparación con otros péptidos señal ensayados. Datos no mostrados. Las células se 
recogieron el día 4 y la expresión de IgG se validó mediante transferencia Western y análisis de títulos de 
proteína A.

Ejemplo 18: Unión de S309 rIgG y variantes a RBD de SARS-CoV-245

La unión del anticuerpo monoclonal recombinante S309 y las cuatro variantes de S309 descritas en el Ejemplo 
17 (S309-12 - S309-15) a RBD se midió usando resonancia de plasmón superficial (SPR). Los experimentos 
SPR se llevaron a cabo con un instrumento Biacore T200 utilizando un enfoque de cinética de ciclo único. El 
anticuerpo expresado como IgG se capturó en la superficie y se inyectaron concentraciones crecientes de RBD 
de SARS-CoV-2 purificado, ya sea en forma glicosilada o desglicosilada. La SPR se llevó a cabo utilizando un 50
chip sensor con Fc antihumano inmovilizado covalentemente (GE). El tampón utilizado fue HEPES 10 mM pH 
7,4, NaCl 150 mM, EDTA 3 mM y detergente P20 al 0,05%. Los ensayos se realizaron a 25 ºC. Los anticuerpos 
recombinantes se diluyeron del sobrenadante a aproximadamente 2 µg/ml. Las concentraciones de RBD fueron 
0,8 nM, 3,1 nM, 12,5 nM, 50 nM y 200 nM. El RBD glicosilado se obtuvo mediante expresión en células HEK293 
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y se purificó mediante purificación por afinidad Ni en un solo paso. El RBD desglicosilado se obtuvo mediante 
expresión interna en células Expi293 cultivadas en presencia de kifunensina, purificación mediante purificación 
por afinidad Ni en un paso y tratamiento con endoglicosidasa H. Se llevaron a cabo ensayos cinéticos de ciclo 
único de inyecciones con periodos de disociación de 3 minutos y de 20 minutos. Se controlaron las cinéticas 
de asociación y disociación y se ajustaron a un modelo de unión para determinar la afinidad. Los resultados se 5
muestran en las Figuras 30A-30F y la Tabla 8.

Tabla 8

La unión a RBD desglicosilado se midió en dos ensayos SPR diferentes usando diferentes parámetros. El 
Experimento 1 usó inyecciones de 10 minutos y una serie de diluciones de concentración RBD de 4 veces 10
desde 100 nM. El Experimento 2 usó inyecciones de 3 minutos y una serie de diluciones de concentraciones 
de 4 veces desde 200 nM, como se describe anteriormente. Los resultados se muestran en la Tabla 9. Los 
resultados del Experimento 1 para S309-15 también se muestran en la Figura 30F, dos paneles superiores.

Tabla 9

15

La unión del anticuerpo recombinante S309 y las cuatro variantes modificadas a RBD se midió mediante 
resonancia de plasmón superficial (SPR) usando el mismo procedimiento descrito anteriormente, excepto que 
se usaron anticuerpos recombinantes purificados en lugar de sobrenadante de cultivo celular. Los resultados 
se muestran en la Tabla 10.

Tabla 1020

Sobrenadante mAb RBD glicosilado RBD desglicosilado

o variante

replicado

Kd estimada con ajuste de 

estado estable

Sobrenadante mAb Experimento 1 Experimento 2

ajuste a est. estable

ajuste a est. estable ajuste a estado estable imposible

o variante

o variante VH

replicado

RBD glicosilado RBD desglicosilado

Kd estimada con ajuste de 

estado estable
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Ejemplo 19: Neutralización de la infección por SARS-CoV-2 por anticuerpos S309

La actividad neutralizante de S309 y las cuatro variantes de S309 diseñadas descritas en los Ejemplos 17 y 18 
("S309-12" - "S309-15") se determinó utilizando un sistema de pseudotipado reporter de luciferasa basado en 
VSV (Kerafast). Las pseudopartículas de VSV y el anticuerpo se mezclaron en DMEM y se dejaron incubando
durante 30 minutos a 37 ºC. A continuación, se permitió que la mezcla de infección se incubara con células 5
Vero E6 durante 1 hora a 37 ºC, seguido de la adición de DMEM con Pen-Strep y FBS al 10 % (la mezcla de 
infección no se elimina). Las células se incubaron a 37 ºC durante 18-24 horas. La luciferasa se midió utilizando 
un lector de placas Ensight (Perkin Elmer) después de la adición del reactivo Bio-Glo (Promega). Los resultados 
se muestran en la Figura 28. En la Figura 28, las variantes 11 - 15 corresponden a S309-11 - S309-15, 
respectivamente. Los valores de EC50 calculados basados en este experimento se muestran en la Tabla 11. 10

Tabla 11

Ejemplo 20: Activación dependiente de anticuerpos de FcyRIIIa o FcyRIIa humano

Se examinó la activación dependiente de anticuerpos de FcγRIIIa o FcγRIIa humanos. Se transfectaron células 
ExpiCHO transitoriamente con S de SARS-CoV-2 (BetaCoV/Wuhan-Hu-1/2019) y se incubaron con 15
concentraciones tituladas de anticuerpo durante 10 minutos. A continuación, las células ExpiCHO se incubaron 
con células Jurkat que expresaban FcγRIIIa o FcγRIIa en su superficie y se transfectaron de forma estable con 
el gen de luciferasa dirigido por NFAT (Promega, Cat. Nr.:G9798 y G7018) en una proporción efector:diana de 
6:1 para FcγRIIIa y 5:1 para FcγRIIa. La activación de FcγR humanos en este bioensayo da como resultado la 
expresión mediada por NFAT del gen indicador de luciferasa. La luminiscencia se midió después de 21 horas 20
de incubación a 37 ºC con 5 % de CO2, usando el reactivo de ensayo de luciferasa Bio-Glo-TM de acuerdo con 
las instrucciones del fabricante. Se analizaron los anticuerpos S303, S304, S306, S309, S315 y una 
combinación de S309 y S315, junto con el anticuerpo comparativo S230. Los resultados se muestran en las 
Figuras 31 y 32.

Ejemplo 21: Análisis de secuencias de glucoproteínas S de SARS-CoV-225

El análisis de las secuencias de la glicoproteína S de 2229 aislados de SARS-CoV-2 indicó que se han 
producido varias mutaciones con frecuencia variable en el ectodominio S del SARS-CoV-2. La Figura 35A 
muestra variantes de la proteína espícula que ocurren con una frecuencia n>1 como esferas mapeadas en la 
forma abierta y cerrada del ectodominio de espícula trimérico completo. El RBD y otros dominios de la proteína 
espícula se muestran como se indica. Se muestran 40 mutaciones (de un total de 2229). Debido a la falta de 30
detalles en las estructuras PDB, solo el residuo 367 (n=8) está resaltado en el RBD y los residuos 476 (n=7) y 
483 (n=17) no lo están. La Figura 35B muestra la prevalencia de variantes en la glicoproteína espícula por 
aminoácido. Cada punto es una variante distinta. Se muestran las ubicaciones del Dominio A y RBD. Las 
variantes que superan un umbral de frecuencia del 0,1 % son las indicadas.

Se llevó a cabo un análisis adicional de las secuencias de la glicoproteína S utilizando 11.839 aislados de 35
SARS-CoV-2. La Figura 43 muestra variantes compatibles con al menos dos secuencias (prevalencia superior 
al 0,01 %) representadas como esferas indicadas asignadas a la forma cerrada (izquierda) y abierta (derecha) 
del ectodominio espícula trímero completo. Cada punto es una variante distinta. La Figura 43 muestra variantes 
de la proteína espícula respaldadas por al menos dos secuencias como esferas indicadas mapeadas en la 
forma cerrada (izquierda) y abierta (derecha) del ectodominio de la espícula trímero completo. El RBD y otros 40
dominios de la proteína espícula se muestran en los colores indicados. Se muestran 171 variantes (de un total 
de 11.839 secuencias de proteína S analizadas). Las variantes se etiquetan si su prevalencia es superior al 1 
% (solo D614G) o si se encuentran dentro de la RBD. También se indica la ubicación del N343 conservado.

Ejemplo 22: Competencia del anticuerpo S309 con anticuerpos aislados de pacientes con SARS-CoV-2

Se analizaron anticuerpos monoclonales humanos aislados de pacientes que se recuperaron de la infección 45
por SARS-CoV-2 para detectar sitios de unión RBD superpuestos con el anticuerpo S309 (VH: SEQ ID NO.:105; 
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VL: SEQ ID NO.:113). Los ensayos de competencia se realizaron utilizando Octet (instrumento: Octet Red96, 
ForteBio). Se usaron sensores anti-His (BIOSENSOR ANTI-PENTA-HIS (HIS1K)1*1ST) para inmovilizar el 
RBD marcado con His producido internamente del SARS-CoV-2 (residuos 331-550 de la proteína de la espícula
de BetaCoV/Wuhan-Hu-1/2019, número de registro MN908947) a una concentración de 3 µg/ml. Los 
anticuerpos se asociaron durante 6 min a 15 µg/ml. Todas las proteínas se diluyeron en tampón kinetics (KB).5
A continuación, se asociaron anticuerpos competitivos a la misma concentración durante 6 minutos más. Se 
demostró que dos anticuerpos competían con S309 por unirse a RBD pero, a diferencia de S309, no 
neutralizaban el SARS-CoV-2. Datos no mostrados.

