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DESCRIPCION
Vacunas multivalentes para el virus de la rabia y filovirus
ANTECEDENTES DE LA INVENCION
1. Campo de la invencién

La presente invencion se refiere, en general, al campo de las vacunas y a métodos y composiciones para el
tratamiento y/o la inmunizacion frente a las infecciones virales. En particular, la presente invencion se refiere a
vacunas multivalentes como un solo agente terapéutico o inmunizacién frente a infecciones con uno de un virus de
la rabia y/o un filovirus, o con ambos, tales como virus del Ebola o virus de Marburg.

2. Antecedentes

Filoviridae es una familia de virus (p. €j., filovirus o familia de filovirus) que incluye principalmente los filovirus virus
del Ebola y virus de Marburg y que causa brotes de fiebre hemorragica altamente letal en seres humanos y primates
no humanos que conducen a la muerte de mas de 24.000 personas en Africa cada afio. El reservorio natural de los
filovirus no se conoce, y en la actualidad no hay vacunas disponibles ni tratamientos terapéuticos eficaces para las
infecciones por filovirus que sean seguras y efectivas.

Filovirus son virus de ARN monocatenario, de sentido negativo, que tienen un aspecto filiforme que afectan a seres
humanos y a primates no humanos. El genoma del virus del Ebola consta de una sola cadena de ARN de sentido
negativo que es de aproximadamente 19 kb de longitud. Este ARN contiene siete genes dispuestos secuencialmente
que producen 8 ARNms tras la infeccion (como se representa en la Fig. 1). Viriones del virus del Ebola (tal como se
representa en la Fig. 2) al igual que viriones de otros filovirus, contienen siete proteinas: (1) una glicoproteina de
superficie (GP - siglas en inglés), (2) una nucleoproteina (NP), (3-6) cuatro proteinas estructurales del virién (VP40,
VP35, VP30 y VP24) y una (7) ARN polimerasa dependiente de ARN (L). La glicoproteina del virus del Ebola es
diferente de otros filovirus, debido a que es codificada en dos marcos de lectura abiertos. Se necesita una edicion
transcripcional para expresar la forma de transmembrana que se incorpora en el virién. La forma sin editar produce
una glicoproteina secretada no estructural (sGP- siglas en inglés) que es sintetizada en grandes cantidades en una
fase temprana durante el curso de la infeccion. Poco se sabe sobre las funciones bioldgicas de estas proteinas y no
se conoce por completo qué antigenos contribuyen de manera importante en la proteccion (p. €j., incluyendo una
respuesta de células T humoral y/o citotoxica).

El virus de Marburg es sustancialmente de estructura idéntica al virus del Ebola, aunque provoca diferentes
anticuerpos. El genoma del virus de Marburg consiste de manera similar de una sola cadena de ARN de sentido
negativo que es de aproximadamente 19,1 kb de longitud y que codifica una serie de polipéptidos que corresponden
en secuencia y funcion a los de los virus del Ebola, aunque las regiones intergénicas exactas son diferentes entre
los dos virus. Asi, el virus de Marburg consiste en siete polipéptidos que son, al igual que en el virus del Ebola, (1)
una glicoproteina de superficie (GP), (2) una nucleoproteina (NP), (3-6) cuatro proteinas estructurales del virion
(VP40, VP35, VP30 y VP24), y (7) una ARN polimerasa dependiente de ARN (L).

Los viriones de cada uno de los filovirus tienden a ser largos y filamentosos, esencialmente baciliformes, pero a
menudo adoptan una forma de "U", con una longitud de hasta 14.000 nm y un didametro medio de aproximadamente
80 nm. Estos virus consisten en una nucleocapside, rodeada por una capside helicoidal estriada transversalmente.
Existe un canal axial en la nucleocapside, y todo el virién esta rodeado por una unidad de lipoproteinas derivada de
la célula huésped. Ademas, hay picos de 7 nm distanciados 10 nm visibles en la superficie del virion. Véase la Fig. 2.

Al entrar en una célula infectada, los filovirus transcriben su ARN y los virus se replican en el citoplasma de la célula
infectada. La replicacion es mediada por la sintesis de un cadena de ARN positiva antisentido, que se proporciona
como un molde para genomas virales adicionales. Conforme avanza la infeccion, el citoplasma de la célula infectada
desarrolla cuerpos de inclusiéon que contienen nucleocapsides virales, que luego se convierten en altamente
estructuradas. Los virus se ensamblan a continuacién y brotan de la célula huésped, obteniendo su envoltorio de
lipoproteinas de la membrana externa de la célula infectada.

Los filovirus virus del Ebola y virus de Marburg provocan una fiebre hemorragica grave después de un periodo de
incubacién de aproximadamente cuatro a dieciséis dias. Una persona infectada desarrolla tipicamente sintomas
iniciales que incluyen fiebre repentina, escalofrios, dolores de cabeza intensos, anorexia y mialgia. Nauseas,
vomitos, dolor de garganta, dolor abdominal y diarrea se desarrollan pronto, seguido de una hemorragia grave,
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choque y fallo multiorganico entre aproximadamente cinco y siete dias. Tipicamente, la muerte se produce entre los
siete y dieciseéis dias.

Se reconoce generalmente que el género virus del Ebola comprende cuatro especies principales, cada una de las
cuales comprende, ademas, un cierto nimero de diferentes cepas. A nivel de género, el virus del Ebola comprende
cuatro especies conocidas como virus del Ebola Zaire (ZEBOV), Sudan (SEBOV), Costa de Marfil (CEBOV) y
Reston (RBOV). Una quinta especie potencial, Bundibugyo (BEBOV), se asocié recientemente con un brote de
fiebre hemorragica en Uganda en 2007. Desde la identificacion del EBOV Zaire en los afios 1970, se han resefiado
al menos 20 brotes humanos en el Africa Central. Mientras que las tasas de letalidad varian entre los brotes y entre
las especies de EBOV, ZEBOV ha sido asociado con una mortalidad de hasta un 90%. Ademas, los brotes de
infeccion letal por EBOV han sido resefiados en primates no humanos (NHPs- siglas en inglés) endémicos,
incluyendo gorilas y chimpancés. EI EBOV también ha surgido como una preocupacion significativa de defensa
bioldgica, debido a su extrema virulencia y a su capacidad de inducir la enfermedad por la via de aerosol.

Si bien no hay vacunas disponibles ni tratamientos terapéuticos eficaces para las infecciones por filovirus, se han
empleado varias estrategias para identificar candidatos a vacunas que confieren proteccion frente a EBOV. La
inmunizacion con la glicoproteina (GP) del EBOV, que media en la fijacién y la entrada viral, ha demostrado que
confiere proteccion frente a diversas especies de EBOV en NHPs. El suministro de GP mediante vacunacion de
ADN, particulas similares a virus, o por expresion de virus recombinantes, incluyendo adenovirus, virus de la
estomatitis vesicular, o paramixovirus ha demostrado inducir una inmunidad humoral y celular a EBOV, a pesar de
que los mecanismos exactos de la inmunidad protectora permanecen definidos de una manera incompleta. Debido a
los estudios de proteccion cruzada fallidos y a la conocida alta divergencia de la secuencia de aminoacidos de GP a
lo largo de las especies del EBOV, puede ser necesaria una vacuna multivalente para proporcionar proteccion frente
a todas las especies del EBOV.

Recientemente, la proteccion cruzada frente al EBOV Bundibugyo se demostré6 mediante vacunacion de refuerzo
principal de ADN/adenovirus con EBOV Sudan y ZEBOQOV, indicando el potencial de proteccion heterdloga. En
conjunto, estas estrategias de vacunaciéon sugieren que la inmunizaciéon eficaz con la GP de EBOV confiere
proteccion contra el desafio letal de EBOV en roedores y NHPs. Dado que el curso de la enfermedad de EBOV en
los seres humanos se asemeja al observado en NHPs, es posible que la vacunaciéon de seres humanos sea un
medio eficaz de prevencion de la enfermedad. A pesar de ello, sigue habiendo obstaculos que dificultan el desarrollo
de estas vacunas, incluyendo consideraciones de seguridad, inmunidad del vector preexistente, y problemas de
fabricacion, dosis u horario. Como tal, se desea en gran medida en la técnica el desarrollo de candidatos de vacunas
adicionales para tratar o inmunizar frente a un flavivirus, p. ej. virus del Ebola o virus de Marburg.

SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a nuevas construcciones de vacunas recombinantes que se basan en la
modificacion genética de un vector de una vacuna de virus de la rabia para expresar una o mas glicoproteinas
inmunogénicas de filovirus, p. ej., una glicoproteina (GP) del virus del Ebola o virus de Marburg, de tal manera que
las respuestas inmunes humorales y/o celulares son inducidas contra la infeccién por un virus de la rabia y/o un
filovirus tras la administracion de una construccion de vacuna recombinante de la invencién o un virién recombinante
basado en ella. Preferiblemente, el vector de la vacuna del virus de la rabia se atenta para eliminar o mitigar a un
nivel seguro su capacidad de dafio neurolégico. La divulgacién también proporciona composiciones y métodos para
inmunizar frente a o tratar infecciones por cualquiera de un virus de la rabia y un filovirus, o por ambos, p. €j., virus
del Ebola o virus de Marburg. A las construcciones de vacunas recombinantes de la invencion se las puede aludir
como "bivalentes" o "multivalentes" debido a que son como una Unica construccion capaz de la induccién simultanea
de una respuesta inmune contra dos o mas patdgenos virales, p. ej., virus de la rabia y virus del Ebola. Las
construcciones de vacuna de la invencién se pueden utilizar de forma profilactica, es decir, para inducir una
respuesta inmune humoral y/o celular como proteccion contra una infeccidon o un desafio posterior por uno o ambos
de un virus de la rabia y/o un filovirus, o se pueden utilizar terapéuticamente, es decir, para inducir una respuesta
inmune humoral y/o celular para ayudar a neutralizar o eliminar una infeccion preexistente por uno o ambos de un
virus de la rabia y un filovirus.

Asi, la presente divulgacion se refiere a métodos y composiciones para su uso en la induccidon de una respuesta
inmune que confiere proteccion doble frente a infecciones por cualquiera o ambos de un virus de la rabia y un
filovirus, y/o que se puede utilizar terapéuticamente para una infeccidon existente con el virus de la rabia y/o un
filovirus para tratar al menos un sintoma de la misma y/o para neutralizar o eliminar los agentes infectantes.

Por lo tanto, en un aspecto, la presente invencién proporciona un vector de virus de la rabia recombinante que
comprende una secuencia nucleotidica que codifica al menos una glicoproteina de filovirus o un fragmento
inmunogénico de la misma.
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En aun otro aspecto, la presente invencién implica una vacuna multivalente que es eficaz para proteger frente a la
infeccion con uno de un virus de la rabia y un filovirus, o con ambos, que comprende un vector de virus de la rabia
recombinante que expresa al menos una glucoproteina de filovirus o un fragmento inmunogénico de la misma.

En aun otro aspecto, la presente invencién proporciona una composicién de vacuna que comprende una vacuna
multivalente que es eficaz para proteger contra la infeccién con uno o ambos de un virus de la rabia y un filovirus,
que comprende un vector de virus de la rabia recombinante que expresa al menos una glicoproteina de filovirus o un
fragmento inmunogénico de la misma.

En otro aspecto todavia, la presente invencién implica una cantidad terapéuticamente eficaz de una vacuna
multivalente que comprende un vector de la vacuna del virus de la rabia recombinante que expresa al menos una
glicoproteina de filovirus o un fragmento inmunogénico de la misma, para uso en un método de inducir una
respuesta inmune protectora frente a una infeccién por un filovirus y un virus de la rabia, o por ambos, en un sujeto.

En un aspecto adicional, la invencién proporciona una cantidad terapéuticamente eficaz de una vacuna multivalente
que comprende un vector de la vacuna del virus de la rabia recombinante que expresa al menos una glicoproteina
de filovirus o un fragmento inmunogénico de la misma, para uso en un método para inducir a anticuerpos
neutralizantes contra un filovirus y/o un virus de la rabia en un sujeto infectado con o que ha estado expuesto a uno
o0 ambos de dichos virus.

En adn un aspecto adicional, la invencién implica una cantidad terapéuticamente eficaz de una vacuna multivalente
que comprende un vector de la vacuna del virus de la rabia recombinante que expresa al menos una glicoproteina
de filovirus o un fragmento inmunogénico de la misma, en donde dicha vacuna induce una respuesta inmune eficaz
contra uno o ambos de dichos virus, para uso en un método para tratar a un sujeto infectado con un filovirus y/o un
virus de la rabia.

En determinadas realizaciones, la glicoproteina del filovirus codificada por el vector de la vacuna de la rabia
recombinante utilizado en los diferentes aspectos de la invencién es una glicoproteina de virus del Ebola. La
glicoproteina del virus del Ebola puede ser un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 1 (de ZEBOV), SEQ ID NO: 2 (de SEBOV), SEQ ID NO: 3 (de CEBOV), SEQ ID NO: 4 (de REBOV), o SEQ ID
NO: 5 (de BEBOV), segun se proporciona en la Tabla 1y en otras partes.

La glicoproteina de filovirus codificada por el vector de la vacuna de la rabia recombinante utilizado en los diferentes
aspectos de la invencion puede ser una glicoproteina del virus de Marburg. La glicoproteina del virus de Marburg
puede ser un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6 (de la cepa Musoke del
virus de Marburg), seguin se proporciona en la Tabla 1 y en otras partes.

El vector del virus de la rabia recombinante utilizado en los diversos aspectos de la invencién puede expresar
ademas una o mas proteinas de filovirus o fragmentos inmunogénicos de las mismas adicionales. Las proteinas de
filovirus adicionales pueden ser una proteina (un fragmento inmunogénico de la misma) seleccionada del grupo que
consiste en una nucleoproteina (NP) de filovirus, proteina estructural del virién (p. €j., una proteina del virus del
Ebola VP40, VP35, VP30 o VP24) o una proteina de replicacion viral (p. ej., una ARN polimerasa ARN dependiente
del virus del Ebola (L)). Las proteinas de filovirus adicionales se pueden seleccionar del grupo que consiste en una
cualquiera de las proteinas del virus del Ebola de SEQ ID NOS: 7-36 de la Tabla 2 y segin se proporcionan en esta
memoria, o un fragmento inmunogénico de las mismas. Las proteinas de filovirus adicionales se pueden seleccionar
del grupo que consiste en una cualquiera de las proteinas del virus de Marburg de SEQ ID NOS: 37-42 de la Tabla
2, y seguin se proporcionan en esta memoria.

Cualquier proteina de filovirus expresada por los vectores de vacuna de virus de la rabia recombinantes utilizados en
los diversos aspectos de la invencién se puede expresar como fragmentos inmunogénicos. Un fragmento
inmunogénico de una proteina de filovirus es, para los fines de esta invencion, cualquier segmento de una proteina
de filovirus que sea capaz de inducir sustancialmente la misma respuesta inmune que la proteina de longitud
completa homdloga. Sustancialmente, la misma respuesta inmune puede referirse, por ejemplo, a los casos en los
que la concentracion de anticuerpos inducidos contra el fragmento es aproximadamente la misma, o al menos
aproximadamente 75%, u 80%, o 90%, o 95%, o0 99% o mas la concentracion de anticuerpos inducidos contra la
proteina de filovirus de longitud completa sometida a ensayo bajo las mismas condiciones.

La vacuna del virus de la rabia recombinante se puede atenuar de tal manera que sus propiedades de
neurovirulencia se han eliminado o se han mitigado sustancialmente de modo que se evita sustancialmente el dafio
neurolégico tipico del virus de la rabia.
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La vacuna del virus de la rabia recombinante puede ser la vacuna viva atenuada "SAD B19 RABV ", que fue
atenuada por el paso de cultivo del tejido y se ha utilizado como una vacuna oral viva para la vida salvaje en Europa
durante muchos afios (véase Conzelmann et al.,, 1990; Vos et al, 1999; y Vos et al.,, 2002 identificados bajo
Referencias en este documento).

La vacuna del virus de la rabia recombinante se puede derivar de SAD B19 RABV mediante la introduccion de
cambios genéticos adicionales, lo que resulta en una mayor atenuacion del virus. Para el propésito de la invencion,
el término "derivado”, se refiere a una molécula de acido nucleico modificado (p. €j., vector de la vacuna) con
relacion a una molécula de tipo salvaje o de otro origen en la que se introducen los cambios, en donde los cambios
incluyen cambios genéticos y/o cambios quimicos, incluyendo sustituciones en un solo nucleétido (mutaciones
puntuales), deleciones, inserciones, inversiones, multiples mutaciones puntuales, y cambios quimicos tales como
metilacion o acetilacion del ADN. EI SAD B19 RABV se puede derivar para formar "BNSP" mediante la introduccién
de una nueva secuencia sefial de la transcripcion de parada y arranque RABV que esta flanqueada por sitios de
restriccion BsiW1 y Nhel unicos entre los genes de nucleoproteina (N) y fosfoproteina (P) para la introduccion de
genes extrafios (véase la Fig. 3 y McGettigan et al., 2003b). El vector BNSP se derivo (y atenud) adicionalmente
mediante la introduccién de un cambio de Arg — Glu en el aminoacido 333 de la proteina g del RABV (véase
McGettigan et al., 2003b). Se ha demostrado que la mutaciéon 333 atenta en gran medida la neurovirulencia de
RABYV en ratones adultos.