Ejemplo 23: Selección de resistencia del SARS-CoV-2 frente al anticuerpo monoclonal S309-12-MLNS

Para examinar la selección de resistencia, se puso en contacto SARS-CoV-2 durante más de un mes en 10
presencia de células Vero E6 y concentraciones fijas de anticuerpo S309 N55Q MLNS GAALIE (VH de SEQ ID 
NO.:113 y VL de SEQ ID NO.:168, con mutaciones G236A, A330L, I332E, M428L y N434S en la Fc). El 
esquema experimental se ilustra en la Figura 44A. Los detalles de la infección y el cultivo viral continuo se 
resumen en la Figura 44B. El efecto citopatógeno (CPE) se evaluó mediante inspección visual de las placas. 
Incluso cuando no se observó CPE, los títulos virales se evaluaron mediante un ensayo de formación de focos 15
con una superposición de metilcelulosa. Los resultados se muestran en la Figura 44C. No se observó evidencia 
de avance viral en los pocillos tratados con anticuerpos, incluso a la concentración mínima de anticuerpos 
ensayada. Los datos son representativos de pocillos por triplicado.

Ejemplo 24: Neutralización de la infección por SARS-CoV-2 de células del pulmón humano CALU-3 por el 
anticuerpo S30920

El anticuerpo S309 N55Q MLNS (VH de SEQ ID NO.:113 y VL de SEQ ID NO.:168, con mutaciones M428L y 
N434S en Fc) se analizó para determinar su capacidad de neutralizar la infección viva por SARS-CoV-2 de 
células de pulmón humano Calu-3 (que son positivas para la proteasa transmembrana TMPRSS2) y células 
VeroE6 utilizando un ensayo de nano luciferasa. Los resultados, incluidos los valores IC50 calculados, se 
muestran en la Figura 46.25

Ejemplo 25: neutralización de la infección por SARS-CoV-2 por el anticuerpo S309

Se ensayó la capacidad del anticuerpo S309 de neutralizar la infección por el virus SARS-CoV-2 vivo mediante 
un ensayo de nano luciferasa y un ensayo IFA. Brevemente, se infectaron células Vero E6 con virus luciferasa 
SARS-CoV-2 vivo durante seis horas. Los datos se recopilaron utilizando tres concentraciones de anticuerpos 
diferentes: 1, 0,1 y 0,01 MOI. En la Figura 47 se muestran los resultados del ensayo de nano luciferasa. Los 30
resultados del ensayo IFA se muestran en las Figuras 48A (pocillos representativos contados en IFA) y 48B 
(datos cuantificados usando Cytation 5). Los valores IC50 calculados para cada MOI se muestran en los 
recuadros debajo del gráfico en las Figuras 47 y 48B. En particular, no se observaron grupos de infección (o 
focos) en este formato de infección.

Ejemplo 26: Neutralización de la infección viva por SARS-CoV-2 por los anticuerpos S309 N55Q MLNS y S309 35
N55Q MLNS GAALIE

Se analizaron los anticuerpos S309 N55Q MLNS (también denominado aquí S309 N55Q LS, que comprende 
las mutaciones M428L/N434S Fc) y S309 N55Q MLNS GAALIE (también denominado aquí S309 N55Q LS 
GAALIE, que conmprende las mutaciones G236A, A330L, I332E, M428L y N434S Fc) para determinar la 
capacidad de neutralizar la infección por el virus SARS-CoV-2 vivo. Cada uno de S309 N55Q MLNS y S309 40
N55Q MLNS GAALIE comprende un VH que tiene la secuencia según la SEQ ID NO.:113 y un VL que tiene la 
secuencia establecida en la SEQ ID NO.:168. Los resultados se muestran en la Figura 49. La CE50 calculada 
para S309 N55Q MLNS fue de 100,1 ng/ml. La CE50 calculada para S309 N55Q MLNS GAALIE fue de 78,3 
ng/ml.

Ejemplo 27: Neutralización del virus pseudotipado SARS-CoV-2 mediante los anticuerpos S309 N55Q MLNS y45
S309 N55Q MLNS GAALIE

Se ensayó la neutralización del virus pseudotipado SARS-CoV-2 por los anticuerpos S309 N55Q MLNS 
(también denominado aquí S309 N55Q LS) y S309 N55Q MLNS GAALIE (también denominado aquí S309 
N55Q MLNS GAALIE). Cada uno de S309 N55Q MLNS y S309 N55Q MLNS GAALIE comprende un VH que 
tiene la secuencia establecida en la SEQ ID NO.:113 y un VL que tiene la secuencia establecida en la SEQ ID 50
NO.:168. El virus pseudotipado fue pseudotipado VSV con la proteína espícula del SARS-CoV-2. Los 
resultados se muestran en la Figura 50A (S309 N55Q MLNS) y la Figura 50B (S309 N55Q MLNS GAALIE). El 
valor EC50 calculado para S309 N55Q MLNS fue de 24,06 ng/ml. El valor EC50 calculado para S309 N55Q 
MLNS GAALIE fue de 22,09 ng/ml.
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Ejemplo 28: unión de los anticuerpos S309 N55Q MLNS y S309 N55Q MLNS GAALIE a RBD de SARS-CoV-2

La unión de los anticuerpos S309 N55Q MLNS y S309 N55Q MLNS GAALIE al RBD de SARS-CoV-2 se midió 
mediante resonancia de plasmón superficial (SPR). Cada uno de S309 N55Q MLNS y S309 N55Q MLNS 
GAALIE comprende un VH que tiene la secuencia establecida en SEQ ID NO.:113 y un VL que tiene la 
secuencia establecida en SEQ ID NO.:168. Los resultados se muestran en la Figura 51A (S309 N55Q MLNS) 5
y la Figura 51B (S309 N55Q MLNS GAALIE).

Ejemplo 29: unión de los anticuerpos S309 N55Q MLNS y S309 N55Q MLNS GAALIE a la proteína de la 
espícula de SARS-CoV-2 

La unión de los anticuerpos S309 N55Q MLNS (también denominados aquí S309 N55Q LS) y S309 N55Q 
MLNS GAALIE (también denominados aquí S309 N55Q LS GAALIE) a la proteína de la espícula de SARS-10
CoV-2 se midió por citometría de flujo. Cada uno de S309 N55Q MLNS y S309 N55Q MLNS GAALIE 
comprende un VH que tiene la secuencia establecida en SEQ ID NO.:113 y un VL que tiene la secuencia 
establecida en SEQ ID NO.:168. Los resultados se muestran en la Figura 52A (S309 N55Q MLNS) y la Figura 
52B (S309 N55Q MLNS GAALIE). Los datos se expresan como porcentaje de células identificadas como 
positivas para la unión de anticuerpos.15

Ejemplo 30: Unión de los anticuerpos S309 N55Q MLNS y S309 N55Q MLNS GAALIE a los receptores Fcγ
humanos

La unión de los anticuerpos S309 N55Q MLNS y S309 N55Q MLNS GAALIE a los receptores Fcγ humanos se 
ensayó mediante SPR. Se midió la unión a FcγRIIa (alelos R131 de baja afinidad y H131 de alta afinidad), 
FcγRIIIa (alelos F158 de baja afinidad y V158 de alta afinidad) y FCγRIIb. Cada uno de S309 N55Q MLNS y 20
S309 N55Q MLNS GAALIE comprende un VH que tiene la secuencia establecida en SEQ ID NO.:113 y un VL 
que tiene la secuencia establecida en SEQ ID NO.:168.

El reactivo Biotin CAPture (estreptavidina modificada) se inyectó en todas las celdas de flujo de un chip sensor 
CAP acoplado en un Biacore T200 (Cytiva). Se inyectaron receptores Fc biotinilados a 1 µg/ml a través de una 
única celda de flujo a 10 µl/min durante 60 segundos (un receptor por celda de flujo), con una celda de flujo 25
reservada como superficie de referencia. Se inyectó anticuerpo a 100 µg/ml (diluido en HBS-EP+) en todas las 
celdas de flujo durante 200 segundos usando una velocidad de flujo de 30 µl/min y se controló la asociación. 
Se controló la disociación durante otros 200 segundos después de la inyección. Los datos se recogieron a 10 
Hz. Después de cada medida de unión, se inyectó el reactivo CAP Regeneration para preparar la superficie 
para un nuevo ciclo. Los experimentos se realizaron a 25 ºC, manteniendo las muestras a 15 ºC en el 30
instrumento antes de la inyección. Los resultados se muestran en la Figura 53 (donde la mutación MLNS se 
indica como "LS" en la clave de la figura).

Ejemplo 31: Unión de los anticuerpos S309 MLNS, S309 N55Q MLNS y S309 N55Q MLNS GAALIE al
componente complemento C1q

La unión de los anticuerpos S309 MLNS (también denominado aquí S309 LS), S309 N55Q MLNS (también 35
denominado aquí S309 N55Q LS) y S309 N55Q MLNS GAALIE (también denominado aquí S309 N55Q LS 
GAALIE) al componente de complemento C1q se midió por interferometría de biocapa (BLI) en un instrumento 
Octet. S309 MLNS comprende un VH que tiene la secuencia establecida en SEQ ID NO.:105 y un VL que tiene 
la secuencia establecida en SEQ ID NO.:168. Cada uno de S309 N55Q MLNS y S309 N55Q MLNS GAALIE 
comprende un VH que tiene la secuencia establecida en SEQ ID NO.:113 y un VL que tiene la secuencia 40
establecida en la SEQ ID NO.:168.