En determinadas otras realizaciones, la invencion proporciona células huésped que pueden ser transfectadas con
las vacunas del virus de la rabia recombinante de la invencion para los propdsitos que incluyen la expresion de
proteinas codificadas por las vacunas de virus y/o para la generacion de viriones de la rabia recombinantes, que
pueden aislarse a partir de las mismas vy utilizarse en composiciones de vacuna de acuerdo con otros aspectos y
realizaciones de la invencion. Células huésped adecuadas pueden incluir cualquier célula susceptible de ser
transfectada o infectada in vitro con una vacuna del virus de la rabia, incluyendo cualesquiera lineas de células
humanas o lineas de células animales. Tales lineas de células y su uso en la expresion de proteinas y en la
formacion de viriones de la rabia son bien conocidas en la técnica y se describen en mas detalle, por ejemplo, en
Barrett PN et al., Expert Rev Vaccines. mayo de 2009; 8(5):607-18; Tordo N et al., Dev Biol (Basel). 2008; 131:467-
76; Toovey S. et al., Travel Med Infect Dis. noviembre de 2007; 5(6):327-48; Chelbi-Alix MK, J Interferon Cytokine
Res. mayo de 2006; 26(5):271-80; Morenweiser R. et al., Gene Ther. octubre de 2005; 12 Supl 1:5103-10; Morimoto
K et al., Virus Res. julio de 2005; 111(1):61-7. Epub 11 de abril de 2005; Finke S et al., Virus Res. agosto de 2005;
111(2):120-31; y Halder M., Altern Lab Anim. enero-febrero de 2002; 30(1):93-108; Montagnon BJ et al., Dev Biol
Stand. 1998; 93:119-23.

Se prefiere que los virus de la vacuna de la rabia y la produccién de cualesquiera viriones de virus y su uso como
vacunas se realice de acuerdo con cualesquiera requisitos nacionales y/o internacionales de salud y seguridad
necesarios en relacion con el virus de la rabia y filovirus, p. €j., de acuerdo con los requisitos del Centro de Control
de Enfermedades ("CDC") de EE.UU. o la Organizacién Mundial de la Salud ("OMS").

Las composiciones de vacuna de la invencién, en determinadas realizaciones, pueden incluir un soporte o excipiente
farmacéuticamente aceptable, tal como se describe mas adelante.

Los autores de la invencion han construido especificamente los cuatro vectores de la vacuna del virus de la rabia
recombinantes de los Ejemplos, que incluyen: (a) BNSP333-GP (una vacuna del vector del virus de la rabia
recombinante, competente de la replicacion, que expresa GP del ZEBOV de la cepa Mayinga); (b) BNSP333-GPgcp
(una vacuna del vector del virus de la rabia recombinante, competente de la replicacion, que expresa el ectodominio
y el dominio de transmembrana de la GP de ZEBOV de la cepa Mayinga fusionados con el dominio citoplasmico G
del RABV (GCD); (c) BNSPAG-GP (una vacuna del vector del virus de la rabia recombinante, deficiente de la
replicacion, que expresa GP de ZEBOV de la cepa Mayinga); (d) BNSPAG-GPgcp (una vacuna del vector del virus
de la rabia recombinante, deficiente de la replicacién, que expresa el ectodominio y el dominio de transmembrana de
la GP de ZEBOV de la cepa Mayinga fusionados con el dominio citoplasmico G del RABV (GCD). Se apreciara,
ademas, que cuando se utiliza un vector de la vacuna de la rabia deficiente de la replicacion, tal como en (c) y (d) de
arriba, las lineas de células que proporcionan las funciones ausentes/defectuosas en frans pueden ser necesarias
para propagar los virus y/o para permitir la preparacion de viriones. Estas funcionalidades en frans y lineas de
células son bien conocidas en la técnica y pertenecen al uso de los vectores de la vacuna de la rabia.

Las secuencias de nucleoétidos completas de estas cuatro construcciones de vacuna son como sigue: BNSP333-GP
(SEQ ID NO: 43); BNSP333-GPgcp (SEQ ID NO: 44); BNSPAG-GP (SEQ ID NO: 45); y BNSPAG-GPgcp (SEQ ID
NO: 46), secuencias que se proporcionan en esta memoria.

Estas y otras realizaciones se describen o son obvias a partir de y quedan abarcadas por la siguiente Descripcion
Detallada.
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BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La siguiente descripcion detallada, dada a modo de ejemplo, pero no destinada a limitar la invencién Unicamente a
las realizaciones especificas descritas, puede entenderse mejor en unién con los dibujos que se acompafrian.

La Figura 1 proporciona una representacién esquematica del genoma del virus del Ebola.
La Figura 2 proporciona una representacién esquematica de un virién del virus del Ebola ensamblado.

La Figura 3 proporciona un esquema de las construcciones de virus preparadas de acuerdo con los Ejemplos. Se
ilustran genomas de ARN de sentido negativo para las construcciones de vacunas parentales de RABV, BNSP y
BNSP333 (McGettigan et al., 2003a), y cuatro vectores de la vacuna del RABV que expresan la glicoproteina (GP)
de la cepa Mayinga del virus del Ebola Zaire con o sin glicoproteina G (AG) del RABV. La mutacién 333 resulta en
un cambio de Arg— Glu en el aminoacido 333 de G del RABV, que se ha demostrado atentia en gran medida la
neurovirulencia de vectores de la vacuna del RABV en ratones adultos (McGettigan et al, 2003a; McGettigan et al,
2003b). La GP de ZEBOV se expresa auténticamente o con el dominio citoplasmico G del RABV (GCD) fusionado a
su ectodominio y dominio de la transmembrana. El GCD se representa por un cuadro negro.

Las Figuras 4A-4D proporcionan imagenes de inmunofluorescencia representativas que demuestran que los virus
AG se restringen en su crecimiento utilizando un ensayo de propagacion de virus. Células BSR (Figuras 4A 'y 4C) o
células BSR trans-complementarias que expresan G del RABV (Figuras 4B y 4D) se infectaron a una MOI
(multiplicidad de infeccion) de 0,001 con BNSPAG-GP (Figuras 4A y 4B) o BNSPAG-GPgcp (Figuras 4C y 4D). Tres
dias mas tarde, las células fueron fijadas e inmunotefiidas para la nucleoproteina RABV intracelular. Se muestran
imagenes representativas en un aumento de 10x del microscopio fluorescente.

Las Figuras 5A-5C ilustran la expresion de GP por diversas construcciones de vacunas RABYV in vitro. (Figura 5A)
analisis de borrones de transferencia Western de GP expresada por virus indicados a las 24-72 horas. Lisados de
células infectadas se separaron mediante SDS-PAGE y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa. Los borrones
se sondearon con anti-EBOV de mono policlonal. (Figura 5B) Gel de SDS-PAGE tefiido con azul Coomassie de
particulas de virus purificado con proteinas RABV indicadas. El borron de transferencia Western se sondeé con
sueros anti-EBOV o sueros anti-RABV P. (Figura 5C) Células BSR fueron infectadas con los virus indicados y fueron
analizadas mediante microscopia electrénica doble marcado de inmuno-oro. G de RABV se detecté mediante G anti-
RABYV de conejo primaria, seguido de IgG anti-conejo secundaria marcado con particulas de oro de 15 nm. La GP de
ZEBOV se detectdé mediante anti-GP humano primario, seguido de IgG anti-humana secundaria marcado con
particulas de oro de 5 nm. Aumentos para BNSP333 y BNSP333-GP — 150.000x; para BNSP333-GPgcp — 210.000x.

Las Figuras 6A-6C demuestran que los virus de la vacuna RABV que expresan GP son avirulentos en ratones
después de inoculacion periférica. (Figura 6A) Grupos de cinco ratones BALB/c fueron inoculados IM con 5x10° FFU
(siglas inglesas de unidades formadoras de focos) de virus vivo el dia 0 o con 10 ug de virus inactivado los dias 0 y
14. Los datos son representativos de dos experimentos. (Figura 6B) Grupos de 5 ratones SW fueron inoculados con
1x10° FFU de los virus indicados. Los datos son representativos de dos experimentos. (Figura 6C) Grupos de ocho
ratones BALB/c fueron inoculados IP con 1x10° FFU de los virus indicados. Los ratones inoculados por cada una de
las vias se monitorizaron diariamente en cuanto a signos de morbilidad y se pesaron periddicamente durante el
periodo de tiempo indicado.

Las Figuras 7A-7D demuestran que las vacunas del RABV que expresan GP inducen antlcuerpos especificos para G
de RABV y ZEBOV. Grupos de diez ratones BALB/c fueron inmunizados IM con 5x10° FFU de virus vivos indicados
0 10 pg de virus inactivado el dia 0 (1 dosis) o los dias 0 y 14 (2 dosis) para dos experimentos de estimulacion
independientes. El suero fue extraido el dia 30 después de la inmunizacion (barras azules) antes de la estimulacion
de RABV (Figuras 7A y 7C) o la estimulacion de MA-EBOV (Figuras 7B y 7D), se agruparon, y se analizé mediante
ELISA dirigido contra GP de ZEBOV en una dilucién 1:200

(Figuras 7A y 7B) o G de RABV en una dilucién 1:300 (Figuras 7C y 7D). Los resultados en 7A, 7C y 7B, 7D son
después de la estimulacion de RABV o MA-EBOQOV, el suero se recogio, se agrupd y se sometié a ensayo de la
misma manera (barras rojas).Vehiculo-Ch. indica que los ratones fueron inmunizados con vehiculo, pero no
estimulados. Vehiculo+Ch. indica que los ratones fueron inmunizados con vehiculo y recibieron virus de estimulacion
indicados. Ningun ratén inmunizado con BNSP333 sobrevivié al estimulo con MA-EBOV.

Las Figuras 8A y 8B demuestran que las vacunas del RABV que expresan GP confieren proteccion frente a EBOV y
RABV. Dos grupos de diez ratones BALB/c fueron inmunizados IM con 5x10° FFU de virus vivo indicado o 10 ug de
virus inactivado el dia 0 (1 dosis) o los dias 0 y 14 (2 dosis). (Figura 8) El dia 77 post- inmunizacion, grupos de diez
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ratones fueron estimulados IP con 1.000 PFU (siglas inglesas de unidades formadoras de placas) de MA-EBOV. Los
ratones fueron monitorizados en cuanto a la morbilidad durante 21 dias. (Figura 8B) El dia 50 post-inmunizacion,
grupos de diez ratones fueron estimulados IM con la cepa CVS-N2c del virus RABV virulenta fueron monitorizados
en cuanto a la morbilidad durante 21 dias.

La Figura 9 muestra que vacunas del RABV que expresan GP inducen niveles protectores de antlcuerpos
neutralizantes especificos para G de RABV. Grupos de cinco ratones BALB/c fueron inmunizados IM con 5x10° FFU
del virus vivo indicado el dia 0 o con 10 pg de virus inactivado los dias 0 y 14 (2 dosis). El suero se extrajo el dia 28
y se analizé mediante el ensayo de neutralizacion de RABV expresado en unidades internacionales (Ul)/ml. 0,5 Ul
se consideran protectoras por las normas de la OMS.

Las Figuras 10A y 10B muestran evidencia de la pérdida de peso despues de la estimulacién con EBOV o RABV.
Dos grupos de diez ratones BALB/c fueron inmunizados IM con 5x10° FFU del virus vivo indicado o con 10 ug de
virus inactivado el dia 0 (1 dosis) o los dias 0 y 14 (2 dosis). (Figura 10A) El dia 77 post-inmunizacién, grupos de
diez ratones fueron estimulados IP con 1.000 PFU de MA-EBOV. Los ratones se pesaron diariamente durante nueve
dias y cada dos dias hasta 21 dias. (Figura 10B) El dia 50 post-inmunizacién, grupos de diez ratones fueron
estimulados con la cepa CVS-N2C del virus RABV virulenta y fueron pesados diariamente durante 21 dias.

Las Figuras 11A y 11B son graficos que muestran los rendimientos de virus de virus vacuna en cultivo celular.
(Figura 11A) Células Vero fueron infectadas con los virus indicados a una MOI de 5. (Figura 11B) Células BSR-G (un
derivado de células BHK que expresa G de RABV) fueron infectadas a una MOI de 0,01. Las monocapas infectadas
fueron incubadas a 37°C durante el tiempo indicado, y se retiraron muestras a los tiempos indicados post-infeccion.
Las concentraciones de los virus se determinaron mediante un ensayo de enfoque viral. La linea de trazos
discontinuos indicaba el limite de deteccion.

Las Figuras 12A y 12B son graficos que demuestran que los virus de RABV que expresan GP son avirulentos
después la inoculacion |ntracerebral (i.c.) de ratones adultos. Grupos de ocho ratones de cuatro semanas de edad
fueron inyectados i.c. con 1x10° FFU del virus indicado y fueron monitorizados diariamente en cuanto a la
supervivencia (Figura 12A) durante 28 dias. Los pesos (Figura 12B) se monitorizaron en los tiempos indicados.

La Figura 13 es un grafico que demuestra que la adicion de GP a RABV no aumenta una neuroinvasion en ratones
|nmunodef|C|entes A grupos de 8 ratones SCID de 4 - 6 semanas de edad se les inyectaron i.m. en la pata trasera
1x10° FFU del virus indicado y se les monitorizé diariamente en cuanto a la supervivencia durante 84 dias.

La Figura 14 es un grafico que muestra la replicacion de virus de la vacuna RABV que expresan GP en cerebro de
ratén Iactante sometido a ensayo por gPCR. Ratones Swiss Webster de cinco dias de edad fueron inoculados i.c.
con 1x10° FFU del virus indicado. Los dias 1, 3, 5, 6, 7, 9, 14 y 21 se sacrific a tres ratones por grupo, se generaron
homogeneizados de cerebro y se produjo ADNc viral. El nivel de ARN gendmico viral se determin6 mediante un
ensayo de RT-PCR cuantitativa especifica para nucleoproteinas de RABV.

Las figuras 15A-15C muestran el analisis de co-administracion de dos vacunas inactivadas: RABV-GP y un virus
RABV que expresan el dominio HC50E30 de la neurotoxina botulinica (BoNT). Grupos de cinco ratones fueron
inmunizados i.m. una vez (dia 0) o dos veces (dias 0 y 14) con los virus indicados. Estan marcados los grupos que
recibieron 2 inmunizaciones (2). Los virus utilizados son BNSP333-GPgcp inactivado, marcado como INAC-GPgcp y
SPBN-HC50E30, marcado como INAC-HC50. Dosis de virus individuales se administraron a razén de 10 ug,
mientras que los grupos de virus combinados, INAC-GPgcp + INAC-HC50 e INAC-GPgcp + INAC-HC50(2) fueron
administrados a razén de 20 ug (10 ug de cada uno de los virus). El dia 42, todos los ratones fueron sangrados y el
suero se sometié a ensayo mediante ELISA frente a (Figura 15 A) G de RABV, (Figura 15B) BoNT HC50 y (Figura
15C) GP de ZEBOV.

Las Figuras 16A-16C muestran la induccion de la respuesta de anticuerpos especifica para la GP en presencia de
inmunidad RABV pre-existente. Grupos de cinco ratones fueron inmunizados una vez el dia 0 con el vehiculo, 10 ug
de SPBN-HC50E30 inactivado o 10 ug de BNSP333-GPGCD inactivado. Un cuarto grupo fue inmunizado con 10 ug
de SPBN-HC50E30 el dia 0 seguido de 10 uyg de BNSP333-GPGCD inactivado el dia 28. Por lo menos cuatro
semanas después de la inmunizacion, el suero se sometid a ensayo mediante ELISA frente a (Figura 16A) G de
RABYV, (Figura 16B) BoNT HC50 y (Figura 16C) GP de ZEBOV.

Las Figuras 17A y 17B demuestran que virus vacuna RABYV vivos y muertos que expresan GP de ZEBOV inducen
una inmunidad mediada por células T (Figura 17A) primaria y (Figura 17B) de recuperacion de la memorla Grupos
de diez ratones fueron inmunizados i.m. con 1x10° FFU del BNSP vivo (virus RABV) o i.p. con 1x10” PFU de VACV-
GP, un virus vacuna que expresa GP de ZEBOV. 10 pg de INAC-BNSP333-GPgcp se administrd i.m. a dos grupos;
una inmunizacién o dos el dia 0 y el dia 14. Para el analisis (Figura 17 A) de la inmunidad mediada por células T
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primaria, se retiraron los bazos de cuatro ratones por grupo el dia 7 post-inmunizacion. Se generaron suspensiones
de esplenocitos y se utilizaron en un ELISPOT de interferon-y murino (R and D Systems) utilizando como
estimulacion una agrupacion de péptidos GP de ZEBOV o péptido control de la gripe no relacionado. Para el analisis
(Figura 17B) de la respuesta de células T de la memoria, los seis ratones por grupo restantes fueron estimulados i.p.
con 1x10” PFU de VACV-GP aproximadamente 4 semanas post-inmunizacién para inducir una respuesta de células
T de memoria. Cinco dias mas tarde, se retiraron los bazos y el ELISPOT se realizd6 como se describe anteriormente
para la respuesta primaria.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencion puede entenderse mas facilmente haciendo referencia a la siguiente descripcion detallada de
realizaciones preferidas de la invencion y a los Ejemplos incluidos en la misma. Antes de que se revelen y describan
los presentes métodos y técnicas, se ha de entender que esta invencion no se limita a métodos y composiciones
especificos ya que éstos, por supuesto, pueden variar. También se ha de entender que la terminologia utilizada en
esta memoria es con el proposito de describir realizaciones particulares solamente y no pretende ser limitante. A
menos que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en esta memoria tienen el
significado cominmente entendido por un experto ordinario en la técnica a la que pertenece esta invencion.

Tal como se utiliza en esta memoria y en las reivindicaciones adjuntas, las formas en singular "un", "una" y "el", “la”
incluyen una referencia plural, a menos que el contexto indique claramente lo contrario. Asi, por ejemplo, la
referencia a "un gen" es una referencia a uno o mas genes, e incluye equivalentes de los mismos conocidos por los
expertos en la técnica, y asi sucesivamente.

|u “
)

Tal como se utiliza en esta memoria, las expresiones "muestra biolégica" o "muestra de un paciente" o "muestra de
ensayo" o "muestra”, tal como se utilizan en esta memoria, se refieren a una muestra obtenida de un organismo o de
componentes (p. €j., células) de un sujeto o paciente con el propdsito de diagnoéstico, prondstico o evaluacion de un
sujeto de interés. La muestra puede ser, por ejemplo, la sangre que potencialmente esta en riesgo de contener una
infeccion con el virus del Ebola o el virus de la rabia. Una muestra de este tipo se puede obtener para evaluar la
presencia de anticuerpos especificos para el virus del Ebola o un virus de la rabia tras una sospecha de infeccién o
después de la vacunacion utilizando una construccién de vacuna de la invencion. La invencién contempla la practica
de cualquier seguridad y/o procedimientos, impuestos por el Gobierno, para la manipulacion y el procesamiento de
cualquier muestra sospechosa de contener una infeccién con un virus de la rabia o un filovirus, p. €j., virus del Ebola
o virus de Marburg.

Tal como se utiliza en esta memoria, un "sujeto” incluye un ser humano, primate no humano (p. €j., simio o mono),
animal, p. gj., caballo, burro, cerdo, raton, hamster, mono, pollo e insectos tal como mosquitos.

Tal como se utiliza en esta memoria, la expresion "se une especificamente a" o “es especifico para" en el contexto
de las interacciones anticuerpo/antigeno esta destinado a dar a entender la unién especifica de un anticuerpo a un
antigeno afin a través de uno o mas epitopos especificos reconocidos por el anticuerpo, sin unirse sustancialmente
a las moléculas que carecen de tales epitopos.

Tal como se utiliza en esta memoria, el término "tratamiento" o "tratar" incluye cualquier proceso, accion, aplicacion,
terapia o similar, en donde a un sujeto (o paciente), incluido un ser humano, se le proporciona o administra un
agente o composicion, p. €j., una composicion de vacuna terapéutica, con el objetivo de mejorar el estado del sujeto,
directa o indirectamente, o ralentizar la progresion de una afeccion o trastorno en el sujeto (p. €j., fiebre hemorragica
o sangrado debido a la infeccién por virus del Ebola), o de mejorar al menos un sintoma de la enfermedad o
trastorno que esté bajo tratamiento. Tal como se utiliza en el contexto de la enfermedad provocada por la rabia, virus
del Ebola u otro filovirus, los términos "tratar", "tratamiento", y similares, se refieren al consuelo o alivio de un
proceso patolégico mediado por dichos virus.

La expresion "terapia de combinacién” o "co-terapia” significa la administracion de dos o mas agentes terapéuticos
para tratar una enfermedad, afeccion y/o trastorno, p. e€j., fiebre hemorragica inducida por filovirus. Tal
administracion abarca la "co-administracion” de dos o mas agentes terapéuticos de una manera sustancialmente
simultanea. Una terapia puede basarse en las vacunas de doble proteccion de la invencion. Una segunda terapia
puede basarse en una terapia conocida para el trastorno que esté siendo tratado. Por ejemplo, farmacos anti-virus
alternativos pueden co-administrarse con los vectores de vacuna de la invencién. El orden de administracion de dos
0 mas agentes terapéuticos secuencialmente co-administrados no esta limitado. La administracion de los dos o mas
agentes terapéuticos también se puede realizar por diferentes vias, p. €j., por una via local (p. €j., la administracion
por la mucosa de una doble vacuna de la invencién) y una via sistémica (p. €j., la administraciéon parenteral de un
inhibidor de molécula pequefa anti-rabia o anti-filovirus).
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Tal como se utiliza en esta memoria, las frases "cantidad terapéuticamente eficaz" y "cantidad profilacticamente
eficaz" se refieren a una cantidad que proporciona un beneficio terapéutico en el tratamiento, prevencion o gestion
de procesos patolégicos mediados por una infeccion con el virus de la rabia, virus del Ebola u otro filovirus, o un
sintoma evidente de procesos patoldgicos mediados por la rabia o el virus del Ebola u otro filovirus. La cantidad
especifica que es terapéuticamente eficaz puede ser determinada facilmente por un médico ordinario, y puede variar
dependiendo de factores conocidos en la técnica tales como, p. €j., el tipo de procesos patolégicos mediados por la
infeccion por un virus, el historial del paciente y la edad, la fase de los procesos patolégicos mediados por la
infeccion por el virus, y la administracion de otros procesos anti-patoldgicos mediados por la infeccion.

Tal como se utiliza en esta memoria, una "composicién farmacéutica" comprende una cantidad farmacoldgicamente
eficaz de una construccion de vacuna y un soporte farmacéuticamente aceptable. Tal como se utiliza en esta
memoria, "cantidad farmacolégicamente eficaz", "cantidad terapéuticamente eficaz" o simplemente "cantidad eficaz"
se refiere a la cantidad de una vacuna eficaz para producir el resultado farmacoldgico, terapéutico o preventivo
pretendido. Por ejemplo, si un tratamiento clinico dado se considera eficaz cuando existe al menos una reduccion
del 25% en un parametro medible asociado con una enfermedad o trastorno, una cantidad terapéuticamente eficaz
de un farmaco para el tratamiento de esa enfermedad o trastorno es la cantidad necesaria para llevar a cabo al
menos una reduccion del 25% en ese parametro. Ademas, la composicion farmacéutica puede estar disefiada para
potenciar las células diana, implicadas en la infecciéon por el virus subyacente tales como células dendriticas,
macrofagos, hepatocitos y otras células parenquimatosas. Tal como se utiliza en esta memoria, la expresion
"farmacéuticamente aceptable" significa que el producto objeto es apropiado para su uso en un producto
farmacéutico.

Tal como se utiliza en esta memoria, una "construccién de vacuna" se refiere a una molécula de acido nucleico que
constituye el vector del virus de la rabia recombinante que expresa al menos una glicoproteina de filovirus (p. €j.
glicoproteina del virus del Ebola) de la invencién. La invencién también contempla el uso de "viriones" de vacuna
recombinantes que se producen por las construcciones de vacuna de la invencién cuando se introducen en una
célula huésped susceptible a una infeccion por la misma, y que luego se les permite que se propaguen y formen
viriones de virus enteros en la célula, que después se obtienen y/o purifican. Un "virién" se refiere a una particula de
virus completa que resulta de un ciclo de infeccion del genoma de la rabia recombinante en una célula capaz de
acoger el genoma de la rabia. La "vacuna" o "vacunas recombinantes" de la invencién abarcan tanto las "vacunas
genéticas", es decir, las construcciones de vacuna de la invencion, y las vacunas tradicionales, que son los propios
viriones. Dependiendo del genoma recombinante de la construccion de vacuna, los viriones pueden ser competentes
de la replicacion o deficientes de la replicacion. Cuando son deficientes de la replicacion, su propagacion en células
huésped in vitro o in vivo puede requerir un virus o célula “helper”, en el que determinadas funciones de replicaciéon
se proporcionan en frans ya sea por el virus helper o la célula en la que esta teniendo lugar la infeccion. Las
composiciones de vacuna también pueden incluir ambas construcciones de vacunas, asi como los propios viriones.
Los viriones también pueden ser del tipo de "virus muerto”, con lo que el virién se trata quimicamente o se desactiva
de otro modo por algunos medios de desactivacion de tal manera que el virién no tiene o tiene una minima
capacidad de replicacion. Vacunas de virus muertos generalmente se basan en sus polipéptidos presentados en la
superficie (p. €j., la proteina GP del virus del Ebola) para inducir una respuesta inmune de base humoral.
Tipicamente, una respuesta inmune de base celular no se produce con las vacunas del tipo de virus muertos, debido
a que estos viriones no acceden, por lo general, al interior de las células.

Tal como se utiliza en esta memoria, la expresion polipéptido o proteina o virién o porcién biolégicamente activa o
construccion de vacuna de la misma "aislado" o "purificado" esta sustancialmente libre de material celular u otras
proteinas contaminantes de la fuente de células o tejidos a partir de la cual se obtiene el polipéptido (p. ej., GP del
virus del Ebola).

Tal como se utiliza en esta memoria, "soporte farmacéuticamente aceptable" incluye cualquier material que, cuando
se combina con un ingrediente activo de una composicion, permite que el ingrediente conserve actividad biolégica y
sin provocar reacciones perjudiciales con el sistema inmune del sujeto. Ejemplos incluyen, pero no se limitan a
cualquiera de los soportes farmacéuticos estandares tales como solucion salina tamponada con fosfato, agua,
emulsiones tales como emulsion de aceite/agua, y diversos tipos de agentes humectantes. Diluyentes ilustrativos
para aerosol o administracion parenteral son solucion salina tamponada con fosfato o soluciéon salina normal (al
0,9%). Composiciones que comprenden este tipo de soportes se formulan por métodos convencionales bien
conocidos (véase, por ejemplo, Remington’s Pharmaceutical Sciences, Capitulo 43, 142 ed., Mack Publishing Col,
Easton Pa 18042, EE.UU.). Los excipientes farmacéuticamente aceptables se han descrito ampliamente en una
diversidad de publicaciones, que incluyen, por ejemplo, A. Gennaro (2000) "Remington: The Science and Practice of
Pharmacy" 202 edicion, Lippincott, Williams, y Wilkins; Remington’s Pharmaceutical Sciences, 142 ed. o la ultima
edicién, Mack Publishing Col, Easton Pa 18042, EE.UU..; Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery Systems
(1999) H.C. Ansel et al, comps, 72 ed, Lippincott, Williams, y Wilkins; y Handbook of Pharmaceutical Excipients
(2000) A.H. Kibbe et al., comps., 32 ed. Amer. Pharmaceutical Assoc. En esta memoria se proporciona una discusion
adicional.
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La presente divulgacion contempla que se pueda utilizar cualquier genoma del virus de la rabia adecuado o vector
para construir las vacunas recombinantes de la invencion. Asi, el genoma del virus de la rabia puede obtenerse de
cualquier cepa adecuada o aislado del virus de la rabia, siempre que esté o se haga para ser atenuado. Para los
fines de esta invencion, el término "atenuado”, dado que pertenece a una propiedad de un genoma del virus de la
rabia de la invencion, debe dar a entender que el genoma o vector del virus de la rabia es capaz de una fijacion,
entrada, y en algunos casos, replicacion viral en una célula huésped. Sin embargo, genomas del virus de la rabia
atenuado - en comparacion con genomas del virus de la rabia no atenuado o genomas del virus de la rabia - han
perdido sustancial o completamente la propiedad de la neurovirulencia. En otras palabras, el caracter neurotrépico
de los RVs atenuados de la invencién preferiblemente se han suprimido o se han suprimido sustancialmente de tal
manera que los vectores de RV de la invencién son seguros para la administracién a un sujeto o animal sin una
preocupacion sustancial para los efectos de neurovirulencia.

La biologia basica del virus de la rabia es bien conocida. El virus de la rabia es un virus de ARN de cadena negativa,
no segmentado, de la familia Rhabdoviridae, y que es el agente causante de la rabia. La rabia es una enfermedad
que puede producirse en todas las especies de sangre caliente. La infeccién por el virus de la rabia, seguida por el
estallido de las caracteristicas clinicas en casi todos los casos tiene como resultado la muerte de las especies
infectadas. En Europa, los EE.UU. y Canada todavia existe la rabia en la vida salvaje y es un factor importante en la
causa de la mayoria de los casos de rabia que se producen en seres humanos. Por otro lado, la rabia urbana
constituye la principal causa de la rabia humana en los paises en desarrollo y de continentes enteros tal como Africa.

Los viriones del virus de la rabia (RV) se componen de dos componentes estructurales principales: una
nucleocapside o ribonucleoproteina (RNP), y una envoltura en forma de una membrana bicapa que rodea el nucleo
de la RNP. El componente infeccioso de todos los Rhabdovirus es el nucleo de la RNP que consiste en el genoma
de ARN encapsidado por la proteina de la nucleocapside (N) en combinacion con dos proteinas de menor
importancia, es decir, ARN polimerasa ARN dependiente (L) y la fosfoproteina (P). La membrana que rodea el
nucleo de RNP se compone de dos proteinas: una glicoproteina de la transmembrana (G) y una proteina de la
matriz (M) situada en el sitio interno de la membrana.

La proteina G, a la que también se alude como proteina de espiga, es responsable de la fijacion celular y de la
fusion de la membrana en el RV y, ademas, es el objetivo principal para el sistema inmune del huésped. La region
de aminoacido en la posicion 330 a 340 (a la que se alude como sitio antigénico Ill) de la proteina G se ha
identificado como la responsable de la virulencia del virus, en particular, el residuo Arg en la posicion 333. Todas las
cepas de RV tienen en comun esta virulencia determinante del sitio antigénico llI.

Aunque el virus de la rabia de tipo salvaje casi siempre provoca una enfermedad del sistema nervioso central (SNC)
fatal en especies de mamiferos, la o las formas atenuadas de virus de la rabia normalmente no causan tales
problemas.

El genoma o vectores del virus de la rabia atenuado adecuados se pueden encontrar descritos en otro lugar, por
ejemplo en las Patentes de EE.UU. N°s.: 7.544.791; 7.419.816; 6.887.479; 6.719.981; y 6.706.523.

El genoma del virus de la rabia atenuado de la invencion se puede basar en la cepa SAD B19 del virus de la rabia
competente de la replicaciéon, que es una cepa de RV que se ha utilizado para la inmunizacién oral de los animales
salvajes en Europa durante mas de 20 afios y que tiene un buen historial de seguridad. La secuencia de nucleétidos
de SAD B19 esta disponible publicamente como Genbank N° de acceso M31046.1.

La divulgacion también se refiere al polipéptido de filovirus de interés - y a sus secuencias de nucledtidos y
aminoacidos asociadas - cuyos genes se han de incorporar en los vectores de la rabia recombinantes atenuados. La
divulgaciéon contempla el uso de cualquier proteina de filovirus, incluida cualquier glicoproteina de superficie del
virién, nucleoproteina, proteina estructural o elemento de la maquinaria de replicacion, que se ha de incorporar
utilizando técnicas estandares y bien conocidas en la biologia molecular en los genomas del virus de la rabia
atenuados. Las proteinas de filovirus pueden ser las identificadas del virus del Ebola (p. ej., de cualquiera de virus
del Ebola Zaire, virus del Ebola Sudan, virus del Ebola Costa de Marfil o virus del Ebola Reston), incluyendo
cualquiera de las siete proteinas del virus del Ebola codificadas, es decir, glicoproteina (GP)anclada a membrana,
nucleoproteina (NP), una ARN polimerasa ARN dependiente (L) y cuatro proteinas estructurales del virion (VP24,
VP30, VP35 y VP40).