Se usaron sensores anti-Fab humano (específico de CH1) para capturar el anticuerpo a 10 µg/ml durante 10 
minutos. A continuación, los sensores cargados con IgG se expusieron a un tampón kinetics que contenía 3 
µg/ml de C1q humano purificado durante 4 minutos, seguido de un paso de disociación en el mismo tampón 
durante 4 minutos más. Los perfiles de asociación y disociación se midieron en tiempo real como cambios en 45
el patrón de interferencia. Los resultados se muestran en la Figura 54.

Ejemplo 32: Activación in vitro de receptores GAMMA Fc humanos mediante los anticuerpos S309 MLNS, S309 
N55Q MLNS y S309 N55Q MLNS GAALIE

Se analizó in vitro la capacidad de los anticuerpos S309 MLNS, S309 N55Q MLNS y S309 N55Q MLNS GAALIE 
para provocar la activación dependiente de anticuerpos de los receptores Fcγ humanos. S309 MLNS 50
comprende un VH que tiene la secuencia establecida en SEQ ID NO.:105 y un VL que tiene la secuencia 
establecida en SEQ ID NO.:168. Cada uno de S309 N55Q MLNS y S309 N55Q MLNS GAALIE comprende un 

ES 2 954 629 T3



113

VH que tiene la secuencia establecida en SEQ ID NO.:113 y un VL que tiene la secuencia establecida en SEQ 
ID NO.:168.

Cada uno de S309 MLNS (también denominado aquí S309 LS), S309 N55Q MLNS (también denominado aquí 
S309 N55Q LS), S309 N55Q MLNS GAALIE (también denominado aquí S309 N55Q LS GAALIE) y el 
anticuerpo de control S309-GRLR se diluyó en serie 6 veces en tampón de ensayo de 10.000 ng/ml a 0,006 5
ng/ml. Se incubaron diluciones en serie de nueve puntos de anticuerpo con 12.500 (para FcγRIIIa y FcγRIIb) o 
10.000 (para FcγRIIa) células CHO-CoV-2-Spike por pocillo en placas de 96 pocillos de fondo blanco plano 
durante 15 minutos a temperatura ambiente. Las células efectoras Jurkat que expresan los FcγR indicados y 
transfectadas de forma estable con un gen de luciferasa impulsado por NFAT se descongelaron, diluyeron en 
tampón de ensayo y se añadieron a la placa en una proporción células efectoras:células diana de 6:1 para 10
FcRγIIIa y FcγRIIb o 5:1 para FcγRIIa. Se incluyeron pocillos de control para medir la activación independiente 
de anticuerpos (que contenían células diana y células efectoras pero no anticuerpos) y la luminiscencia de 
fondo de la placa (pocillos que contenían tampón de ensayo solamente). Las placas se incubaron durante 18 
horas a 37 ºC con 5 % de CO2. La activación de FcγR humanos en este bioensayo da como resultado la 
expresión mediada por NFAT del gen indicador de luciferasa. La luminiscencia se midió con un luminómetro15
después de agregar el reactivo de ensayo de luciferasa Bio-Glo™ de acuerdo con las instrucciones del 
fabricante. Los resultados se muestran en la Figura 55.

Ejemplo 33: Función efectora de los anticuerpos S309 MLNS, S309 N55Q MLNS y S309 N55Q MLNS GAALIE

Se ensayaron los anticuerpos S309 MLNS (también denominado aquí S309 LS), S309 N55Q MLNS (también 
denominado aquí S309 N55Q LS) y S309 N55Q MLNS GAALIE (también denominado aquí S309 N55Q LS 20
GAALIE) para determinar su capacidad para promover citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos 
mediada por células NK (ADCC) y fagocitosis celular dependiente de anticuerpos mediada por monocitos 
(ADCP) contra células que expresan la proteína de la espícula de CoV-2.

S309 MLNS comprende un VH que tiene la secuencia establecida en SEQ ID NO.:105 y un VL que tiene la 
secuencia establecida en SEQ ID NO.:168. Cada uno de S309 N55Q MLNS y S309 N55Q MLNS GAALIE 25
comprende un VH que tiene la secuencia establecida en SEQ ID NO.:113 y un VL que tiene la secuencia 
establecida en SEQ ID NO.:168.

La ADCC se midió in vitro mediante la exposición de células NK humanas recién aisladas de dos donantes 
genotipados que expresaban homocigotos de baja afinidad (F/F158) o alta afinidad (V/V158) FcγRIIIa al 
anticuerpo preincubado con células CHO-CoV-2-Spike y medir la liberación de LDH como una lectura de 30
acuerdo con las instrucciones del fabricante (Kit de detección de citotoxicidad (LDH), Roche) después de 4 
horas de incubación a 37 ºC. En resumen, las placas se centrifugaron durante 4 minutos a 400 x g y se 
transfirieron 35 µl de sobrenadante a una placa plana de 384 pocillos. Se preparó el reactivo LDH y se añadieron 
35 µl a cada pocillo. Utilizando un protocolo cinético, se midió la absorbancia a 490 nm y 650 nm una vez cada 
2 minutos durante 8 minutos, y como resultado se utilizó la pendiente de la curva cinética. El porcentaje de lisis 35
específica se determinó aplicando la siguiente fórmula: (liberación específica - liberación espontánea) / 
(liberación máxima - liberación espontánea) x 100. Los resultados se muestran en la Figura 56.

La capacidad de los anticuerpos S309 MLNS, S309 N55Q MLNS, S309 N55Q MLNS GAALIE y el anticuerpo 
de control S309-GRLR para promover la ADCP por monocitos CD14+ primarios se midió in vitro mediante la 
exposición de PBMC humanas recién aisladas (marcadas con trazas de células violetas) a células que 40
expresan CHO-CoV-2-Spike (marcadas con el kit de unión de células fluorescentes PKH67 (Sigma Aldrich)) 
que se preincubaron con anticuerpo. Se incubaron diluciones en serie de mAbs (diluidos en serie 5 veces desde 
5.000 ng/ml hasta 0,32 ng/ml en RPMI-1640 + L-glutamina suplementada con Hyclone FBS al 10% + 2x anti-
anti (antibiótico-antimicótico)) con 10.000 células CHO-CoV-2-Spike por pocillo de una placa de polipropileno 
de 96 pocillos durante 10 minutos. Las PBMC primarias se marcaron con fluorescencia con Cell Trace Violet 45
de acuerdo con las instrucciones del fabricante. A continuación, las mezclas de células diana y anticuerpos se 
incubaron con PBMC marcadas en una proporción efector:diana de 16:1. La actividad de ADCP se midió 
después de la incubación durante la noche marcando la población de monocitos para CD14 y midiendo el 
porcentaje de células violeta+ PKH67+ entre los monocitos CD14+ mediante citometría de flujo. Los resultados 
se muestran en la Figura 57.50

Ejemplo 34: Efecto del anticuerpo S309 en la fusión celular mediada por la proteína de la espícula de SARS-
CoV-2

El efecto del anticuerpo S309 (VH: SEQ ID NO.:105; VL: SEQ ID NO.:168) en la fusión mediada por la proteína 
de la espícula del SARS-CoV-2 se probó utilizando células diseñadas para sobreexpresar la proteína espícula
en la superficie celular. La adición de S309 a estos cultivos celulares inhibió la fusión célula-célula. Los 55
resultados se muestran en las Figuras 58A (micrografías) y 58B (datos cuantificados).
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Ejemplo 35: Efecto de los anticuerpos S309 N55Q MLNS y S309 N55Q MLNS GAALIE en la replicación del 
SARS-CoV-2

El efecto de los anticuerpos S309 N55Q MLNS y S309 N55Q MLNS GAALIE en la replicación del SARS-CoV-
2 se probó en células VeroE6, PBMC y células dendríticas. Cada uno de S309 N55Q MLNS y S309 N55Q 
MLNS GAALIE comprende un VH que tiene la secuencia establecida en SEQ ID NO.:113 y un VL que tiene la 5
secuencia establecida en SEQ ID NO.:168.

El virus SARS-CoV-2 se incubó durante una hora con S309 N55Q MLNS o S309 N55Q MLNS GAALIE. A 
continuación, se añadió la mezcla virus/anticuerpo a células VeroE6, PBMC o dendríticas derivadas de 
monocitos (MoDC) en placas. Después de incubar las células con la mezcla virus/anticuerpo durante una hora 
a 37 ºC, las células se lavaron y se incubaron durante 72 horas más en medio fresco. A continuación, se analizó 10
el sobrenadante de las células cultivadas para determinar las unidades formadoras de focos (FFU). El 
sobrenadante se diluyó 1:5 y se añadió a las células VeroE6. Después de una hora a 37 ºC, las células VeroE6 
se cubrieron con metilcelulosa. Después de 24 horas de incubación adicional, los cultivos de células VeroE6 
se tiñeron para la nucleoproteína SARS-CoV-2. Los resultados se muestran en la Figura 59. Los datos del 
anticuerpo S309 N55Q MLNS se muestran en el panel superior. Los datos del anticuerpo S309 N55Q MLNS 15
GAALIE se muestran en el panel inferior. Estos datos de replicación de 72 horas son representativos de los 
hallazgos a las 24 y 48 horas.