Las secuencias de nucleétidos y aminoacidos correspondientes para estas proteinas del virus del Ebola, asi como
correspondientes proteinas estructurales y no estructurales del virus de Marburg, estan facilmente disponibles en la
técnica y se pueden utilizar facilmente. Por consiguiente, la siguiente Tabla 1 proporciona informacion pertinente en
relacion con una lista no exhaustiva de secuencias publicamente disponibles contempladas por la presente
divulgacion, en particular con respecto a la glicoproteina del virus del Ebola:
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Tabla 1
Proteina del | Género del | Especie (o | Cepa Genbank N° | AA SEQ ID NO:
filovirus filovirus subtipo) Secuencia(s) de

nucledétidos
Glicoproteina Virus del Ebola Zaire Mayinga AY142960 SEQ ID NO: 1
(GP)
Glicoproteina Virus del Ebola Sudan Boniface FJ968794.1 SEQ ID NO: 2
(GP)
Glicoproteina Virus del Ebola Costa de Marfil -- FJ217162.1 SEQID NO: 3
(GP)
Glicoproteina Virus del Ebola Reston Pennsylvania AF522874.1 SEQ ID NO: 4
(GP)
Glicoproteina Virus del Ebola Bundibugyo -- FJ217161.1 SEQID NO: 5
(GP)
Glicoproteina Virus de | Marburg Musoke NC_001608.3 SEQ ID NO: 6
(GP) Marburg

La divulgacion contempla, ademas, que la vacuna de la rabia se puede manipular - utilizando técnicas bien
conocidas - para expresar no sélo una glicoproteina del virus del Ebola, sino también para expresar una o mas
proteinas de filovirus adicionales (p. ej., proteinas del virus del Ebola o del virus de Marburg adicionales). De esta
manera, es posible el uso de un vector del virus de la rabia atenuado bivalente o multivalente. Otras proteinas de
este tipo pueden incluir, pero no se limitan a las de la siguiente Tabla 2:

Tabla 2
Proteina del | Género del | Especie (o | Cepa Genbank N° | AA SEQ ID NO:
filovirus filovirus subtipo) Secuencia(s)

de nucledtidos
Nucleoproteina Virus del Ebola Zaire Mayinga AY142960 NP(SEQ ID NO: 7)
(NP), VP24, VP24(SEQ ID NO: 8)
VP30, VP35, VP30(SEQ ID NO: 9)
VP40 y ARN VP35(SEQ ID NO: 10)
polimerasa ARN VP40(SEQ ID NO: 11)
dependiente (L) L(SEQ ID NO: 12)
Nucleoproteina Virus del Ebola Sudan Boniface FJ968794.1 NP(SEQ ID NO: 13)
(NP), VP24, VP24(SEQ ID NO: 14)
VP30, VP35, VP30(SEQ ID NO: 15)
VP40 y ARN VP35(SEQ ID NO: 16)
polimerasa ARN VP40(SEQ ID NO: 17)
dependiente (L) L(SEQ ID NO: 18)
Nucleoproteina Virus del Ebola Costa de Marfil -- FJ217162.1 NP(SEQ ID NO: 19)
(NP), VP24, VP24(SEQ ID NO: 20)
VP30, VP35, VP30(SEQ ID NO: 21)
VP40 y ARN VP35(SEQ ID NO: 22)
polimerasa ARN VP40(SEQ ID NO: 23)
dependiente (L) L(SEQ ID NO: 24)
Nucleoproteina Virus del Ebola Reston Pennsylvania AF522874.1 NP(SEQ ID NO: 25)
(NP), VP24, VP24(SEQ ID NO: 26)
VP30, VP35, VP30(SEQ ID NO: 27)
VP40 y ARN VP35(SEQ ID NO: 28)
polimerasa ARN VP40(SEQ ID NO: 29)
dependiente (L) L(SEQ ID NO: 30)
Nucleoproteina Virus del Ebola Bundibugyo -- FJ217161.1 NP(SEQ ID NO: 31)
(NP), VP24, VP24(SEQ ID NO: 32)
VP30, VP35, VP30(SEQ ID NO: 33)
VP40 y ARN VP35(SEQ ID NO: 34)
polimerasa ARN VP40(SEQ ID NO: 35)
dependiente (L) L(SEQ ID NO: 36)
Nucleoproteina Virus de | Marburg Musoke NC_001608.3 | NP(SEQ ID NO: 37)
(NP), VP24, | Marburg VP24(SEQ ID NO: 38)
VP30, VP35, VP30(SEQ ID NO: 39)
VP40 y ARN VP35(SEQ ID NO: 40)
polimerasa ARN VP40(SEQ ID NO: 41)
dependiente (L) L(SEQ ID NO: 42)
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Se entiende en la técnica que determinados cambios en la secuencia de nucleétidos empleada en una construccion
genética tienen poca o ninguna relacion con las proteinas codificadas por la construccion. Tales cambios son el
resultado tanto de las mutaciones puntuales silenciosas o de mutaciones puntuales que codifican diferentes
aminoacidos que no alteran apreciablemente el comportamiento de la proteina codificada. También se entiende que
las porciones de la region codificadora pueden ser eliminadas sin afectar a la capacidad de la construccion de lograr
el efecto deseado, a saber, la induccién de una respuesta inmune protectora contra una estimulacion de filovirus. Se
entiende, ademas, en la técnica que se pueden tomar determinadas medidas ventajosas para aumentar la
antigenicidad de una proteina codificada por la modificacion de su composicion de aminoacidos. Tales cambios en la
composicion de aminoacidos pueden introducirse mediante la modificacion de la secuencia genética que codifica la
proteina.

Cualquier medio adecuado, incluyendo cualesquiera técnicas basadas en genética o basadas en biologia molecular
apropiadas, y similares se pueden utilizar para construir los vectores de la vacuna de la rabia recombinantes de la
presente invencion.

El experto en la materia puede obtener primero un vector del virus de la rabia adecuado para los propdsitos de la
invencion. Preferiblemente, los vectores del virus de la rabia que son adecuados son aquellos que son atenuados de
modo que no hay efectos perjudiciales por el vector del virus de la rabia sobre el sistema nervioso central cuando se
utilizan para administrar a un sujeto. Vectores del virus de la rabia adecuados se pueden obtener facilmente.
Vectores de este tipo se pueden modificar para potenciar el grado de atenuacidon por métodos conocidos. Los
autores de la presente invencion utilizaron el vector de la vacuna BNSP RABV (Fig. 3), que se derivo de la cepa
SAD B19 de la vacuna, que fue atenuada por el paso de cultivo de tejidos y que se ha utilizado previamente como
una vacuna oral viva para la vida salvaje en Europa.

Esta construccion particular, tal como se discute en el Ejemplo 1 en esta memoria, se manipuld para que contuviera
una nueva secuencia sefal de la transcripcion de parada y arranque RABV flanqueada por sitios de restriccion
BsiW1 y Nhel Unicos entre los genes de nucleoproteina (N) y fosfoproteina (P) del genoma del virus de la rabia para
la introduccién de genes extrafios. Ademas de ello, para eliminar completamente la neurovirulencia observada para
esta construccion, se gener6é un derivado adicionalmente atenuado ("BNSP333"), que contiene un cambio de
Arg—Glu en el aminoacido 333 de RABV G, que se ha demostrado atenda en gran medida la neurovirulencia de
vectores de la vacuna RABYV en ratones adultos.

Tal como se discute con mayor detalle en los Ejemplos, los autores de la invencion construyeron cuatro vacunas del
virus de la rabia recombinante diferentes basadas en la vacuna del virus de la rabia atenuada BNSP333. Se
generaron dos construcciones de BSNP333 que codifican la cepa Mayinga GP del virus del Ebola Zaire ("ZEBOV"
aqui y a lo largo de la memoria) (véase la Fig. 3). BNSP33-GP codifica ZEBOV GP no modificada, mientras que
BNSP333-GPgcp codifica el ectodominio y el dominio de transmembrana GP fusionado al dominio citoplasmico G del
virus de la rabia (GCD). La construccion fue generada para maximizar la probabilidad de que se produzca una
incorporacion eficiente de GP en viriones, lo cual puede ser importante para potenciales vacunas inactivadas en
donde es importante la presentaciéon de la superficie. Ademas, se prepararon dos construcciones adicionales que
eran idénticas a las anteriores, pero el vector de BNSP333 portaba una delecién en el gen G de la rabia. La proteina
G de la rabia es la responsable de la union y la entrada viral y un mediador importante de la neurovirulencia. Por lo
tanto, la delecion de G resulta en virus que estan seriamente restringidos en el crecimiento y requieren una
recuperacion y una propagacion con virus "helper" que proporcionan células huésped trans-complementarias que
expresan el virus G de la rabia.

En la construccién de las construcciones de vectores de virus de la rabia descrita en esta memoria, un polipéptido
inmunogénico de filovirus deseado (p. €j., glicoproteina del virus del Ebola) se puede seleccionar y obtener en base
a las secuencias publicamente disponibles y con el uso de técnicas de biologia molecular bien conocidas. Por
ejemplo, una persona interesada en utilizar la vacuna del virus de la rabia para introducir la glicoproteina del virus
del Ebola en un sujeto puede obtener la secuencia de nucleétidos del gen de la glicoproteina (GP) de la cepa
Mayinga del virus del Ebola Zaire mediante la identificacién de la tabla de arriba de Acceso a Genbank N° AY 142960
utilizando informacién publica facilmente disponible (p. €j., el sitio de datos operado por el Centro Nacional de
Informacion sobre Biotecnologia). Podria utilizarse una estrategia basada en PCR para amplificar el gen GP de una
fuente adecuada de ADN de molde, también facilmente obtenible por los expertos ordinarios en la técnica, utilizando
cebadores de oligonucleétidos disefiados a partir de la propia secuencia del gen. Una vez amplificado, se podrian
realizar métodos estandares para la clonacion, verificacion de la secuencia, expresion y transferencia de la
secuencia de nucledtidos al vector de la rabia BSNP333 (o cualquier otro vector de la rabia adecuado de la
invencion) para obtener el vector del virus de la rabia recombinante deseado que expresa una glicoproteina (GP) de
la cepa Mayinga del virus del Ebola Zaire. Resultara faciimente evidente, sin embargo, que cualquier trabajo
realizado utilizando secuencias o materiales del virus del Ebola o cualesquiera otros filovirus pueda necesitar ser
realizado en laboratorios de Bioseguridad Nivel Tres (BSL3) o incluso BSL4 dados los evidentes peligros en el
trabajo con y la manipulacion de filovirus.
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La divulgacion contempla, ademas, introducir mas de un solo inmundgeno de polipéptido de filovirus en el mismo
vector del virus de la rabia recombinante. Por ejemplo, se podria, utilizando procesos similares a los ofrecidos
anteriormente, asi como cualesquiera otros procesos adecuados, preparar dos 0 mas secuencias de nucleétidos que
codifican diferentes inmundgenos de polipéptidos de filovirus de interés, p. €j., en donde un polipéptido de interés es
la glicoproteina del virus del Ebola y un segundo polipéptido de interés es una proteina del virién del virus del Ebola
NP, GP24, VP30, VP35 o VP40. Por lo tanto, la presente divulgacion contempla el uso de un vector del virus de la
rabia que contiene y expresa tanto una Unica glicoproteina del virus del Ebola como otro inmundégeno de polipéptido
de filovirus.

Ademas de ello, dos o mas diferentes construcciones de vacuna del virus de la rabia se pueden combinar en una
administraciéon Unica o a través de co-administracion, en donde cada una de las vacunas del virus de la rabia esta
disefiada para expresar un polipéptido de inmundégeno de filovirus diferente.

Se contempla ademas que, en los casos en los que se produce reactividad cruzada, es decir, en los casos en los
que anticuerpos 0 una respuesta citotdxica de células T inducida en respuesta a un virus del Ebola o a un
polipéptido de filovirus puede ser de reactividad cruzada con el polipéptido correspondiente de un tipo diferente de
virus del Ebola o incluso un género diferente de filovirus, la divulgacién prevé una Unica vacuna que exprese un
Unico polipéptido de filovirus (por ejemplo, GP de ZEBOV) que induce una respuesta inmune que es de reactividad
cruzada contra otros tipos de virus del Ebola (p. ej., SEBOV, REBOV, BEBOV o CEBOV) o incluso otros filovirus (p.
gj., virus de Marburg). Generalmente se sabe, sin embargo, que la GP del virus del Ebola no induce anticuerpos que
son generalmente de reaccion cruzada con GPs de otros tipos de virus del Ebola; por lo tanto, la divulgaciéon también
contempla composiciones de vacuna que comprenden los vectores de vacuna de la rabia recombinantes
individuales que expresan una GP especifica (0 fragmentos inmunogénicos de la misma) a partir de subtipos
especificos de virus del Ebola o incluso cepas especificas, de modo que se puede administrar una sola composicién
de vacuna eficaz contra una diversidad de agentes del virus del Ebola.

Estos y otros métodos para obtener y/o preparar las construcciones de vacuna del virus de la rabia se pueden
encontrar, por ejemplo, en Current Protocols in Molecular Biology, Ausubel et al. (comps.), John Wiley and Sons, Inc.

La invencion contempla, ademas, que pueden utilizarse células huésped transfectadas por los vectores del virus de
la rabia recombinantes de la invencidn para expresar la proteina codificada por virus y/o para formar viriones de la
rabia recombinantes. Métodos y técnicas para mantener cultivos celulares continuos para la infeccién por virus de la
rabia son bien conocidos en la técnica. Una linea de células puede ser infectada (o transfectada) con un vector de la
vacuna de la rabia recombinante de la invencién. Las lineas de células se pueden utilizar para expresar las proteinas
virales, o se pueden utilizar para producir viriones de la rabia enteros que contienen el virus del Ebola expresado o el
polipéptido del filovirus deseado de otro modo expresado a partir del vector de la vacuna de la rabia recombinante
utilizado para infectar las células. Células huésped adecuadas pueden incluir cualquier célula susceptible de ser
transfectada o infectada in vitro con una vacuna del virus de la rabia, incluyendo cualesquiera las lineas de células
humanas o lineas de células animales. Tales lineas de células y su uso en la expresién de proteinas y la formacion
de viriones de la rabia son bien conocidos en la técnica y se describen con mayor detalle, por ejemplo, en Barrett PN
et al., Expert Rev Vaccines. mayo de 2009; 8(5):607-18; Tordo N et al., Dev Biol (Basel). 2008; 131:467-76; Toovey
S. et al., Travel Med Infect Dis. noviembre de 2007; 5(6):327-48; Chelbi-Alix MK, J Interferon Cytokine Res. mayo de
2006; 26(5):271-80; Morenweiser R. et al., Gene Ther. octubre de 2005; 12 Supl 1:5S103-10; Morimoto K et al., Virus
Res. julio de 2005; 111(1):61-7. Epub 11 de abril de 2005; Finke S et al., Virus Res. agosto de 2005; 111(2):120-31;
y Halder M., Altern Lab Anim. enero-febrero de 2002; 30(1):93-108; Montagnon BJ et al., Dev Biol Stand. 1998;
93:119-23.

Se prefiere que los virus de la vacuna de la rabia y la produccién de cualesquiera viriones de virus y su uso como
vacunas se realice de acuerdo con cualesquiera requisitos nacionales y/o internacionales de salud y seguridad
necesarios en relacion con el virus de la rabia y filovirus, p. €j., de acuerdo con los requisitos del Centro de Control
de Enfermedades ("CDC") de EE.UU. o la Organizacién Mundial de la Salud ("OMS").

Las vacunas de vector del virus de la rabia recombinante de la invencién, o las vacunas de viriones de la rabia
recombinante (que expresan en o sobre ellas el polipéptido o los polipéptidos de filovirus deseados) se pueden
formular como composiciones de acuerdo con métodos conocidos para la preparacion de formulaciones medicinales
y composiciones farmacéuticas. El tipo y los componentes de las composiciones farmacéuticas descritos en esta
memoria pueden depender del modo de administracion, p. €j., oral, parenteral o la piel.

Composiciones farmacéuticas y formulaciones para la administracién oral pueden incluir polvos o granulos,
microparticulas, nanoparticulas, suspensiones o disoluciones en agua o medios no acuosos, capsulas, capsulas de
gel, sobrecitos, comprimidos o minicomprimidos. Pueden ser deseables espesantes, agentes aromatizantes,
diluyentes, emulsionantes, coadyuvantes de dispersion o aglutinantes.
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Las composiciones farmacéuticas y formulaciones para la administracion parenteral, intratecal o intraventricular
pueden incluir disoluciones acuosas estériles que también pueden contener tampones, diluyentes y otros aditivos
adecuados tales como, pero sin limitarse a, potenciadores de la penetracion, compuestos de soporte y otros
soportes o excipientes farmacéuticamente aceptables.

Las composiciones farmacéuticas descritas en esta memoria también pueden incluir, pero no se limitan a
disoluciones, emulsiones y formulaciones que contienen liposomas. Estas composiciones se pueden generar a partir
de una diversidad de componentes que incluyen, pero no se limitan a, liquidos preformados, solidos auto-
emulsionantes y semisolidos auto-emulsionantes.

Las formulaciones farmacéuticas descritas en esta memoria, que pueden presentarse convenientemente en forma
de dosificacion unitaria, se pueden preparar de acuerdo con técnicas convencionales bien conocidos en la industria
farmacéutica. En general, las formulaciones se preparan asociando uniforme e intimamente los ingredientes activos
con soportes liquidos o soportes solidos finamente divididos, o0 ambos, y después, si es necesario, conformando el
producto.

Las composiciones farmacéuticas pueden incorporar compuestos de soporte en la formulaciéon. Tal como se utiliza
en esta memoria, "compuesto de soporte" o "soporte" puede referirse a un acido nucleico, o analogo del mismo, que
es inerte (es decir, no posee actividad bioldgica per se) pero es reconocido como un acido nucleico por procesos in
vivo que reducen la biodisponibilidad de un acido nucleico que tiene actividad bioldgica, por ejemplo, degradando el
acido nucleico biolégicamente activo o fomentando su retirada de la circulacion. La coadministracion de un acido
nucleico tal como un vector de vacuna de la rabia de la invencién, y un compuesto de soporte, tipicamente con un
exceso de la ultima sustancia, puede resultar en una reduccién sustancial de la cantidad de acido nucleico
recuperada en el higado, rifién u otros reservorios extra-circulatorios, presumiblemente debido a la competencia
entre el compuesto de soporte y el acido nucleico para un receptor comun. Por ejemplo, la recuperacion de un
ARNds parcialmente fosforotioato en tejido hepatico puede reducirse cuando se co-administra con acido
poliinosinico, sulfato de dextrano, acido policitidico o acido 4-acetamido-4'-isotiociano-estilbeno-2,2'-disulfénico
(Miyao et al., DsRNA Res. Dev, 1995, 5, 115-121; Takakura et al., DsRNA & Nucl. Acid Drug Dev., 1996, 6, 177-183.

Las composiciones farmacéuticas también pueden incluir un "soporte farmacéutico" o "excipiente”, el cual, para los
propésitos de la invencion, es un disolvente farmacéuticamente aceptable, agente de suspension o cualquier otro
vehiculo farmacolégicamente inerte para la entrega de uno o mas acidos nucleicos (p. €j., un vector de virus de la
rabia recombinante de la invencion) o polipéptido o virién de virus (p. €j., un virion de la rabia recombinante que
expresa la una o mas glicoproteinas de filovirus de la invencién) a un animal. El excipiente puede ser liquido o sélido
y se selecciona, con la manera planeada de administracién en mente, para proporcionar la mayor parte deseada,
consistencia, etc., cuando se combina con un agente activo de la invencion (p. €j., vector de vacuna de la rabia,
virién, o polipéptidos expresados) los otros componentes de una composicion farmacéutica dada. Soportes
farmacéuticos tipicos incluyen, pero no se limitan a agentes de unién (p. €j., almidon de maiz pregelatinizado,
polivinilpirrolidona o hidroxipropil-metilcelulosa, etc.); cargas (p. €j., lactosa y otros azulcares, celulosa microcristalina,
pectina, gelatina, sulfato de calcio, etilcelulosa, poliacrilatos o hidrogeno-fosfato de calcio, etc.); lubricantes (p. €.,
estearato de magnesio, talco, silice, diéxido de silicio coloidal, acido estearico, estearatos metalicos, aceites
vegetales hidrogenados, almidén de maiz, polietilenglicoles, benzoato de sodio, acetato de sodio, etc.); disgregantes
(p- €j., almidon, glicolato sédico de almiddn, etc.); y agentes humectantes (p. €j., lauril-sulfato de sodio, etc.).

Excipientes organicos o inorganicos, farmacéuticamente aceptables, adecuados para la administracion parenteral no
que no reaccionan perjudicialmente con los agentes activos de la invencion (p. €j., vector de vacuna de la rabia,
virién o polipéptidos expresados) también se pueden utilizar para formular las composiciones descritas en esta
memoria. Soportes farmacéuticamente aceptables adecuados incluyen, pero no se limitan a agua, soluciones
salinas, alcoholes, polietilenglicoles, gelatina, lactosa, amilosa, estearato de magnesio, talco, acido silicico, parafina
viscosa, hidroximetilcelulosa, polivinilpirrolidona y similares.

Las composiciones farmacéuticas pueden contener adicionalmente otros componentes adyuvantes encontrados
convencionalmente en composiciones farmacéuticas, en sus niveles de uso establecidos en la técnica. Asi, por
ejemplo, las composiciones pueden contener materiales farmacéuticamente activos adicionales y compatibles tales
como, por ejemplo, antipruriticos, astringentes, anestésicos locales o agentes antiinflamatorios, o pueden contener
materiales adicionales Utiles para formular fisicamente diversas formas de dosificacion de las composiciones de la
presente invenciéon tales como colorantes, agentes aromatizantes, conservantes, antioxidantes, opacificantes,
agentes espesantes y estabilizantes. Sin embargo, materiales de este tipo, cuando se afiaden, no deberian interferir
indebidamente con las actividades biolégicas de los componentes de las composiciones de la presente invencion.
Las formulaciones pueden esterilizarse y, si se desea, mezclarse con agentes auxiliares, p. €j., lubricantes,
conservantes, estabilizantes, agentes humectantes, emulsionantes, sales para influir sobre la presion osmdtica,
tampones, colorantes, saborizantes y/o sustancias aromaticas y similares, que no interactian perjudicialmente con el
o los acidos nucleicos de la formulacion.
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Las suspensiones acuosas pueden contener sustancias que aumentan la viscosidad de la suspension, incluyendo,
por ejemplo, carboximetilcelulosa de sodio, sorbitol y/o dextrano. La suspension también puede contener
estabilizantes.

La divulgacién proporciona composiciones farmacéuticas que contienen uno o mas de otros agentes
quimioterapéuticos adicionales, por ejemplo el farmaco antiviral de molécula pequefia inhibe algun aspecto de la
entrada y/o la replicacion y/o el ensamblaje del virus del Ebola, o que ayuda a mitigar uno o mas sintomas de una
infeccién por virus del Ebola, o una infeccion por otros filovirus tal como virus de Marburg. Ejemplos de agentes
quimioterapéuticos de este tipo incluyen, pero no se limitan a daunorubicina, daunomicina, dactinomicina,
doxorubicina, epirubicina, idarubicina, esorubicina, bleomicina, mafosfamida, ifosfamida, citosina arabindésido, bis-
cloroetilnitrosourea, busulfan, mitomicina C, actinomicina D, mitramicina, prednisona, hidroxiprogesterona,
testosterona, tamoxifeno, dacarbazina, procarbazina, hexametiimelamina, pentametiimelamina, mitoxantrona,
amsacrina, clorambucilo, metilciclohexilnitrosourea, mostazas nitrogenadas, melfalan, ciclofosfamida, 6-
mercaptopurina, 6-tioguanina, citarabina, 5-azacitidina, hidroxiurea, desoxicoformicina, 4-
hidroxiperoxiciclofosforamida, 5-fluorouracilo (5-FU), 5-fluorodesoxiuridina (5-FUdR), metotrexato (MTX), colchicina,
taxol, vincristina, vinblastina, etopdsido (VP-16), trimetrexato, irinotecan, topotecan, gemcitabina, tenipdsido,
cisplatino y dietilestilbestrol (DES). Véase, en general, The Merck Manual of Diagnosis and Therapy, 152 ed. 1987,
pags. 1206-1228, Berkow et al., comps., Rahway, N.J. Cuando se utiliza con los compuestos descritos en esta
memoria tales agentes quimioterapéuticos pueden utilizarse individualmente (p. ej., 5-FU y oligonucleétido),
secuencialmente (p. €j., 5-FU y oligonucleétido durante un periodo de tiempo seguido de MTX y oligonucleétido), o
en combinacion con uno o mas otros tales agentes quimioterapéuticos (p. €j., 5-FU, MTX y oligonucleétido, o 5-FU,
radioterapia y oligonucledtido). Farmacos anti-inflamatorios que incluyen, pero no se limitan a farmacos
antiinflamatorios no esteroides y los corticosteroides, y farmacos antivirales, que incluyen, pero no se limitan a
ribivirina, vidarabina, aciclovir y ganciclovir, también pueden combinarse en composiciones descritas en esta
memoria. Véase, en general, The Merck Manual of Diagnosis and Therapy, 15% ed., Berkow et al., comps., 1987,
Rahway, N.J. paginas 2499-2506 y 46-49, respectivamente). También se contemplan otros agentes
quimioterapéuticos. Dos o mas compuestos combinados pueden utilizarse juntos o secuencialmente. Tales
compuestos pueden administrarse usando un programa de administracion separado en relacion con el programa de
administracion de los agentes activos de la invencion. Los programas de administracion también pueden ser el
mismo o pueden solaparse.

La toxicidad y la eficacia terapéutica de este tipo de compuestos se pueden determinar mediante procedimientos
farmacéuticos estandares en cultivos celulares o animales experimentales, p. €j., para determinar la DL50 (la dosis
letal para el 50% de la poblacion) y la DESO (la dosis terapéuticamente eficaz en el 50% de la poblacién). La relacién
de dosis entre efectos toxicos y terapéuticos es el indice terapéutico y puede expresarse como la relacion
DL50/DE5S0. Se prefieren compuestos que presentan indices terapéuticos elevados. Los datos obtenidos a partir de
ensayos de cultivo celular y estudios en animales se pueden utilizar en la formulacién de un intervalo de dosificacion
para uso en seres humanos. La dosificacion de las composiciones se encuentra generalmente dentro de un intervalo
de concentraciones circulantes que incluyen la DE50 con poca o ninguna toxicidad. La dosificacion puede variar
dentro de este intervalo dependiendo de la forma de dosificacion empleada y de la via de administracion utilizada.
Para cualquier compuesto utilizado en el método descrito en esta memoria, la dosis terapéuticamente eficaz puede
estimarse inicialmente a partir de ensayos de cultivo celular. Una dosis puede formularse en modelos animales para
conseguir un intervalo de concentraciones en plasma circulante del compuesto o, cuando sea apropiado, del
producto de polipéptido de una secuencia diana (p. €j., logrando una concentracion disminuida del polipéptido) que
incluye la CI50 (es decir, la concentracion del compuesto de ensayo que logra una inhibicién semi-maxima de los
sintomas) segun se determina en cultivo celular. Una informacién de este tipo se puede utilizar para determinar con
mayor precision dosis Utiles en seres humanos. Los niveles en plasma se pueden medir, por ejemplo, por
cromatografia liquida de alta resolucion.

Ademas de su administracion individualmente o como una pluralidad, tal como se discutié anteriormente, las
vacunas de la invenciéon pueden administrarse en combinacién con otros agentes conocidos, eficaces en el
tratamiento de procesos patolégicos mediados por la expresion del virus del Ebola o por otro filovirus - tales como
los enumerados arriba e igualmente otros. En cualquier caso, el médico encargado puede ajustar la cantidad y el
momento de administracion de la vacuna sobre la base de los resultados observados utilizando medidas estandares
de eficacia conocidas en la técnica o descritas en esta memoria.

El uso de la presente divulgacion contempla cualquier medio o método adecuado adecuado para administrar las
composiciones de vacuna de la invencién. El experto en la técnica apreciara que los medios de administracion
particulares pueden depender de si la composicion de vacuna que comprende viriones del virus de la rabia
recombinante (p. ej., con la glicoproteina expresada del virus del Ebola presentada en la superficie del virién) o si la
vacuna que se ha administrar es una vacuna basada en acido nucleico, es decir, en donde la vacuna comprende un
vector del virus de la rabia recombinante de la invencion que ha sido modificado para expresar una glicoproteina de
filovirus (o un fragmento inmunogénico de la misma).
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La administracion de cualquiera de las vacunas de la invencién en esta memoria puede llevarse a cabo, por ejemplo,
mediante inyeccion parenteral (tal como inyeccion intraperitoneal, subcutanea o intramuscular), inyeccion in ovo de
aves, por via oral o mediante aplicacion tépica del virus (tipicamente portado en una formulacién farmacéutica) a una
superficie de las vias respiratorias. La aplicacién tépica de una vacuna de la invencién a una superficie de las vias
respiratorias puede llevarse a cabo por administracion intranasal (p. ej., mediante el uso de gotero, torunda o
inhalador que deposita una formulacion farmacéutica por via intranasal). La aplicacion tépica de una vacuna de la
invencion a una superficie de las vias respiratorias también se puede llevar a cabo mediante administracion por
inhalacion tal como mediante la creacion de particulas respirables de una formulacién farmacéutica (incluyendo tanto
particulas solidas como particulas liquidas) que contiene el replicon como una suspension en aerosol, y luego
haciendo que el sujeto inhale las particulas respirables. Métodos y aparatos para la administracion de particulas
respirables de formulaciones farmacéuticas son bien conocidos, y se puede emplear cualquier técnica convencional.
La administracién por via oral puede ser en forma de una formulacion liquida o soélida ingerible. Tal como se sefald
arriba, un ejemplo particular es la inyeccion subcutanea, y otro es la inyeccion intramuscular.

Cuando la vacuna de la invencién es ARN o ADN (p. €j., un vector de vacuna del virus de la rabia recombinante que
expresa una glicoproteina de filovirus, p. €j., la glicoproteina del virus del Ebola), el vector de vacuna de ARN o ADN
se puede administrar directamente utilizando técnicas tales como la entrega en perlas de oro (pistola de genes), la
entrega mediante liposomas o por inyeccion directa, entre otros métodos conocidos por los expertos ordinarios en la
técnica. Cualquiera de una o mas construcciones de nucleétidos arriba descritas se puede utilizar en cualquier
combinacion eficaz para provocar una respuesta inmunogénica en un sujeto. Generalmente, la vacuna de acidos
nucleicos puede ser administrada en una cantidad de aproximadamente 1-5 pg de acido nucleico por dosis y
dependera del sujeto a tratar, de la capacidad del sistema inmune del sujeto de desarrollar la respuesta inmune
deseada, y del grado de proteccion deseado. Las cantidades precisas de la vacuna a administrar pueden depender
de la opinion del médico y pueden ser peculiares para cada uno de los sujetos y antigenos.

También se pueden utilizar sistemas de suministro de microesferas basadas en lipidos para entregar las vacunas de
la invencion, en particular las moléculas de vector de vacuna de la invencién. Opcionalmente, tales sistemas pueden
ser modificados de tal manera que fijan especificamente como objetivo células y/o tejidos y/u 6rganos especificos
del cuerpo, p. €j., sitios de infeccion. Métodos para preparar tales sistemas seran bien conocidos por los expertos
ordinarios en la técnica. Por ejemplo, microesferas de este tipo de suministro vectores pueden modificarse para que
comprendan uno o mas ligandos o restos fijadores de objetivo que permiten que la microesfera se una y/o interactue
especificamente con un receptor u otra diana en una célula o tejido diana.

Por consiguiente, en un aspecto, la presente divulgacion proporciona formulaciones de vectores de la rabia
recombinantes constituidas por un sistema de soporte basado en lipidos tal como una particula de acido nucleico-
lipidos estabilizada, complejos de lipidos cationicos o lipidos cationicos o acidos nucleicos de liposomas (es decir,
lipoplejos), un liposoma, una micela, un virosoma o una mezcla de los mismos, que pueden estar opcionalmente
modificados para que contengan un resto que permite que sea fijado como objetivo a una o mas células o tejidos del
tracto gastrointestinal. El sistema de soporte puede ser un sistema de soporte basado en polimeros tal como un
complejo catiénico de polimero-acido nucleico (es decir, un poliplejo), que puede estar opcionalmente modificado
para que contenga un resto que le permite ser fijado como objetivo a una o mas células o tejidos deseados. El
sistema de soporte puede ser un sistema de soporte basado en ciclodextrina tal como un complejo de polimero de
ciclodextrina-acido nucleico, que puede estar opcionalmente modificado para que contenga un resto que le permita
ser fijado como objetivo a una o mas células o tejidos deseados. El sistema de soporte puede ser un sistema de
soporte basado en proteinas tal como un complejo catiénico de péptido -acido nucleico. Particulas de acido nucleico-
lipido y/o de proteina-lipido y su método de preparacion se describen, p. €j., en las patentes de EE.UU. N°
5.753.613; 5.785.992; 5.705.385; 5.976.567; 5.981.501; 6.110.745; y 6.320.017; y la publicacion PCT N° WO
96/40964.