Ejemplo 36: Materiales y métodos

Detección basada en citometría de flujo para la unión a la proteína CoV S expresada en células de mamífero

Se transfectaron células ExpiCHO con proteína S de SARS-CoV-2, SARS-CoV y MERS- CoV o con un 20
plásmido vacío como control negativo. Luego, los anticuerpos monoclonales se analizaron mediante citometría 
de flujo a 10 µg/ml para determinar su capacidad para teñir células ExpiCHO que expresan la proteína S de 
transfectantes de células 2019-nCoV, SARS-CoV, MERS-CoV o Mock.

Expresión transitoria de la proteína recombinante SARS-CoV-2 

El gen S de longitud completa de la cepa SARS-CoV-2 (2019-nCoV-S) aislado BetaCoV/Wuhan-Hu-1/2019 25
(número de acceso MN908947) se optimizó por codón para la expresión de células humanas y se clonó en el 
vector de expresión phCMV1 (Genlantis). Se transfectaron células Expi-CHO transitoriamente con phCMV1-
SARS-CoV-2-S, phCMV1-MERS-CoV-S (London1/2012), SARS-spike_pcDNA.3 (cepa SARS) o phCMV1
vacío (mock) usando el potenciador Expifectamine CHO. Dos días después de la transfección, las células se 
recolectaron, fijaron o fijaron y permeabilizaron con saponina para la inmunotinción con un panel de anticuerpos30
monoclonales reactivos con el dominio de unión al receptor (RBD) del SARS-CoV. Para la detección se utilizó 
un anticuerpo secundario anti-IgG Fc humano marcado con Alexa647. La unión de anticuerpos a las células 
transfectadas se analizó mediante citometría de flujo utilizando un analizador de células ZE5 (Biorard) y el 
software FlowJo (TreeStar). La unión positiva se definió mediante tinción diferencial de transfectantes CoV-S 
frente a transfectantes simulados.35

Experimentos de competición utilizando Octet (BLI, interferometría de biocapa)

A menos que se indique aquí lo contrario, se usaron sensores anti-His (BIOSENSOR ANTI-PENTA-HIS 
(HIS1K)) para inmovilizar la proteína de la subunidad S1 del SARS-CoV (Sino Biological Europe GmbH). Los 
sensores se hidrataron durante 10 min con tampón Kinetics (KB; BSA sin endotoxinas al 0,01 %, 0,002^Tween-
20, NaN3 al 0,005 % en PBS). A continuación, se cargó la proteína de la subunidad S1 del SARS-CoV durante 40
8 min a una concentración de 10 µg/ml en KB. Los anticuerpos se asociaron durante 6 min a 15 µg/ml para 
mAb nCoV-10 y nCov-6 de longitud completa o 5 µg/ml para Fab nCoV-4, y en un experimento posterior que 
comprendía nCoV-1 todos a 10 µg/ml. A continuación, se asociaron anticuerpos competitivos a la misma 
concentración durante 6 minutos más.

Experimentos de competición utilizando Octet (BLI, interferometría de biocapa)45

Para los experimentos de competición de ACE2, se cargó ACE2-His (Bio-Techne AG) durante 30 minutos a 5 
µg/ml en KB en biosensores anti-HIS (HIS2) (Molecular Devices-ForteBio). Se asoció SARS-CoV-1 RBD-
rabbitFc o SARS-CoV-2 RBD-mouseFc (Sino Biological Europe GmbH) a 1 µg/ml durante 15 minutos, después 
de preincubación con o sin anticuerpo (30 µg/ml, 30 minutos). La disociación se controló durante 5 minutos.

Determinación de la afinidad usando Octet (BLI, interferometría de biocapa)50
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Para la determinación de KD de anticuerpos de longitud completa, se utilizaron biosensores de proteína A (Pall 
ForteBio) para inmovilizar anticuerpos recombinantes a 2,7 µg/ml durante 1 minuto, después de un paso de 
hidratación durante 10 minutos con tampón Kinetics. Las curvas de asociación se registraron durante 5 minutos 
incubando los sensores recubiertos con anticuerpos con diferentes concentraciones de SARS-CoV-1 RBD 
(Sino Biological) o SARS-CoV-2 RBD (producido internamente; residuos 331-550 de pico de BetaCoV/Wuhan-5
Hu-1/2019, número de acceso MN908947). La concentración de RBD más alta ensayada fue de 10 ug/ml, luego 
se diluyó en serie 1:2,5. La disociación se registró durante 9 minutos moviendo los sensores a pocillos que 
contenían KB. Los valores de KD se calcularon usando un modelo de ajuste global (Octet). Se utilizó el equipo 
Octet Red96 (ForteBio).

Para la determinación de KD de anticuerpos de longitud completa en comparación con fragmentos Fab, se 10
cargaron RBD de SARS-CoV-1 o SARS-CoV-2 marcados con His a 3 µg/ml en KB durante 15 minutos en 
biosensores anti-HIS (HIS2) (Molecular Devices, ForteBio). La asociación de anticuerpo completo y Fab se 
realizó en KB a 15 ug/ml y 5 ug/ml respectivamente durante 5 minutos. Se midió la disociación en KB durante 
10 min.

Unión ELISA15

Las reactividades de los mAb con la proteína de la subunidad Spike S1 de SARS-CoV (cepa WH20) se 
determinaron mediante ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzimas (ELISA). Brevemente, las placas de 96 
pocillos se recubrieron con 3 µg/ml de proteína recombinante de la subunidad Spike S1 del SARS-CoV (Sino.
Biológical). Los pocillos se lavaron y bloquearon con PBS+BSA al 1 % durante 1 hora a temperatura ambiente 
y luego se incubaron con series de diluciones de mAb durante 1 hora a temperatura ambiente. Los mAb unidos 20
se detectaron incubando IgG antihumana de cabra conjugada con fosfatasa alcalina (Southern Biotechnology: 
2040-04) durante 1 h a temperatura ambiente y se desarrollaron con 1 mg/ml de sustrato de p-nitrofenilfosfato 
en tampón de glicina 0,1 M (pH 10,4) durante 30 min a temperatura ambiente. Los valores de densidad óptica 
(DO) se midieron a una longitud de onda de 405 nm en un lector ELISA (espectrofotómetro Powerwave 340/96, 
BioTek).25

Ensayo de neutralización

A menos que se indique lo contrario, se utilizó el virus de la leucemia murina (MLV) pseudotipado con la proteína 
Spike del SARS-CoV-2 (SARS-CoV-2 pp) o la proteína Spike del SARS-CoV-1 (SARS-CoV-1pp). Como células 
diana se emplearon células DBT transfectadas de manera estable con ACE2 (DBT-ACE2). SARS-CoV-2 pp o 
SARS-CoV-1pp se activaron con tripsina TPCK a 10 ug/ml. Se añadió SARS-CoV-2 pp o SARS-CoV-1pp 30
activado a una serie de diluciones de anticuerpos (comenzando con una concentración final de 50 µg/ml por 
anticuerpo, dilución triple). Se añadieron células DBT-ACE2 a las mezclas de anticuerpo-virus y se incubaron 
durante 48 h. La luminiscencia se midió después de aspirar el sobrenadante del cultivo celular y agregar 
sustrato GLO estable (Promega).

A menos que se indique lo contrario, los ensayos de neutralización de pseudopartículas utilizan un sistema de 35
pseudotipado de indicador de luciferasa basado en VSV (Kerafast). Las pseudopartículas de VSV y el 
anticuerpo se mezclan en DMEM y se dejan incubando durante 30 minutos a 37 ºC. A continuación, se permite 
que la mezcla de infección se incube con células Vero E6 durante 1 hora a 37 ºC, seguido de la adición de 
DMEM con Pen-Strep y FBS al 10 % (la mezcla de infección no se elimina). Las células se incuban a 37 ºC 
durante 18-24 horas. La luciferasa se mide utilizando un lector de placas Ensight (Perkin Elmer) después de la 40
adición del reactivo Bio-Glo (Promega).

Cinética de ciclo único SPR

Los experimentos de SPR se llevaron a cabo con un instrumento Biacore T200 utilizando un enfoque de cinética 
de ciclo único. Se capturó S309 IgG en la superficie y se inyectaron concentraciones crecientes de SARS- CoV-
2 RBD purificado, glicosilado o desglicosilado. Se controlaron las cinéticas de asociación y disociación y se 45
ajustaron a un modelo de unión para determinar la afinidad.