Los lipoplejos pueden incluir lipidos no cationicos utilizados en las formulaciones descritas en esta memoria, que
incluyen cualquiera de una diversidad de lipidos no cargados, de iones hibridos o anidnicos neutros, capaces de
producir un complejo estable. Tales lipidos no catidnicos pueden ser de carga neutra o negativa. Ejemplos de lipidos
no catiénicos incluyen, sin limitacion, materiales relacionados con fosfolipidos tales como lecitina,
fosfatidiletanolamina, lisolecitina, lisofosfatidiletanolamina, fosfatidilserina, fosfatidilinositol, esfingomielina,
esfingomielina de huevo (ESM), cefalina, -cardiolipina, &acido fosfatidico, cerebrosidos, dicetilfosfato,
diestearoilfosfatidilcolina (DSPC), dioleoilfosfatidilcolina (DOPC), dipanitoilfosfatidilcolina (DPPC),
dioleoilfosfatidilglicerol  (DOPG), dipalmitoilfosfatidilglicerol (DPPG), dioleoilfosfatidiletanolamina  (DOPE),
palmitoiloleoil-fosfatidilcolina (POPC), palmitoiloleoil-fosfatidiletanolamina (POPE), palmitoiloleoil-fosfatidilglicerol
(POPG), 4-(N-maleimidometil)-ciclohexano-1-carboxilato de dioleoilfosfatidiletanolamina (DOPE-mal), dipalmitoil-
fosfatidiletanolamina (DPPE), dimiristoil-fosfatidiletanolamina (DMPE), diestearoil-fosfatidiletanolamina (DSPE),
monometil-fosfatidiletanolamina, dimetil-fosfatidiletanolamina, dielaidoil-fosfatidiletanolamina (DEPE) y
estearoiloleoil-fosfatidiletanolamina (SOPE).
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Lipidos no catiénicos o esteroles tales como colesterol también pueden estar presentes en este tipo de microesferas.
Lipidos sin fosforo adicionales incluyen, p. €j., estearilamina, dodecilamina, hexadecilamina, palmitato de acetilo,
ricinoleato de glicerol, estearato de hexadecilo, miristato de isopropilo, polimeros acrilicos anféteros, lauril-sulfato de
trietanolamina, amidas de acidos grasos de alquil-aril-sulfato polietoxiladas, bromuro de dioctadecildimetil-amonio,
ceramida, diacilfosfatidilcolina, diacilfosfatidiletanolamina y similares. Pueden estar presentes otros lipidos, tales
como lisofosfatidilcolina y lisofosfatidiletanolamina. Lipidos no catidnicos también incluyen polimeros basados en
polietilenglicol (PEG) tales como PEG 2000, PEG 5000, y polietilenglicol conjugado a fosfolipidos o a ceramidas (a
los que se alude como PEG-Cer), segun se describe en la solicitud de patente de EE.UU. N° de serie. 08/316.429.

Ejemplos no limitantes de los sistemas de soporte adicionales basados en lipidos, adecuados para uso en la
presente invencion, incluyen lipoplejos (véase, p. €j., publicacion de Patente de EE.UU. N° 20030203865; y Zhang et
al, J. Control Release, 100:165-180 (2004), lipoplejos sensibles al pH (véase, p. €j., publicacion de Patente de
EE.UU. N° 2002/0192275) lipoplejos reversiblemente enmascarados (véase, p. €j., publicaciéon de Patente de
EE.UU. N° 2003/0180950), composiciones basadas en lipidos catidnicas (véase, p. €j., la patente de EE.UU. N°
6.756.054; y la publicacion de Patente de EE.UU. N° 2005/0234232), liposomas catidnicos (véase, p. €j., las
publicaciones de Patente de EE.UU. N° 2003/0229040, 2002/0160038 y 2002/0012998; Patente de EE.UU. N°
5.908.635; y la publicacion PCT N°. WO 01/72283), liposomas anionicos (véase, p. €j., la publicacion de Patente de
EE.UU. N° 2003/0026831), liposomas sensibles al pH (véase, p. €j., la publicacion de Patente de EE.UU. N°
2002/0192274; y documento AU 2003/210303), liposomas revestidos con anticuerpos (véase, p. €j., la publicacion
de Patente de EE.UU. N° 2003/0108597, y la publicacion PCT N° WO 00/50008), los liposomas especificos para el
tipo de célula (véase, p. €j., la publicacion de Patente de EE.UU. N° 2003/0198664), liposomas que contienen acido
nucleico y péptidos (véase, p. €j., la Patente de EE.UU. N° 6.207.456), liposomas que contienen lipidos derivatizados
con polimeros hidrdéfilos liberables (véase, p. €j., la publicacion de Patente de EE.UU. N° 2003/0031704), acido
nucleico atrapado en lipidos (véanse, p. €j., las publicaciones PCT N° WO 03/057190 y WO 03/059322), acido
nucleico encapsulado en lipidos (véase, p. €j., la publicacion de Patente de EE.UU. N° 2003/0129221; y la patente
de EE.UU. N° 5.756.122), otras composiciones de liposomas (véanse, por ejemplo, las publicaciones de Patente de
EE.UU. N° 2003/0035829 y 2003/0072794;. y la patente de EE.UU. N° 6.200.599), mezclas estabilizadas de
liposomas y emulsiones (véase, p. €j., el documento EP1304160), composiciones en emulsion (véase, p. €j., la
patente de EE.UU. N° 6.747.014), y micro-emulsiones de acidos nucleicos (véase, p. €j., la publicacion de patente de
EE.UU. N° 2005/0037086).

La administracion puede ser por el suministro de genes acelerado en particulas.

La técnica del suministro de genes acelerado en particulas se basa en el revestimiento de construcciones genéticas
a ser entregado a células sobre particulas de soporte extremadamente pequefias, que estan disefiadas para ser
pequefas en relaciéon con las células buscadas para ser transformadas por el procedimiento. Las particulas de
soporte revestidas son entonces aceleradas fisicamente hacia las células para ser transformadas de manera que el
soporte de particulas se aloje en el interior de las células diana. Esta técnica se puede utilizar ya sea con células in
vitro o in vivo. Con cierta frecuencia, el ADN que ha sido revestido previamente sobre las particulas de soporte se
expresa en las células diana. Esta técnica de expresion génica ha demostrado funcionar en procariotas y eucariotas,
desde bacterias y levaduras hasta plantas superiores y animales. Asi, el método de particulas aceleradas
proporciona una metodologia conveniente para suministrar genes a las células de una amplia diversidad de tipos de
tejidos y ofrece la capacidad de suministrar esos genes a células in situ e in vivo sin ningun impacto o efecto adverso
en el individuo tratado. Por lo tanto, también se prefiere el método de particulas aceleradas, debido a que permite
una construcciéon de vacuna genética capaz de provocar una respuesta inmune a ser dirigida tanto a un tejido
particular como a una capa de células particular en un tejido, variando el sitio de suministro y la fuerza con la que las
particulas se aceleran, respectivamente. Esta técnica es, por lo tanto, particularmente adecuada para el suministro
de genes para las proteinas antigénicas en la epidermis.

Por lo tanto, con respecto al suministro de los vectores de vacuna de la rabia recombinantes de la invencion, gotitas
acuosas que contienen vector desnudo se pueden suministrar por técnicas de aceleracién adecuadas a los tejidos
del individuo objeto de ser vacunado. Con cierta frecuencia, dicho material de vector "desnudo" se recogera en los
tejidos tratados.

El enfoque general de la tecnologia de transfeccion génica con particulas aceleradas esta descrito en la patente de
EE.UU. N° 4.945.050. Un instrumento basado en una variante mejorada de ese enfoque esta disponible
comercialmente en BioRad Laboratories. Un enfoque alternativo a un aparato de transfecciéon con particulas
aceleradas esta descrito en la Patente de EE.UU. N° 5.015.580 que, aunque dirigida a la transfeccién de plantas de
soja, describe un aparato que es igualmente adaptable para uso con células de mamiferos y mamiferos enteros
intactos. La patente de EE.UU. N° 5.149.655 describe una cémoda versiéon de mano de un dispositivo de suministro
de genes con particulas aceleradas. Otros de estos dispositivos pueden basarse en otras fuentes de propulsiéon
utilizando, por ejemplo, gas comprimido como fuerza motriz. Un aparato y un método preferidos para suministrar
material genético, descritos en esta memoria, se describen en la solicitud de patente PCT publicada
PCT/US95/00780 y en la patente de EE.UU. N° 5.584.807 que sera expedida el 17 de diciembre de 1996.
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Una "vacuna genética", es decir, un vector de vacuna de la rabia recombinante (en contraposicion a una
composicion de viriones de la rabia, que también se contemplan en esta memoria) se puede suministrar de una
manera no invasiva a una diversidad de tipos de tejidos susceptibles a fin de lograr la respuesta antigénica deseada
en el individuo. Lo mas ventajosamente, la vacuna genética puede ser introducida en la epidermis. Se ha encontrado
que un suministro de este tipo producira una respuesta sistémica humoral inmune, una respuesta de memoria y una
respuesta inmune citotéxica. Cuando se suministra una vacuna genética a células de la piel, se pensé que era
deseable eliminar o perforar el estrato cérneo.

Para obtener una eficacia adicional de esta técnica, también puede ser deseable que los genes sean entregados a
una superficie del tejido de la mucosa, con el fin de asegurar que las respuestas inmunes mucosales, humorales y
celulares se produzcan en el individuo vacunado. Se contempla que hay una diversidad de sitios de administracion
adecuados disponibles, incluyendo cualquier nimero de sitios sobre la epidermis, células de la sangre periférica, es
decir, linfocitos, que podrian ser tratados in vitro y se colocan de nuevo en el individuo, y una diversidad de
superficies orales, del tracto respiratorio superior y de las mucosas genitales.

El término "transfectado" se utiliza en esta memoria para referirse a células que han incorporado la construccion de
vacuna genética extrafia suministrada (p. €j., los vectores de vacuna de la rabia recombinantes), cualquiera que sea
la técnica de suministro utilizada. El término transfeccion se utiliza con preferencia al término "transformacion" para
evitar la ambigliedad inherente a este ultimo término, que también se utiliza para referirse a cambios celulares en el
proceso de la oncogénesis. El término "infeccion" pertenece al proceso de absorcion celular molecular normal por el
cual un virus se introduce en una célula. Se dice a veces que células de este tipo "susceptibles" a la infeccion.

Al inducir respuestas inmunes celulares, humorales y protectoras después de la vacunacion genética, las células
diana preferidas son células epidérmicas, en lugar de células de las capas de piel mas profundas tales como la
dermis. Las células epidérmicas son receptores preferidos de vacunas genéticas, ya que son las células mas
accesibles del cuerpo y pueden, por lo tanto, ser inmunizadas de forma no invasiva. En segundo lugar, ademas de
provocar una respuesta inmune humoral, las células epidérmicas genéticamente inmunizadas también provocan una
respuesta inmune citotdéxica que es mas fuerte que la generada en las células subepidérmicas. El suministro a la
epidermis también tiene las ventajas de ser menos invasivo y de suministrar células que son desprendidas en ultima
instancia por el cuerpo.

La administracion de las vacunas de la presente invencion (p. €j., los viriones de la rabia recombinantes y/o los
vectores de vacuna de la rabia recombinantes de la invencion) por cualquiera de los medios descritos anteriormente
puede estar de acuerdo con cualquier programa de vacunacion adecuado, p. €j., dia 0, un mes, cuatro meses y doce
meses a contar desde el dia 0. Sin embargo, en términos generales, las vacunas descritas en esta memoria podran
también administrarse en un programa de dosis Unica, o preferiblemente un programa de dosis multiple en el que un
curso primario de vacunacion puede ser con 1-10 dosis separadas, seguido de otras dosis administradas a
intervalos de tiempo posteriores, requeridas para mantener y/o reforzar la respuesta inmune, por ejemplo, a los 1-4
meses para una segunda dosis y, si es necesario, una o mas dosis subsiguientes después de varios meses. Otros
ejemplos de programas de inmunizacién adecuados incluyen: (i) 0, 1 mes y 6 meses, (ii) 0, 7 dias y 1 mes, (iii) 0y 1
mes, (iv) 0 y 6 meses, (v) 0, 1 y 2 meses, u otros programas suficientes para provocar las respuestas inmunes
deseadas que se espera confieran inmunidad protectora, o reduzcan los sintomas de la enfermedad, o reduzcan la
gravedad de la enfermedad.

Se describen en esta memoria métodos para evaluar una muestra en cuanto a la presencia de anticuerpos
producidos contra la rabia y/o un filovirus, p. €j., un virus del Ebola. Estos métodos pueden ser Utiles, por ejemplo,
para evaluar si una muestra de tejido contiene anticuerpos contra el virus del Ebola, otro filovirus o la rabia, que
puede ser util en la deteccion de si una persona o animal fue expuesto a este tipo de patdgenos. Tales métodos de
deteccion también pueden ser Utiles en el seguimiento de la sangre o de otros tejidos de un sujeto en cuanto a la
evidencia de que una respuesta inmune haya sido inducida contra una vacuna de la invencion.

Se describe en esta memoria un método para detectar la presencia de anticuerpos contra el virus del Ebola en una
muestra. Utilizando una metodologia estandar bien conocida en la técnica, se puede construir un ensayo de
diagndstico mediante el revestimiento sobre una superficie (es decir, un soporte soélido, por ejemplo, una placa de
microtitulacion, una membrana (p. €j. membrana de nitrocelulosa) o una varilla de nivel), la totalidad o una porcion
Unica de cualquiera de las proteinas del virus del Ebola descritas anteriormente o cualquier combinacion de las
mismas, y poniéndolo en contacto con el suero de una persona o animal sospechoso de tener el virus del Ebola. La
presencia de un complejo resultante formado entre la o las proteinas del virus del Ebola y anticuerpos séricos
especificos para el mismo puede ser detectada por cualquiera de los métodos conocidos comunes en la técnica
tales como espectroscopia de anticuerpos fluorescentes o colorimetria. Este método de deteccion se puede utilizar,
por ejemplo, para el diagndstico de una infeccién por el virus del Ebola y para determinar el grado al que un
individuo ha desarrollado anticuerpos especificos para el virus después de la administracién de una vacuna.

Se describen en esta memoria métodos para detectar la presencia de proteinas del virion de la rabia, un filovirus o
virus del Ebola en una muestra. Anticuerpos contra las proteinas GP, NP y VP podrian utilizarse para ensayos de
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diagndstico. Utilizando la metodologia estandar bien conocida en la técnica, se puede construir un ensayo de
diagndstico por revestimiento sobre una superficie (es decir, un soporte solido, por ejemplo, una placa de
microtitulacion o una membrana (por ejemplo membrana de nitrocelulosa)), anticuerpos especificos para cualquiera
de las proteinas del virus del Ebola descritas anteriormente, y poniéndolos en contacto con suero o una muestra de
tejido de una persona sospechosa de tener una infeccidén por el virus del Ebola. La presencia de un complejo
resultante formado entre la proteina o proteinas en el suero y los anticuerpos especificos para las mismas puede ser
detectada por cualquiera de los métodos conocidos comunes en la técnica tales como espectroscopia de
anticuerpos fluorescentes o colorimetria. Este método de deteccion se puede utilizar, por ejemplo, para el
diagnéstico de una infeccién por el virus del Ebola.

Se describen en esta memoria secuencias de ADN o de nucleétidos para su uso en la deteccion de la presencia de
virus de la rabia o filovirus, p. €j., el virus del Ebola, utilizando la reaccion en cadena de la polimerasa con
transcripcion inversa (RT-PCR) o por algun otro medio adecuado para la deteccion de secuencias de nucledtidos
especificas. La secuencia de nucledtidos descrita en esta memoria se puede utilizar para disefar cebadores que se
unen especificamente al ARN viral con el fin de detectar la presencia del virus del Ebola o para medir la cantidad de
virus del Ebola en una muestra. Los cebadores pueden ser de cualquier longitud que oscile entre 7 y 400
nucledtidos, preferiblemente al menos 10 a 15 nucledtidos, o mas preferiblemente 18 a 40 nucledtidos. Los reactivos
y controles necesarios para las reacciones PCR son bien conocidos en la técnica. Los productos amplificados
pueden ser entonces analizados en cuanto a la presencia de secuencias virales, por ejemplo mediante
fraccionamiento en gel, con o sin hibridacién, por radioquimica, y técnicas de inmunoquimica, u otras técnicas
adecuadas.

Se describe en esta memoria un kit de diagndstico que contiene una composicién de vacuna de la invencion, y
opcionalmente medios para detectar si se induce una respuesta inmune tras la administracién de la vacuna, y
ademas, opcionalmente, medios para administrar la vacuna de la invencion, y aun mas, opcionalmente, un conjunto
de instrucciones que indican un procedimiento para la administracion de la vacuna y la evaluacion de su eficacia en
la respuesta inmune.

Dependiendo de como se haga funcionar el kit, el kit también puede incluir una o mas composiciones de vacuna
adicionales, en donde cada una de las composiciones de vacuna comprende un vector de virus de la rabia
recombinante que expresa una proteina de filovirus diferente (o un fragmento inmunogénico de la misma), p. €j., una
glicoproteina del virus del Ebola o un fragmento inmunogénico de la misma.

Se apreciara que determinados componentes de los kits pueden variar dependiendo de qué sujeto esté siendo
vacunado y/o de cuales de los mismos se hayan de tomar muestras. Determinados sujetos pueden incluir, por
ejemplo, seres humanos, primates no humanos, animales, p. €j., caballo, burro, cerdo, ratén, hamster, mono, u otros
mamiferos, aves. Por ejemplo, cuando un vector de vacuna de la rabia se ha de administrar a un ser humano, el kit
puede incluir una ruta de la piel, mientras que en los casos en los que la administracién es a un primate no humano,
el kit puede incluir en su lugar una jeringa.

Los kits pueden incluir también un reactivo de inmunodeteccion o etiqueta para la deteccién de los anticuerpos
inducidos por la vacunacién o para detectar muestras en cuanto a la presencia de péptidos de la rabia o de filovirus.
Reactivos de deteccion adecuados son bien conocidos en la técnica segun se ejemplifica mediante ligandos
radiactivos, enzimaticos o cromogénicos de otro tipo, que se emplean tipicamente en asociacion con el antigeno y/o
anticuerpo, o en asociacion con un segundo anticuerpo que tiene especificidad para el primer anticuerpo. Por lo
tanto, la reaccion se detecta o cuantifica por medio de detectar o cuantificar la etiqueta. Reactivos de
inmunodeteccion y procesos adecuados para la aplicacion en relacion con los nuevos métodos descritos en esta
memoria son generalmente bien conocidos en la técnica.

Los reactivos también pueden incluir agentes auxiliares tales como agentes tampén y agentes estabilizantes de
proteinas, p. €j., polisacaridos y similares. El kit puede incluir ademas, cuando sea necesario, agentes para reducir la
interferencia de fondo en un ensayo, agentes para aumentar la sefial, un aparato para realizar un ensayo, curvas y
tablas de calibracion, curvas y graficos de normalizacion, y similares.

Un kit de este tipo puede comprender instrucciones para parametros de funcionamiento adecuados en forma de una
etiqueta o insercion separada.

Los siguientes ejemplos se incluyen para demostrar realizaciones preferidas de la invencion. Se debe apreciar por
los expertos en la técnica que las técnicas descritas en los ejemplos que siguen representan técnicas descubiertas
por los autores de la invencion y que se cree que funcionan bien en la practica de la invencion y, por lo tanto,
pueden considerarse que constituyen modos preferidos para su practica.
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EJEMPLOS

Los materiales, composiciones y métodos descritos en esta memoria estan destinados a ser ejemplos
representativos de la invencion, y se entendera que el alcance de la invencion no esta limitado por el alcance de los
ejemplos. Los expertos en la técnica reconoceran que la invencion puede ponerse en practica con variaciones en los
materiales, composiciones y métodos descritos.

El objetivo colectivo de estos Ejemplos era identificar nuevos candidatos de vacunas para el EBOV con un potencial
maximo de acreditacion y utilizacion. Para este fin, se eligié la plataforma de vacuna del virus de la rabia (RABV).
Esta plataforma permitira el rapido desarrollo de candidatos de vacunas competentes en la replicacion, deficientes
en la replicacion, y quimicamente inactivados para aumentar la probabilidad de que se pueda lograr un equilibrio
adecuado entre la inmunogenicidad y reactogenicidad de la vacuna.

El RABV es un virus de ARN no segmentado, de sentido negativo, de la familia Rhabdoviridae. Aunque el RABV de
tipo salvaje casi siempre causa una enfermedad del SNC fatal en especies de mamiferos (Schnell et al, 2010), en su
forma atenuada, la vacuna del RABV no causa una enfermedad del SNC fatal (Cenna et al, 2008; Faber et al, 2005;
Faul et al, 2009;. Faul et al, 2008; McGettigan et al, 2006; McGettigan et al, 2003a; McGettigan et al., 2003b; Siler et
al., 2002; Snook et al., 2008; Tan et al., 2005). Los vectores de vacunas del RABV se pueden generar a partir de un
sistema genético inverso derivado de la vacuna SAD B19 RABYV viva atenuada que se utiliza para la vacunacion de
la vida salvaje en Europa (Vos et al., 1999; Vos et al., 2002). Se han generado vacunas vectorizadas del RABV
adicionalmente atenuadas mediante la introduccion de mutaciones en la glicoproteina (G) del RABV, asi como la
delecion de la G del RABV que se propaga en lineas de células trans-complementarias que expresan la G del RABV
(Gomme et al., 2010 ; McGettigan et al, 2003b; McKenna et al, 2004). Se ha demostrado que estos virus
recombinantes son deficientes o estan restringidos en el crecimiento in vitro e in vivo y son fuertemente
inmunogénicos (Gomme et al, 2010; McGettigan et al, 2003b;. McKenna et al, 2004). Por otra parte, se ha utilizado
la inactivaciéon mediada por beta-propiolactona de vacunas vectorizadas del RABV para generar candidatos de
vacunas muertos que deben tener perfiles de seguridad optimos (Siler et al., 2002; Smith et al., 2006).

Los Ejemplos que siguen describen la generacion de vacunas del RABV vivas atenuadas e inactivadas que
expresan la GP de ZEBOV y que demuestran sus propiedades moleculares, virulencia, inmunogenicidad y eficacia
protectora contra el RABV y el EBOV en ratones. Ademas de las ventajas de la plataforma de vacuna del RABV
arriba descrita, se prevé que el actual estado avanzado de seguridad, produccion y distribucion de la vacuna del
RABV puede facilitar el desarrollo clinico de estas vacunas del GP de ZEBOV. Ademas, RABV provoca 24.000
muertes estimadas al afio en Africa, con lo que una vacuna bivalente RABV/EBOV seria una herramienta eficaz de
la salud publica en Africa Central.

EJEMPLO 1. Métodos y Materiales Utilizados a lo Largo de los Ejemplos

GP del virus del Ebola Zaire (ZEBOV). Tal como se utiliza en estos Ejemplos, la referencia a GP de ZEBOV se
basa en la regién codificadora de longitud completa que codifica la GP del virus del Ebola que comienza en el
nucledtido 6039 y que se extiende hasta el nucledtido 8068 de la secuencia de nucledtidos identificada como
GenBank N° de acceso AY142960.1 (virus del Ebola subtipo Zaire, cepa Mayinga).

Construccién de plasmidos. La region codificadora de longitud completa de la GP del virus del Ebola Zaire
(ZEBQV) se amplificd con los cebadores RP777

(GTGTGAATTCCGGAACGTACGCCGCCACCATGGGTGTTACAGGAATATTG CA GTTACCTCGT SEQ ID NO: 47)
y RP778

(GGAAGCTAGCTCACTAAAAGAC AAATTTGCATATACAGAATAAAGC SEQ ID NO: 48) y se clond en los sitios
BsiWI y Nhel de un vector RV de BNSP modificado, que codifica acido glutamico en la posicion 333 de la
glicoproteina del RABV (McGettigan et al 2003). El plasmido resultante se design6 cBNSP333-GP. Una version
truncada de la GP que contiene los dominios ecto y de transmembrana, pero carece de la cola citoplasmica, se
amplificd con los cebadores RP777 y RP781 (GGAA GCTAGC CTA GTT AAC GCA TAT ACA GAA TAA AGC GAT
AAC TGC AA SEQ ID NO: 49), se digirié con BsiWI y Hpal y se ligé al fragmento Hpal-Nhel de pSN- VSV-G (Foley
et al, 2000), que contiene la cola citoplasmatica de la G del RABV. El gen de fusion se digirié entonces con BsiWI y
Nhel y se clon6 en cBNSP333 para generar cBNSP-GPgcp. Las construcciones G-suprimidas BNSPAG-GP y
BNSPAG-GPgcp fueron generadas mediante la digestion de los plasmidos parentales que contienen G BNSP-GP y
BNSP-GPgcp con Pacl y Smal y religacion de los fragmentos romos.

Recuperacion de virus a partir de ADNc y propagacion. RABV recombinante con contenido en G y deficiente en
G se recuperaron y se hicieron crecer como se ha descrito previamente (Gomme et al, 2011; Wirblich y Schnell,
2010).

Transferencia Western. Células BSR se infectaron a una MOI de 2-5 a 34°C. A las 24, 48 y 72 h después de la
infeccion, las células se lavaron una vez en PBS y se resuspendieron en tampén de lisis (Tris-HCI 50 mM [pH 7,4],
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NaCl 150 mM, NP-40 al 1%, dodecil-sulfato de sodio [SDS] al 0,1%, cdctel de inhibidor de proteasa 1x [Sigma]) en
hielo durante 30 min. La suspension se transfirié a un tubo de microcentrifuga y se centrifugé durante 10 min a
16.000 g para eliminar los desechos celulares. Las proteinas fueron separadas mediante SDS-electroforesis en gel
de poliacrilamida (PAGE) al 9% y se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (Whatman, Minnetonka, Minn.).
Los borrones se bloquearon durante 1 h en leche seca en polvo al 5% en TBS [pH 7,4]). Después de haber sido
bloqueados, los borrones se lavaron dos veces utilizando una disolucion de TBS-Tween 20 al 0,05% y se incubaron
durante la noche a 4°C con anticuerpo anti-EBOV policlonal de mono o anticuerpo monoclonal contra la
fosfoproteina del RABV. Los borrones se lavaron después cuatro veces con TBS-Tween al 0,1%. Se afiadieron
anticuerpos secundarios anti-humanos de cabra o anti-raton de cabra conjugados con peroxidasa de rabano picante
(diluidos 1: 50.000) (Jackson ImmunoResearch), y los borrones se incubaron durante 1 h a TA. Los borrones se
lavaron cuatro veces con BS-Tween al 0,1% y se lavaron una vez con PBS (pH 7,4). Se realiz6 un analisis de
quimioluminiscencia utilizando sustrato WestPico (PIERCE) segun las instrucciones del proveedor.

Microscopia electrénica. Células BSR se cultivaron en DMEM (Gibco) suplementado con FBS al 5% (Hyclone) y
penicilina/estreptomicina al 1% durante 24 h. Las monocapas se lavaron una vez con 1X PBS, y después se
infectaron con virus a una multiplicidad de infeccion (MOI) de 0,1 en medio cellgro Complete libre de suero
(Mediatech). Los matraces se incubaron a 37°C/5% de CO; durante 72-96 h. Para el marcaje doble con inmuno-oro,
las células infectadas se fijaron en sus matraces respectivos durante diez minutos en paraformaldehido al 0,1% en
tampon de Millonig. Las células se incubaron con el anticuerpo GP anti-virus del Ebola humano KZ52 durante tres
horas, a temperatura ambiente. Después de etapas de lavado con medio Cellgro Complete Media (Mediatech Inc.,
Mannassas, VA), las células se incubaron con oro coloidal de 5 nm anti-humano de cabra (Ted Pella, Redding, CA)
durante dos horas, a temperatura ambiente. Después de etapas de lavado, las células fueron incubadas con
anticuerpo G anti-rabia de conejo (Jackson Immuno, West Grove, PA) durante tres horas, a temperatura ambiente.
Después de etapas de lavado, las células fueron incubadas con oro coloidal de 15 nm anti-conejo de cabra durante
dos horas, a temperatura ambiente. Después de etapas de lavado, las células se fijaron utilizando glutaraldehido al
2,5%, paraformaldehido al 2,0%, en tampoén fosfato de sodio de Millonig (Tousimis Research, Rockville, MD).
Después de raspar y de granular, las muestras se lavaron repetidamente en tampén de Millonig, y se incubaron
durante dos horas en tetroxido de osmio al 1,0%, en el mismo tampon. Después de etapas de enjuague en Water
Ultrapure y de tincion en bloque con acetato de uranilo al 2,0%, las muestras se deshidrataron en una serie de
etanoles graduados, y se infiltraron y embebieron en resina plastica DER-736. Los bloques embebidos se
seccionaron utilizando un aparato Ultracut E Ultramicrotome de Reichert-Jung. Se recogieron secciones de 50-70
nanometros en rejillas de cobre de malla 200, y se post-tifieron con citrato de plomo de Reynold. Muestras EM se
examinaron en un microscopio electrénico de transmision FEI Tecnai Spirit Twin, que funciona a 80 kV.

Ensayo de propagacion de virus. Se llevaron a cabo ensayos de propagacion para analizar la capacidad del
RABV G-suprimido que expresa GP de multiplicarse BSR-RVG trans-complementario, asi como en células BSR de
tipo salvaje. Las lineas de células complementarias fueron inducidas por la separacion de doxiciclina, seguido por la
infeccion con el RV respectivo a una MOI de 0,01. Después de 2 h, se separo6 el virus, las células se lavaron una vez
en PBS, y se repuso con medio con contenido en doxiciclina o libre de doxiciclina. Después de la incubacion durante
72 h a 34°C, las células fueron fijadas con acetona al 80% y el antigeno viral fue detectado con anticuerpo
monoclonal (Centocor) anti-nucleoproteina RV (RV-N), conjugado con isotiocianato de fluoresceina (FITC) utilizando
un microscopio de fluorescencia.

Experimentos de patogenicidad en raton. Todos los experimentos realizados en ratones fueron aprobados tanto
por el NIAID o el Comité para el Cuidado y el Uso de Animales Institucional de la Universidad Thomas Jefferson. Los
experimentos de patogenicidad en raton se realizaron en un vivero de Bioseguridad Nivel 2.

Para la inoculacion periférica, a ratones Swiss Webster de seis a ocho semanas de edad consanguineos BALB/c o
exogamicos se les administré por via intraperitoneal (IP), intranasal (IN) o intramuscular (IM) inyecciones de virus
vivo o virus inactivado con beta-propiolactona a las concentraciones indicadas en las Leyendas de Figuras. La
Inyeccion IM se realizd mediante la administracion de 50 ul en el musculo de la pata trasera (gastrocnemio). Los
ratones fueron monitorizados diariamente para detectar signos clinicos y sintomas de morbilidad durante los
periodos de tiempo sefialados en las Leyendas de Figuras. Los ratones fueron pesados individualmente o pesados
en grupo periédicamente como medida del estado de salud.

Para el analisis de la neurovirulencia viral, a camadas de diez crias de raton Swiss Webster de 5 dias de edad se les
administraron inyecciones de diez pl por via intracerebral (IC) que contienen diluciones en serie de vacunas
parentales y del RABV que expresan GP. Las crias de ratén se monitorizaron diariamente para detectar signos
clinicos de encefalitis y los ratones moribundos se sacrificaron humanitariamente. El ndmero de ratones
supervivientes se registrd diariamente.

Inmunizacién y estimulacion de ratones. Para los experimentos de estimulacion con RABV, grupos de diez
ratones BALB/c fueron inmunizados IM con vehiculo, 5x10” ffu de virus indicado, o 10 ug de virus inactivado el dia 0
(1 dosis) o los dias 0 y 14 (2 dosis). El dia 30 post-inmunizacion, todos los ratones fueron sangrados y el suero se
aislé para el analisis mediante ELISA tal como se describe mas adelante. El dia 50 post-inmunizacién, diez ratones
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fueron estimulados IM con la cepa CVS-N2c del virus RABV altamente virulenta y fueron monitorizados para
detectar signos de encefalitis y morbilidad durante 21 dias. Los ratones moribundos fueron sacrificados
humanitariamente. La supervivencia de los ratones se registré diariamente y los pesos se tomaron periddicamente.
La estimulacion con RABYV virulento se realizé en un vivero de Bioseguridad Nivel 3.

Para la estimulacion con el EBOV adaptado a ratén (MA-EBOV) (Bray et al., 1998), grupos de diez ratones BALB/c
fueron inmunizados IM con vehiculo, 5x10° FFU de virus indicado, o 10 pg de virus inactivado el dia 0 (1 dosis) o los
dias 0 y 14 (2 dosis). El dia 30 post-inmunizacién, todos los ratones fueron sangrados y el suero se aisl6 para el
analisis mediante ELISA segun se describe mas adelante. El dia 77 después de la inmunizacion, los ratones fueron
estimulados IP con 1.000 PFU de MA-EBQOV y fueron monitorizados para detectar signos de morbilidad durante 21
dias. Los ratones moribundos fueron sacrificados humanitariamente. La supervivencia de ratones se registrd
diariamente y los pesos se tomaron periddicamente. La estimulacion con MA-EBOV se realizd en un vivero de
Bioseguridad Nivel 4 en la Universidad de Texas Medical Branch en Galveston, TX.