Expresión de anticuerpos recombinantes

Los anticuerpos recombinantes se expresaron en células ExpiCHO cotransfectadas transitoriamente con 
plásmidos que expresaban la cadena pesada y ligera como se describió anteriormente (Stettler et al. (2016) 
Specificity, cross-reactivity, and function of antibodies elicited by Zika virus infection. Science, 353(6301), 823-50
826). Los anticuerpos monoclonales S303, S304, S306, S309, S310 y S315 se expresaron como anticuerpos 
rIgG-MLNS. La mutación MLNS confiere una vida media más prolongada in vivo (Zalevsky et al. (2010) 
Enhanced antibody half-life improves in vivo activity. Nature Biotechnology, 28(2), 157-159)
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Alineación de secuencia

Las secuencias genómicas del SARS-CoV-2 se descargaron de GISAID el 29 de marzo de 2020, utilizando los 
filtros "completo (>29 000 pb)" y "exclusión de baja cobertura". Se eliminaron las secuencias de murciélago y 
pangolín para producir secuencias solo humanas. El ORF de la espícula se localizó realizando alineaciones del 
genoma de la proteína de referencia (YP_009724390.1) con GeneWise2. Las coincidencias incompletas y los 5
ORF que contenían indel se rescataron y se incluyeron en el análisis posterior. Las secuencias de nucleótidos 
se tradujeron in silico usando un seqkit. Se eliminaron las secuencias con más del 10% de aminoácidos 
indeterminados (debido a N llamadas de bases). La alineación de secuencias múltiples se realizó utilizando 
MAFFT. Las variantes se determinaron por comparación de las secuencias alineadas (n=2229) con la 
secuencia de referencia utilizando el paquete Biostrings de R/Bioconductor. Se utilizó una estrategia similar 10
para extraer y traducir secuencias de las proteínas espícula de los genomas del SARS-CoV obtenidos de ViPR 
(criterios de búsqueda: coronavirus relacionado con el SARS, genomas completos, huésped humano, 
depositados antes de diciembre de 2019 para excluir el SARS-CoV-2, n =53). Las secuencias del genoma del 
SARS-CoV de origen comprendían todas las principales cepas publicadas, como Urbani, Tor2, TW1, P2, 
Frankfurt1, entre otras. Las secuencias de pangolín mostradas por Tsan-Yuk Lam et al se obtuvieron de 15
GISAID. Las secuencias de murciélagos de los tres clados de Sarbecovirus, como se indica en Lu et al (Lancet 
2020), se obtuvieron de Genbank. Las secuencias de perros civeta y mapache se obtuvieron de manera similar 
de Genbank.

Ejemplo 37: mecanismo independiente de ACE2 de neutralización de SARS-CoV2 por el anticuerpo S309

En los siguientes experimentos, el anticuerpo S309 (VH de SEQ ID NO.:105, VL de SEQ ID NO.:168) se 20
expresó como IgG1 recombinante con las mutaciones M428L y N434S Fc. Se investigó el efecto de la 
sobreexpresión de ACE2 sobre la neutralización de la infección por anticuerpos S309. Se infectaron células 
Vero E6 o Vero E6-TMPRSS2 con SARS-CoV-2 (aislado USA-WA1/2020) a una MOI de 0,01 en presencia de 
S309 (10 µg/ml). Las células se fijaron 24 h después de la infección, la proteína de la nucleocápside viral se 
inmunotiñó y cuantificó. La tinción de nucleocápside estuvo efectivamente ausente en las células tratadas con 25
anticuerpos. S309 tenía una IC50 (ng/ml) en células Vero E6 de 65 y en Vero E6-TMPRSS2 de 91 (datos no 
mostrados).

Un panel de 7 líneas celulares (HeLa, 293T (wt), Vero E6, Huh7, 293T ACE2, MRC 5-ACE2- TMPRSS2, A549-
ACE2-TMPRSS2 clon 5, A549-ACE2-TMPRSS2 clon 10) se infectaron con SARS-CoV-2-Nluc o VSV 
pseudotipado con la proteína de la espícula de SARS-CoV-2 en presencia de S309. La señal de luciferasa se 30
cuantificó 24 horas después de la infección. Los valores máximos de neutralización de S309 fueron los que se 
muestran en la Tabla 12.

Tabla 12. Valores máximos de neutralización de S309

35

La unión de la proteína espícula de SARS-CoV-2 purificada y marcada con fluorescencia a estas líneas 
celulares se cuantificó mediante citometría de flujo. Las células HeLa y 239T WT tenían las MFI más bajas, 
seguidas de las células Huh7 y VeroE6. Las células 293T ACE2 (la más alta), MRC 5-ACE2-TMPRSS2 (la 
tercera más alta), el clon 5 A549-ACE2-TMPRSS2 (la cuarta más alta) y el clon 10 A549-ACE2-TMPRSS2 (la 
segunda más alta) tenían MFI más altas. Se determinó el análisis de correlación entre el potencial de 40
neutralización máximo de unión de las espículas de S309; los valores de correlación Spearman de S309 fueron: 
r = -0,94 para ambos modelos virales. p = 0,017.

Para caracterizar aún más las líneas celulares sensibles al SARS-CoV-2, las siete líneas celulares descritas 
anteriormente se incubaron con la proteína espícula de SARS-CoV-2 purificada marcada con fluorescencia o 
proteína RBD y la unión a proteínas se cuantificó mediante citometría de flujo. En orden descendente de MFI, 45

Tipo de célula

Virus/Pseudotipo

Pseudotipo VSV

clon 5

clon 10
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las líneas celulares fueron: A549-ACE2-TMPRSS2 clon 10; 293T ACE2; MRC 5-ACE2-TMPRSS2; A549-ACE2-
TMPRSS2 clon 5; Vero E6; Huh7; 293T (wt); y HeLa.

Las lectinas seleccionadas y los candidatos a receptores publicados se examinaron utilizando células HEK293T 
infectadas con pseudovirus SARS-CoV-2 VSV. ACE2, DC-SIGN, L-SIGN y SIGLEC-1 dieron las señales más 
altas. ACE2 proporcionó una señal de aproximadamente 105 unidades de luminiscencia relativa (RLU) y DC-5
SIGN, SIGLEC-1 y L-SIGN tenían señales de aproximadamente 104 RLU. Todas las demás lectinas/candidatas 
probadas dieron señales de aproximadamente 102 - 103 RLU.

Las células HEK 293T, HeLa y MRC5 se transdujeron transitoriamente para sobreexpresar DC-SIGN, L-SIGN, 
SIGLEC1 o ACE2 y se infectaron con pseudovirus SARS-CoV-2 VSV. Como control se incluyeron células no 
infectadas y células no transducidas. Las células HEK293T, ACE2, DC-SIGN, SIGLEC-1 y L-SIGN 10
proporcionaron aumentos sustanciales de la infección. En las células HeLa y MRC5, solo ACE2 aumentó la 
infección.

Las líneas celulares HEK293T estables que sobreexpresan DC-SIGN, L-SIGN, SIGLEC-1 o ACE2 se infectaron 
con SARS-CoV-2 auténtico (MOI 0.1), se fijaron y se inmunotiñeron a las 24 horas para la nucleoproteína 
SARS-CoV-2. Se usaron células de tipo salvaje (infectadas y no infectadas) como controles. Se observó una 15
mayor tinción en las células que sobreexpresaban DC-SIGN, L-SIGN o SIGLEC-1 y la tinción aumentó 
significativamente en las células que sobreexpresaban ACE2.

Las líneas celulares estables se infectaron con SARS-CoV-2-Nluc y se cuantificaron los niveles de luciferasa a 
las 24 horas. En orden ascendente de RLU: no infectado (aprox. 102-103 RLU); parental 293T (aprox. 104 RLU); 
DC-SIGN (aprox. 105 RLU); L-SIGN (aprox. 105 RLU); SIGLEC-1 (aprox. 105-106 RLU); ACE2 (>107 RLU).20

Las líneas celulares estables se incubaron con diferentes concentraciones de mAb anti-SIGLEC1 (clon 7-239) 
y se infectaron con SARS-CoV-2 -Nluc. La infección como porcentaje de células no tratadas permaneció cerca 
de superar el 100 % en células 293T que expresan DC-SIGN, L-SIGN o ACE2, pero cayó por debajo del 50 % 
(0,2 µg/ml anti-SIGLEC) a cerca de 0 (1 µg /ml o 5 µg/ml anti-SIGLEC) en células 293T que expresan SIGLEC-
1.25

Se determinaron los niveles de expresión de células individuales de posibles candidatos a (co)receptores de 
SARS-CoV-2 seleccionados en diferentes tipos de células pulmonares derivados del Human Lung Cell Atlas 
(nature.com/articles/s41586-020-2922-4). DC-SIGN, L-SIGN y SIGLEC-1 se expresan en una variedad de tipos 
de células en el pulmón a niveles similares o incluso superiores a ACE2.

La unión de anticuerpos dirigidos a DC-/L-SIGN, DC-SIGN, SIGLEC1 o ACE2 en células HEK293T que 30
sobreexpresan de forma estable el receptor de unión respectivo se analizó mediante citometría de flujo y 
análisis de inmunofluorescencia. Las células HEK 293T que sobreexpresaban los respectivos receptores de 
unión se infectaron con VSV seudotipado con mutaciones de espícula o espícula de tipo salvaje del SARS-
CoV-2 del linaje B1.1.7. La luminiscencia se analizó un día después de la infección. La infección aumentó en 
las células que expresan los receptores de unión. La infección por VSV pseudotipado con cualquiera de las 35
espículas fue similar para cada grupo de prueba. Las células que expresaban ACE2 dieron la señal de 
luminiscencia más alta.

Se infectaron células Vero E6 diferenciadas in vitro moDC o PBMC con SARS-CoV-2 a una MOI de 0,01. 24 h 
después de la infección, las células se fijaron, se inmunotiñeron para la proteína de la nucleocápside viral y se 
cuantificaron las células infectadas. Solo las células VeroE6 mostraron infección (aproximadamente el 7% de 40
las células). Se tomó el sobrenadante de las células infectadas a las 24, 48 y 72 h y se cuantificó el título viral 
infeccioso mediante ensayo FFU en las células Vero E6.

Se evaluaron los principales tipos de células con genoma SARS-CoV-2 detectable en líquido de lavado 
broncoalveolar (BALF) y esputo de pacientes graves con COVID-19. Se generó un gráfico t-SNE y se determinó 
el recuento de cada tipo de célula SARS-CoV-2+ (n total = 3.085 células de 8 sujetos en Ren et al. Cell 2021).45
Los tipos de células fueron T, NK, plasma, neutrófilos, macrófagos, ciliadas, escamosas y secretoras. Se evaluó 
la expresión de ACE2, DC-SIGN, L-SIGN, SIGLEC-1 y sus combinaciones para cada tipo de célula.

Los recuentos de transcritos de ACE2, DC-SIGN (CD209), L-SIGN (CLEC4M), SIGLEC 1 se correlacionaron 
con los recuentos de ARN del SARS-CoV-2 en macrófagos y células secretoras. La correlación se basó en los 
recuentos (antes de la transformación logarítmica) de Ren et al. Cell 2021.50

En la Figura 60 se muestran datos representativos que muestran la expresión de los receptores en líneas 
celulares HEK293T estables. Se generaron líneas celulares para sobreexpresar DC-SIGN, L-SIGN o ACE2 
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mediante la transducción de células HEK293T con lentivirus que codifican el transgén y se realizaron ensayos 
de inmunofluorescencia para evaluar la expresión del transgén.

Los datos representativos que muestran la capacidad del pseudovirus VSV que expresa la proteína S del 
SARS-CoV-2 con indicador de luciferasa para infectar las células HEK293T (usando un ensayo de 
luminiscencia) se muestran en la Figura 61; la expresión de DC-SIGN o L-SIGN aumentó los niveles de 5
infección por pseudovirus en más de 10 veces, en comparación con la infección de células WT HEK293T, y la 
expresión de ACE2 aumentó los niveles de infección por pseudovirus en más de 100 veces, en comparación 
con la infección de células WT HEK293T.

Se evaluó la actividad neutralizante del mAb S309 ejemplar contra el pseudovirus VSV en las células HEK293T 
manipuladas. Los datos se muestran en la Figura 62; S309 neutralizó completamente la infección a través de 10
DC-SIGN y L-SIGN y, en menor medida, ACE2.

La capacidad del SARS-CoV-2 vivo con indicador de luciferasa para infectar las células HEK293T se examinó 
mediante un ensayo de luminiscencia. Los datos se muestran en la Figura 63; la expresión de DC-SIGN o L-
SIGN aumentó los niveles de infección por virus vivo en más de 3 veces en comparación con la infección de 
células WT HEK293T y la expresión de ACE2 aumentó los niveles de infección por virus vivo en más de 100 15
veces en comparación con la infección de células WT HEK293T.

Se evaluó la actividad neutralizante de mAb S309 contra el pseudovirus VSV en las células HEK293T 
diseñadas. Los datos se muestran en la Figura 64; S309 neutralizó completamente la infección a través de DC-
SIGN y L-SIGN y por ACE2 en menor medida.

Se realizaron experimentos para investigar si el anticuerpo S309 puede neutralizar la entrada de SARS-CoV-2 20
a través de SIGLEC-1. Brevemente, se generaron líneas HEK293T de células estables como se describe 
anteriormente para sobreexpresar DC-SIGN/L-SIGN, DC-SIGN, SIGLEC-1 o ACE2. Los datos de expresión se 
muestran en la Figura 65. Como se muestra en la Figura 66, la expresión de DC-SIGN, L-SIGN o SIGLEC 
aumentó los niveles de infección por virus vivo en más de 10 veces en comparación con la infección de células 
WT HEK293T y la expresión de ACE2 aumentó los niveles de infección por pseudovirus en más de 100 veces25
en comparación con a la infección de células WT HEK293T. Como se muestra en la Figura 67, S309 neutralizó 
completamente la infección a través de DC-SIGN, L-SIGN y SIGLEC-1.

Se determinó la expresión de DC-SIGN (CD209) y otras proteínas receptoras de la superficie celular, incluidas 
SIGLEC-1 y otras SIGLEC en diversos tipos celulares. Los datos se resumen en las Figuras 68A y 68B.

Se realizaron más experimentos para investigar las funciones de DC-SIGN, L-SIGN y SIGLEC-1 en la infección 30
por SARS-CoV-2. En un conjunto de experimentos, las células HEK293T que expresaban de forma estable 
DC-SIGN, L-SIGN, SIGLEC-1 o ACE2 se infectaron con SARS-CoV-2 Nluc vivo en tres multiplicidades de 
infección (MOI) diferentes: 0,01, 0,1 y 1. La infección se determinó utilizando unidades de luminiscencia relativa 
y se comparó con la infección en células HEK293T (parentales). Los datos se muestran en la Figura 69. En el 
MOI más bajo ensayado, se observó un aumento de la infección en las células que expresaban DC-SIGN, L-35
SIGN o SIGLEC. En el MOI más alto ensayado, la infección no aumentó más frente a la parental por la expresión 
de DC-SIGN, L-SIGN o SIGLEC. Estos datos indican que las células 293T parentales son susceptibles a la 
infección por SARS-CoV-2 y L-SIGN, DC-SIGN y SIGLEC-1 aumentan los niveles de infección pero no 
funcionan como receptores primarios de la infección.

En otro conjunto de experimentos, se transdujeron transitoriamente células 293T, células HeLa y células MRC5 40
con lentivirus que codifican DC-SIGN, L-SIGN, SIGLEC-1 o ACE2 y se infectaron con pseudovirus VSV tres 
días después de la transducción. Los datos se muestran en la Figura 70. Mientras que las células 293T 
mostraron un bajo nivel de susceptibilidad (comparar las no infectadas con las no transducidas), las células 
HeLa y MRC5 fueron completamente refractarias al virus. El bajo nivel de infección en las células 293T puede 
incrementarse mediante la expresión de L-SIGN, DC-SIGN o SIGLEC-1, de acuerdo con el papel de estas 45
proteínas como factores de unión. Las células HeLa y MRC5 permanecieron refractarias a la infección incluso 
después de la expresión de L-SIGN, DC-SIGN o SIGLEC-1, y solo se volvieron susceptibles después de la 
expresión de ACE2. Estos datos indican que L-SIGN, DC-SIGN y SIGLEC-1 no son receptores primarios del 
SARS-CoV-2.

Ejemplo 38: Eficacia in vivo del anticuerpo S30950

Se investigó la eficacia de S309 en hámsters sirios. Este modelo animal representa hasta la fecha el modelo 
más relevante de infección por SARS-CoV-2 que no requiere sobreexpresión in vivo de ACE2 para apoyar la 
infección productiva y la enfermedad. La administración profiláctica de S309 indujo una protección dependiente 
de la dosis contra la infección por SARS-CoV-2 y el daño tisular en hámsteres, como lo demuestran los niveles 
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de ARN viral, la carga viral y la puntuación histopatológica en los pulmones (Fig. 73A-7C). Estos datos indican 
que la neutralización deficiente e incompleta de la entrada por parte de S309 in vitro cuando se utilizan células 
que sobreexpresan ACE2 no comprometía la eficacia in vivo de los mAb no RBM.

El S309 que porta la mutación N297A tiene una capacidad reducida para desencadenar funciones efectoras 
como consecuencia de la disminución de la participación en los receptores Fcγ. Esto se confirmó además por 5
la unión reducida de la variante S309-N297A a los monocitos de hámster en el bazo. La eficacia in vivo medida 
con el mAb N297A es similar o ligeramente inferior a la del S309 wt, lo que sugiere que la capacidad de 
neutralización del mAb prevalece sobre su capacidad de función efectora en estas condiciones. La 
concentración sérica de S309 requerida para reducir el ARN viral en el pulmón en un 90 % fue de 9 µg/ml, Fig.
73D.10

Ejemplo 39: Actividad de los anticuerpos contra las variantes del SARS-CoV-2

Han surgido varias variantes del SARS-CoV-2, con un número creciente de infecciones por variantes 
informadas a fines de 2020. El motivo de unión al receptor (RBM) parece ser particularmente variable a la 
mutación. Se han observado variantes emergentes notables en Escocia, el Reino Unido, Sudáfrica, California, 
Columbus y en visones en Dinamarca, y se ha informado que algunas mutaciones confieren escape de 15
anticuerpos o neutralización del suero. Se realizaron experimentos para evaluar la capacidad de los anticuerpos 
S309 de neutralizar variantes. S309 N55Q MLNS (VH: SEQ ID NO.:113; VL: SEQ ID NO.:168; con mutaciones 
M428L y N434S Fc) se ensayó contra SARS-CoV-2 con un panel de las 20 variantes mutacionales de RBD de 
SARS-CoV-2 más frecuentes, determinadas por lecturas de secuencia. Los anticuerpos REGN10933 y 
REGN10987 (Hansen et al., Science 369(6506):1010-1014; eabd0827-0810 (2020) y PDB 6XDG 20
(rcsb.org/structure/6XDG)) se incluyeron con fines comparativos. Los resultados se resumen en la Tabla 13.

Y = disminución de menos de tres veces en la neutralización de virus o pseudovirus vivos; 

N = disminución de más de tres veces en la neutralización de virus o pseudovirus vivos; 

P = se predice la neutralización por el anticuerpo debido a que el aminoácido variante está fuera del epítopo; 

? = desconocido.25

Tabla 13. Resumen de neutralización por anticuerpos contra variantes del SARS CoV-2
Variante mutación S309 N55Q MLNS REGN10933 REGN10987

N501Y (UK, mutante Sudáfrica y Brasil) Y Y Y
S477N Y Y Y

N439K (mutante escocés) Y Y N
L452R (mutante California) Y P P

E484K (mutante Sudáfrica y Brasil) Y N Y
Y453F (mutante de visón) Y N N

(disminución 4×)
A520S Y Y Y

K417N (mutante Sudáfrica) Y
(K417N/V)

N Y
(K417N/E/V)

S494P Y N P
S477R P ? P
V367F Y Y Y
P384L Y P P
A522S Y P P
A522V Y P P
V382L Y P P
N501T Y P P
P330S Y P P
T478I Y ? P
S477I Y ? P
P479S Y P P

Y = disminución de menos de tres veces en la neutralización de virus o pseudovirus vivos;
N = disminución de más de tres veces en la neutralización de virus o pseudovirus vivos;
P = se predice la neutralización por el anticuerpo debido a que el aminoácido variante está fuera del epítopo;
? = desconocido.
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Los recuentos totales de mutantes secuenciados de SARS-CoV-2 que se sabe que escapan de los anticuerpos 
(a 29 de enero de 2021) eran: S309 N55Q MLNS = 29; REG10987 = 10.425; REG10933 = 3.621.

Se evaluó la unión de los anticuerpos S309 a los RBD variantes del SARS-CoV-2 por BLI. Se evaluaron las 
mutaciones S309 (VH: SEQ ID NO.:105; VL: SEQ ID NO.:168) con Fc de tipo salvaje y S309 N55Q (VH: SEQ 
ID NO.:113; VL: SEQ ID NO.:168) portando MLNS o MLNS + GAALIE Fc. REGN10987 y REGN10933 se 5
incluyeron como comparadores. Brevemente, los anticuerpos se diluyeron en tampón kinetics a 3 µg/ml y se 
cargaron en sensores de proteína A durante 75 segundos. Después de un breve paso de equilibrio en tampón 
kinetics, los sensores cargados se movieron en pocillos que contenían las variantes de RBD a 5 µg/ml en 
tampón kinetics y se registró la asociación durante 3 minutos. La disociación del complejo se realizó en tampón 
kinetics durante 3 minutos. Los datos se muestran en las Figuras 71A-71B; "WT" = Wuhan-Hu-1 con D614G; 10
"Triple mutante" en la fila inferior = Wuhan-Hu-1 con D614G y se agregó la variante de Sudáfrica B.1.351 RBD 
mutaciones K417N, E484K y N501Y. Otras mutaciones presentes en la variante de Sudáfrica B.1.351 no 
estaban presentes en el RBD "SA" analizado.

La neutralización de los anticuerpos S309 contra las variantes del SARS-CoV-2 se evaluó utilizando 
pseudovirus MLV y células diana Vero-E6 que expresan TMPRSS2. Se evaluaron las mutaciones S309 (VH 15
SEQ ID NO.:105; VL: SEQ ID NO.:168) con Fc de tipo salvaje y S309 N55Q (VH: SEQ ID NO.:113; VL: SEQ 
ID NO.:168) que lleva MLNS o MLNS + GAALIE Fc. También se evaluaron REGN10987, REGN10933 y la 
combinación de REGN10987 + REGN10933. Los datos se muestran en la Figura 72. "WT" = Wuhan-Hu-1; 
"Reino Unido" = SARS-CoV-2 variante B.1.1.7; y "SA" = variante B.1.351.

20
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo aislado, o un fragmento de unión a antígeno del mismo, que comprende un dominio variable 
de cadena pesada (VH) que comprende la secuencia de aminoácidos de la región determinante de la 
complementariedad (CDR)H1 mostrada en la SEQ ID NO.:106, la secuencia de aminoácidos CDRH2 mostrada 5
en la SEQ ID NO.:121 y la secuencia de aminoácidos CDRH3 mostrada en la SEQ ID NO.:108 y un dominio 
variable de cadena ligera (VL) que comprende la secuencia de aminoácidos CDRL1 mostrada en la SEQ ID 
NO.:169 , la secuencia de aminoácidos CDRL2 mostrada en la SEQ ID NO.:170 y la secuencia de aminoácidos 
CDRL3 mostrada en la SEQ ID NO.:171, donde el anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno es capaz de 
unirse a un la glicoproteína de superficie (S) de SARS-CoV-2.10

2. El anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno de la reivindicación 1, que es capaz de neutralizar una 
infección por SARS-CoV-2: 

(i) en un modelo de infección in vitro;
(ii) en un modelo animal de infección in vivo; o

(iii) cualquier combinación de (i)-(ii).15

3. El anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno de la reivindicación 1 o 2, donde:

(i) la VH comprende o consiste en una secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 85 % de 

identidad con la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEQ ID NO.:113; y/o

(ii) la VL comprende o consiste en una secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 85 % de 20
identidad con la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEQ ID NO.:168.

4. El anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde

(i) la VH comprende o consiste en una secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 90 % de 

identidad con la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEQ ID NO.:113; y/o

(ii) la VL comprende o consiste en una secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 90 % de 25
identidad con la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEQ ID NO.:168.

5. El anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, donde

(i) la VH comprende o consiste en una secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 95 % de 

identidad con la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEQ ID NO.:113; y/o

(ii) la VL comprende o consiste en una secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 95 % de 30
identidad con la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEQ ID NO.:168.

6. El anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno de cualquiera de las reivindicaciones 1-5, donde VH 

comprende o consiste en la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEQ ID NO.:113 y VL comprende o 

consiste en la secuencia de aminoácidos mostrada en la expuesta en la SEQ ID NO.:168.

7. El anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno de cualquiera de las reivindicaciones 1-6, que:35

(i) es capaz de unirse a la glicoproteína de superficie (S) del SARS-CoV-2 con mayor avidez que a una 

proteína S del coronavirus SARS;

(ii) tiene reactividad cruzada contra el SARS-CoV-2 y el coronavirus SARS;

(iii) reconoce un epítopo en la glicoproteína de superficie del SARS-CoV-2 que no se encuentra en RBM 

ACE2 RBM; o40
(iv) cualquier combinación de (i)-(iii).

8. El anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno de cualquiera de las reivindicaciones 1-7, que es un isotipo 

IgG, IgA, IgM, IgE o IgD, y es preferiblemente un isotipo IgG seleccionado entre IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4.

9. El anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno de cualquiera de las reivindicaciones 1-8:

(i) que es humano, humanizado o quimérico;45
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(ii) donde el anticuerpo o el fragmento de unión al antígeno comprende un anticuerpo humano, un 

anticuerpo monoclonal, un anticuerpo purificado, un anticuerpo de cadena sencilla, un Fab, un Fab', un 

F(ab')2, un Fv, un scFv o un scFab; y/o

(iii) donde el anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno es un anticuerpo multiespecífico o un 

fragmento de unión a antígeno donde, opcionalmente, el fragmento de unión a antígeno es un anticuerpo 5
biespecífico o un fragmento de unión a antígeno.

10. El anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno de cualquiera de las reivindicaciones 1-9, donde el 

anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno comprende además un polipéptido Fc o un fragmento del mismo.

11. El anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno de la reivindicación 10, donde el polipéptido Fc o su 

fragmento comprende:10
(1) una mutación que mejora la unión a un FcRn en comparación con un polipéptido Fc de referencia que 

no comprende la mutación, donde, opcionalmente, la mutación que mejora la unión a un FcRn comprende 

M428L, N434S, N434H, N434A, N434S, M252Y, S254T, T256E, T250Q, P257I, Q311I, D376V, T307A, 

E380A, o cualquier combinación de los mismos, donde, además, opcionalmente, la mutación que mejora 

la unión a un FcRn comprende: (i) M428L/N434S; (ii) M252Y/S254T/T256E; (iii) T250Q/M428L; (iv) 15
P257I/Q311I; (v) P257I/N434H; (vi) D376V/N434H; (vii) T307A/E380A/N434A o (viii) cualquier 

combinación de (i)-(vii); y/o

(2) una mutación que mejora la unión a un FcγR en comparación con un polipéptido Fc de referencia que 

no comprende la mutación, donde, opcionalmente, la mutación que mejora la unión a un FcγR comprende 

S239D, I332E, A330L, G236A, o cualquier combinación de los mismos, donde, además, opcionalmente, 20
la mutación que potencia la unión a un FcγR comprende: (i) S239D/I332E; (ii) S239D/A330L/I332E; (iii) 

G236A/S239D/I332E; o (iv) G236A/A330L/I332E.

12. El anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno de la reivindicación 11, donde la mutación que mejora la 
unión a un FcRn comprende M428L/N434S y/o la mutación que mejora la unión a un FcγR comprende 
G236A/A330L/I332E.25

13. El anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, que 
comprende:

(i) un CH1-CH3 que tiene un 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % de 

identidad con la SEQ ID NO.:173 o 175; y/o30
(ii) una CL que comprende una secuencia de aminoácidos que tiene un 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 

95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % de identidad con la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO.:174.

14. El anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno de cualquiera de las reivindicaciones 1-13, que comprende 

una mutación que altera la glicosilación del anticuerpo o del fragmento de unión a antígeno, donde la mutación 35
que altera la glicosilación del anticuerpo o del fragmento de unión a antígeno comprende N297A, N297Q o 

N297G, y/o donde el anticuerpo o el fragmento de unión al antígeno está aglicosilado y/o afucosilado.

15. El anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno de cualquiera de las reivindicaciones 1-14, donde el 

anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno se une a una glicoproteína de superficie del SARS-CoV-2 con 

una KD de menos de 4,5x10-9 M, menos de 5x10-9 M, menos de 1x10-10 M, menos de 5x10-10 M, menos de 40
1x10-11 M, menos de 5x10-11 M o menos de 1x10-12 M, tal como se mide por interferometría de biocapa, donde, 

opcionalmente, el anticuerpo o el fragmento de unión al antígeno se une a la glicoproteína de superficie del 

SARS-CoV-2 con una KD inferior a 1x10-12M, medida mediante interferometría de biocapa.

16. El anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno de cualquiera de las reivindicaciones 1-15, donde el 

anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno es capaz de inducir una citotoxicidad mediada por células 45
dependiente de anticuerpos (ADCC) y/o una fagocitosis celular dependiente de anticuerpos (ADCP) contra un 

célula diana infectada por un SARS-CoV-2, donde, opcionalmente, la ADCC inductora activar una célula 

asesina natural que comprende una variante V158 FcγRIIIa, una célula asesina natural que comprende una 

variante F158 FcγRIIIa o ambas, y/o la célula inductora ADCP comprende acoplar un FcγRIIa expresado en la 

superficie de una célula fagocítica, tal como un monocito, un macrófago o una célula dendrítica.50
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17. El anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno de cualquiera de las reivindicaciones 1-16, donde el 

anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno es capaz de neutralizar la infección por SARS-CoV-2 y no 

compite con ACE2 humano por unirse a la glicoproteína de superficie de SARS-CoV-2.

18. El anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno del mismo de cualquiera de las reivindicaciones 1-17, que 

es capaz de unirse a la glicoproteína de superficie del SARS-CoV-2 cuando la glicoproteína de superficie del 5
SARS-CoV-2 está comprendida en un trímero de prefusión.

19. El anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno de cualquiera de las reivindicaciones 1-18, que es capaz 

de unirse a un dominio de unión al receptor (RBD) de la glicoproteína de superficie del SARS-CoV-2 cuando el 

RBD está glicosilado y/o cuando el RBD está desglicosilado, donde la unión se determina usando resonancia 

de plasmón superficial (SPR), en el que:10
(1) la SPR se realiza usando un instrumento Biacore T200 usando un enfoque cinético de ciclo único, 

además opcionalmente con un período de inyección de 3 minutos y un período de disociación de 20 

minutos;

(2) el anticuerpo o el fragmento de unión al antígeno se captura en una superficie;

(3) el RBD está presente en una concentración de 0,8 nM, 3,1 nM, 12,5 nM, 50 nM o 200 nM;15
(4) el anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno se une al RBD glicosilado con una KD de 2,0 nM, 1,9 

nM, 1,8 nM, 1,7 nM, 1,6 nM, 1,5 nM, 1,4 nM, 1,3 nM, 1,2 nM, 1,1 nM, 1,0 nM, 0,9 nM, 0,8 nM, 0,7 nM, 0,6 

nM, 0,5 nM o 0,4 nM, o con una KD de 0,4 nM ± 0,05 nM, o con una KD de 0,45 nM ± 0,05 nM, o con una

KD de 0,5 nM ± 0,05 nM, o con una KD de 0,6 nM ± 0,05 nM, o con una KD de 0,7 nM ± 0,05 nM o con 

una KD de 1,7 nM ± 0,05 nM ; y/o20
(5) el anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno se une al RBD desglicosilado con una KD de 1,6 nM, 

1,5 nM, 1,4 nM, 1,3 nM, 1,2 nM, 1,1 nM, 1,0.

20. El anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno de cualquiera de las reivindicaciones 1-19, que es capaz 

de neutralizar una infección por SARS-CoV-2 en una célula de pulmón humano, donde, opcionalmente, la célula 

de pulmón humano comprende una célula Calu-3, donde, además opcionalmente, el anticuerpo o el fragmento 25
de unión a antígeno tiene una IC50 de neutralización de aproximadamente 97 ng/ml.

21. El anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno de cualquiera de las reivindicaciones 1-20, que es capaz 

de unirse a un componente del complemento humano C1q, donde, opcionalmente, la unión al C1q se determina 

usando interferometría de biocapa (BLI), tal como usando un instrumento Octet.

22. El anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno de cualquiera de las reivindicaciones 1-21, que es capaz 30
de inhibir la fusión célula-célula mediada por glicoproteínas de superficie de SARS-CoV-2.

23. El anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno de cualquiera de las reivindicaciones 1-22, que no provoca 

una mejora mediada por anticuerpos de la replicación del SARS-CoV-2 en una célula mononuclear de sangre 

periférica (PBMC) derivada de un donante humano o una célula dendrítica.

24. El anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno de cualquiera de las reivindicaciones 1-23, que es capaz 35
de inhibir una interacción entre:

(i) SARS-CoV-2 y un DC-SIGN humano;

(ii) SARS-CoV-2 y un L-SIGN humano;

(iii) SARS-CoV-2 y un SIGLEC-1 humano; o

(iv) cualquier combinación de (i)-(iii).40

25. El anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno de cualquiera de las reivindicaciones 1-24, que es capaz 

de unirse a una glicoproteína de superficie de:

(i) un SARS-CoV-2 Wuhan-Hu-1 (SEQ ID NO.:165);

(ii) un SARS-CoV-2 B.1.1.7;

(iii) un SARS-CoV-2 B.1.351;45
(iv) un SARS-CoV-2 que comprende una o más de cualquiera de las siguientes mutaciones de sustitución 

relativas a la SEQ ID NO.:165: N501Y; S477N; N439K; L452R; E484K; Y453F; A520S; K417N; K417V; 

S494P; N501T; S477R; V367F; P384L; A522S; A522V; V382L; P330S; T478I; S477I; P479S; o

(v) cualquier combinación de (i)-(iv).
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26. El anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno de cualquiera de las reivindicaciones 1-25, donde el 

anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno es capaz de neutralizar la infección por SARS-CoV-2 con una 

IC50 de 3,0 nM, 3,1 nM, 3,2 nM, 3,3 nM, 3,4 nM, 3,5 nM, 3,6 nM, 3,7 nM, 3,8 nM, 3,9 nM o 4,0 nM.

27. El anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno de cualquiera de las reivindicaciones 1-26, que comprende:

(i) una cadena pesada que comprende (i)(1) una VH que comprende o consiste en la secuencia de 5
aminoácidos mostrada en la SEQ ID NO.:113 y (i)(2) un CH1-CH3 que comprende o consiste en la 

secuencia de aminoácidos mostrada en la SEQ ID NO.:173; y

(ii) una cadena ligera que comprende (ii)(1) una VL que comprende o consiste en la secuencia de 

aminoácidos mostrada en la SEQ ID NO.: 168 y (ii)(2) una CL que comprende o consiste en la secuencia 

de aminoácidos mostrada en la SEQ ID NO.: 174.10

28. El anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno de cualquiera de las reivindicaciones 1-26, que comprende:

(i) una cadena pesada que comprende (i)(1) una VH que comprende o consiste en la secuencia de 

aminoácidos mostrada en la SEQ ID NO.:113, y (i)(2) un CH1-CH3 que comprende o consiste en la 

secuencia de aminoácidos mostrada en la SEQ ID NO.:175; y

(ii) una cadena ligera que comprende (ii)(1) una VL que comprende o consiste en la secuencia de 15
aminoácidos mostrada en la SEQ ID NO.:168, y (ii)(2) una CL que comprende o consiste en la secuencia 

de aminoácidos mostrada en la SEQ ID NO.:174.

29. El anticuerpo o el fragmento de unión a antígeno de cualquiera de las reivindicaciones 1-26, que comprende 

un CH1-CH3 que comprende o consiste en la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEQ ID NO.:265 o 

266.20
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S309: asociación RBD de espícula de SARS
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Tiempo (seg)
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S304: asociación RBD de espícula de SARS

S303: asociación RBD de espícula de SARS
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Concentración de Ab
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Fig. 17B
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Concentración de Ab
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Concentración de Ab

Concentración de Ab

ES 2 954 629 T3



157

Concentración de Ab

Concentración de Ab

ES 2 954 629 T3



158

Concentración de Ab

Concentración de Ab

ES 2 954 629 T3



159
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Proteína espícula de SARS-CoV-2

GISaID 2020-Mar-29 (n=2229)5
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FIG. 40B
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FIG. 42A

FIG. 42B
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Infección VSV-luc(SARS-CoV-2-spike)
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Infección SARS-CoV-2-Nluc
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Infección SARS-CoV-2-Nluc
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