Ensayos con Anticuerpos. Sueros de ratdn se sometieron a ensayo en un ELISA indirecto para evaluar las
respuestas humorales contra EBOV-GP y RABV-G. El antigeno de GP para revestir placas de ELISA se obtuvo
recolectando sobrenadantes de células de neuroblastoma de ratdn transfectadas transitoriamente con plasmidos de
expresion que codifican los aminoacidos 33-632 del ectodominio de GP o una version truncada del ectodominio que
carece del dominio de mucina (aminoacidos 312-462). Los plasmidos (Lee et al, 2008a; Lee et al., 2008b) fueron
generosamente proporcionadas por el Dr. E. Ollmann Saphire, Scripps Research Institute, CA, EE.UU.). La
glicoproteina del RABV se purific6 como se describid previamente. Placas Maxisorb de noventa y seis pocillos
(Nunc) se revistieron durante la noche con 200 pl sobrenadante de cultivo celular o 200 ng de RABV-G purificado
por pocillo, se lavaron tres veces con PBST (PBS, Tween 20 al 0,05%) y después se bloquearon durante 2-3 horas
con PBST que contenia leche en polvo desnatada al 5%. Las placas se incubaron a continuacién con los sueros de
ensayo diluidos en la relacion 1:200 con PBST a 4°C. Al dia siguiente, las placas se lavaron tres veces con PBST y
por cada pocillo se afiadieron 200 pl IgG anti-ratén de cabra conjugada a HRP (dilucién 1:10.000). Dos horas mas
tarde, las placas se lavaron con PBST y se desarrollaron con sustrato de o-fenilendiamina SigmaFast. La reaccion
enzimatica se detuvo con H,SO4 3M y la absorcion se leyo a 490 nm.

Para determinar niveles de anticuerpos neutralizantes de virus contra RABV en sueros de ratones inmunizados, se
realizdé un ensayo rapido de inhibicién de focos fluorescentes (RFFIT). En sintesis, se afadié la cepa CVS-11 de
RABV, a una concentracion para lograr una MOI de 1 a 24 h post-infeccion en el control negativo, a diluciones en
serie triples de los sueros o la norma de la OMS en los medios libres de suero cellgro Complete (Mediatech) en
placas de 96 pocillos, y las mezclas se incubaron a 37°C durante 1h. Se retird el medio de las placas de 96 pocillos
de células de neuroblastoma de raton cultivadas en RPMI (Mediatech) suplementado con FBS al 10% (Atlanta
Biologicals) y penicilina/estreptomicina al 1%, y las mezclas se transfirieron a las placas de células. Después de 24 h
de incubacion a 37°C, las células fueron fijadas con acetona al 80% y fueron tefiidas con FITC anti-RV N (Fujirebio
Diagnostics Inc). Se determind el porcentaje de células infectadas por pocillo se calcularon unidades internacionales
(Uls) de anticuerpo en base a la norma de la OMS, en que la dilucion de la norma de la OMS, que resulta en una
TCIDsg para el virus de estimulacion es equivalente a 2 Uls de anticuerpos neutralizantes.

EJEMPLO 2. Generacion de vacunas del RABV que codifican GP de ZEBOV. El vector de vacuna BNSP RABV
(Fig. 3) se derivo de la cepa SAD B19 de la vacuna, que fue atenuada por el paso de cultivo de tejidos y que se ha
utilizado como una vacuna oral viva para la vida salvaje en Europa (Conzelmann et al., 1990; Vos et al., 1999; Vos et
al, 2002). La construccion fue disefiada para que contuviera una nueva secuencia sefial de la transcripcion de
parada y arranque RABV que esta flanqueada por sitios de restriccion BsiW1 y Nhel Unicos entre los genes de
nucleoproteina (N) y fosfoproteina (P) para la introduccién de genes extrafios (McGettigan et al., 2003b). Mientras
que BNSP es avirulento después de la administracion periférica en ratones, conserva la neurovirulencia después de
la inoculacion intracerebral (IC). Por lo tanto, se generé un derivado adicionalmente atenuado, BNSP333, que
contiene un cambio de Arg—Glu en el aminoacido 333 de la G de RABV (McGettigan et al., 2003b). La mutacion 333
ha demostrado atenuar en gran medida la neurovirulencia de vectores de vacuna del RABV previos en ratones
adultos, de modo que BNSP333 fue elegido como el virus parental para estos estudios.

Se generaron dos construcciones de BNSP333 que codifican la cepa Mayinga GP de ZEBOV (Fig. 3). BNSP333-GP
codifica GP de ZEBOV no modificada, mientras que BNSP333-GPgcp codifica el ectodominio y el dominio de
transmembrana de GP fusionado con el dominio citoplasmico de RABV G (GCD). La construccion GCD fue
generada para maximizar la probabilidad de que se produjera una incorporacion eficiente de GP en viriones, lo cual
es critico para potenciales vacunas inactivadas. Finalmente, se generaron dos construcciones adicionales mediante
la delecion del gen RABV G, BNSPAG-GP y BNSPAG-GPgcp. RABV G es responsable de la union y la entrada viral
y es un mediador critico de la neurovirulencia (Schnell et al., 2010). Por lo tanto, la delecion de G resulta en virus,
que estan seriamente restringidos en el crecimiento y requieren la recuperacion y propagacion en células BSR trans-
complementarias que expresan RABV G.

El virus infeccioso se recuperé facilmente mediante la transfeccién de cada una de las cuatro construcciones de
plasmido utilizando métodos estandares como se describié previamente (McGettigan et al, 2003b;. Schnell et al.,
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1994). Los rendimientos de virus para BNSP333-GP y BNSP333-GPgcp exceden de 10° FFU/mI, mientras que
BNSPAG-GP y BNSPAG-GPgcp alcanzaron concentraciones de virus de 108 FFU/mI, que se concentraron hasta 107
FFU/ml. Para evaluar el potencial de replicaciéon in vitro de los virus AG, la propagacion del virus se evalud
monitorizando el crecimiento en células BSR de tipo salvaje y células BSR frans-complementarias que expresan
RABV G. Las células fueron infectadas a una multiplicidad de infeccion de 0,01 con BNSPAG-GP y BNSPAG -
GPgcp. Después de dos dias de incubacion, las células se inmuno-tifieron para la expresion de RABV N (Fig. 4).
Como era de esperar, las células que expresan RABV G apoyaron la difusion eficiente del virus con numerosos
focos de células infectadas aparentes. En contraposicion, la infecciéon de células BSR no modificadas con BNSPAG-
GP o BNSPAG-GPgcp resulté en un patron diferente de replicacion. Especificamente, se encontré que estaban
infectadas células infectadas individuales o una célula vecina ocasional, lo que indica que estos virus estaban
restringidos en el crecimiento como se pretendia. Sin embargo, estos resultados indican una cierta propagacion del
virus con delecién de G, lo mas probablemente mediada por GP de ZEBOV.

EJEMPLO 3. Expresion de GP de ZEBOV por vacunas del RABV recombinantes.

Para analizar si la GP de ZEBOV se expresa de manera eficiente mediante vectores de RABV, células BSR se
infectaron con una MOI de 2-5 con BNSP333-GP, BNSP333-GPgcp Yy los virus con delecion de G BNSPAG-GP,
BNSPAG-GPgcp 0 BNSP333 como un control. Tal como se muestra en la Fig. 5A, BNSP333-GP, BNSP333-GPgcp y
el virus con delecion de G, BNSPAG-GP, expresaban una proteina del tamafio esperado de GP de ZEBOV tan
pronto como 24 horas después de la infeccion. Curiosamente, para los virus que contienen G la sefal para GP era lo
mas prominente después de 24 horas y disminuyd potencialmente a las 72 horas, indicando su eliminacion eficiente
con brotes de RABV a partir de la célula infectada. Este fendmeno no se detectd para el virus con delecion de G
BNSPAG-GP, en potencia debido a un crecimiento mas lento y una liberacion de particulas virales. En el caso de
BNSPAG-GPgcp los autores de la invencion detectaron sélo una sefial muy débil para la GP de longitud completa
después de 48h, pero se detecto otra banda especifica para GP prominente de aproximadamente 70 (kilodalton) kd.
Mientras que se desconoce para este virus en particular el motivo del fallo de la expresion de grandes cantidades de
GP que contienen G CD RABYV, el bajo nivel de expresion de GP se refleja en una respuesta inmune reducida de
esta construccion (véase mas adelante y la Fig. 7A), lo que indica que la cantidad de GP expresada de longitud
completa es critica para la proteccién contra la estimulacion del ZEBOV.

EJEMPLO 4. Incorporacion de ZEBOV en viriones del RABV formadores de brotes.

La utilizacién de viriones muertos (inactivados) para una vacuna dual del RABV/EBOV requiere la incorporacion de
G de RABV, asi como de GP de ZEBOV en viriones formadores de brotes. Para analizar la incorporaciéon de la
proteina GP de ZEBOV en viriones de RV, células BSR fueron infectadas con BNSP333, BNSP333-GP y BNSP333-
GPgcp y €l virus se aislo mediante filtracion de los sobrenadantes de las células infectadas, concentracion seguida
de purificacién sobre sacarosa al 20%. Las proteinas virales se separaron mediante SDS-PAGE y se detectaron por
tincion con azul de Coomassie (Fig. 5B). EI mismo patron de las proteinas del RABV se detectaron para los tres
virus recombinantes, pero no se detectd proteina adicional alguna del tamafio esperado para la GP de ZEBOV en
las particulas virales. La falta de deteccion de GP puede ser debida a niveles de incorporacion mas bajos o a que
GP discurre como una banda mas difusa que las otras proteinas de RV debido a su fuerte glicosilacion. Sin
embargo, el analisis de los viriones recombinantes por transferencia Western con suero de un mono rhesus
infectado con el ZEBOV detecté GP de ZEBOV en particulas tanto de BNSP333-gp como de BNSP333-GPgcp,
mientras que no se detectd sefial alguna para el RABV control (BNSP333). No se detectaron diferencias en la
cantidad de GP incorporada, indicando que no habia ventajas del CD RV para la incorporacion de GP de ZEBOV.

La incorporacion de GP en viriones de RABV también se evalué por microscopia electronica (Fig. 5C). Células BSR
se infectaron con BNSP333, BNSP333-GP y BNSP333-GPgcp y se analizaron por microscopia electrénica doble
marcado de inmuno-oro con G anti-RABV (15 nm particulas de oro) y GP anti-ZEBOV (5 nm). Viriones BNSP333
mostraron estructuras caracteristicas en forma de bala y sélo se marcaron mediante G anti-RABV como era de
esperar. También se encontré que tanto los viriones BNSP333-GP como BNSP333-GPscp poseian una forma de
bala similar. Ademas, se encontré que cada uno de los virus reaccionaba con G anti-RABV G y GP anti-ZEBOV.
Estos resultados confirman, ademas, que la GP se incorpora en el virion de RABV y este evento no es dependiente
de la presencia de la GCD, lo que indica que los viriones inactivados pueden servir como antigenos eficaces para la
induccion de inmunidad a GP.

EJEMPLO 5. Patogenicidad de vacunas del RABV que expresan GP de ZEBOV en ratones.

BNSP333, el padre de los virus descritos en esta memoria, es avirulento después de la inoculacion periférica e IC de
ratones adultos (McGettigan et al., 2003b). Para determinar si la expresion de GP de ZEBOV dio lugar a fenotipos de
virulencia alterada en ratones, los autores de la invencion evaluaron la patogenicidad después de inoculacién por
multiples vias (Fig. 6). A grupos de ratones adultos se les inyectaron 1x10° a 1x10° FFU de los virus indicados por
via intramuscular (IM), intranasal (IN) o intraperitoneal (IP). Los ratones fueron monitorizados diariamente durante
cuatro a seis semanas en cuanto a cualesquiera signos clinicos o indicios de morbilidad. Ademas, los ratones fueron
pesados periédicamente para evaluar el estado de salud general. Ningun ratén inoculado con BNSP333-GP,
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BNSP333-GPgcp, BNSPAG-GP 0 BNSPAG-GPgcp desarrollé signos clinicos que indicaran que la expresion de GP
de ZEBOV no dio lugar a ninguna virulencia viral inesperada. Ademas de ello, el analisis del porcentaje medio de
cambio en el peso no mostré diferencias entre los grupos de ratones inoculados con vehiculo, BNSP, BNSP-333 o
los virus que expresan GP (Fig. 6).

La neurovirulencia también fue evaluada por los candidatos de vacuna por inyeccién IC a ratones lactantes
altamente susceptibles. Ratones lactantes de cinco dias de edad fueron inoculados con diluciones en serie de
BNSP, BNSP-333, BNSP333-GP y BNSP333-GPgcp y fueron monitorizados para detectar signos de encefalitis
durante 21 dias. Como era de esperar, BNSP y BNSP-333 fueron letales ya que conservan una neurovirulencia, y
BNSP333-GP y BNSP333-GPgcp comparian un nivel similar de virulencia. En contraposicion con estas
observaciones, la inoculacion IC con BNSPAG-GP o BNSPAG-GPgscp con la dosis mas alta posible, 6x10* FFU, dio
lugar a signos clinicos o letalidad. Estos resultados indican que la restriccion del crecimiento in vitro observada para
los virus AG atenuar en gran medida la neurovirulencia, indicando que tendran un perfil de seguridad incrementado
frente a la vacuna del RABV parental, BNSP-333.

EJEMPLO 6. Vacunas del RABV gue expresan GP de ZEBOV inducen inmunidad humoral a RABV y ZEBOV
en ratones.

Para analizar la inmunogenicidad de los candidatos de vacunas que expresan GP, grupos de diez ratones fueron
inmunizados IM con vehiculo o 5x10° FFU de BNSP, BNSP333, BNSP333-GP, BNSP333-GPgcp, BNSPAG-GP o
BNSPAG-GPgcp. Ademas, se examind la inmunogenicidad de las preparaciones de virus inactivados, generadas por
los métodos utilizados para producir la vacuna inactivada del RABV humana actual. Especificamente, la inactivacion
de virus se realizd6 mediante el tratamiento de reservas de virus con beta-propiolactona 1:2000 durante la noche a
4°C, seguido de 30 min de incubacion a 37°C. Grupos de diez ratones fueron inmunizados con 10 ug de BNSP333-
GP o0 BNSP333-GPgcp inactivada el dia 0 (1 dosis) o los dias 0 y 14 (2 dosis). El dia 30 post-inmunizacion, el suero
se aislo a partir de ratones inmunizados y la inmunidad humoral se evalu6 mediante ELISAs para G de RABV y GP
de ZEBOV. Los resultados en la Fig. 7A, 7C y 7B, 7D (experimentos independientes de diez ratones, cada uno de
los cuales fue mas tarde estimulado con RABV o MA-EBOV) indican que BNSP333-GP, BNSP333-GPgcp,
BNSPAG-GP inducian anticuerpos especificos para GP de ZEBOV, mientras que las respuestas inmunes mas
fuertes se detectaron en sueros de ratones inmunizados con las particulas de RABV muertos que contienen GP.
BNSPAG-GPgcp parecia inducir una respuesta de anticuerpos especifica para GP ligeramente mas débil, segun se
mide por ELISA. Curiosamente, las diferencias detectadas para las respuestas humorales especificas para G de
RABV mediante ELISA eran menos pronunciadas, pero de nuevo un poco mas altas para las vacunas muertas (Fig.
7C). Los sueros de ratones inmunizados con los virus anteriores contenian anticuerpos neutralizantes de RABV en
el intervalo de 5-45 Ul, indicando que la respuesta de anticuerpos especifica para GP no interferia en el desarrollo
de inmunidad a G de RABYV (Fig. 9).

EJEMPLO 7. Vacunas del RABV que expresan GP de ZEBOV confieren proteccion frente a la estimulacion de
RABV y ZEBOV.

En base a la fuerte inmunogenicidad inducida contra G de RABV y GP de ZEBOV, los autores de la invencion
examinaron seguidamente la capacidad de inmunizacién para conferir proteccion contra la estimulacion de RABV
virulento y EBOV adaptado a raton (MA-EBOV) (Fig. 8). Los grupos de ratones resefiados en la Fig. 7 fueron
estimulados IP con 1.000 PFU de MA-EBOV el dia 77 después de la inmunizacién o con la cepa CVS-N2c del virus
RABYV altamente virulenta el dia 50 después de la inmunizacién. Todos los ratones fueron pesados y monitorizados
periddicamente para detectar signos clinicos e indicios de morbilidad durante 21 dias.

Nueve de cada diez ratones inmunizados con vehiculo e inmunizados con BNSP333-sucumbieron a la infeccion letal
por MA-EBOV. Una proteccion completa frente a la letalidad por MA-EBOV fue conferida por la inmunizacién con
BNSPAG-GP, INAC-BNSP333-GP (2 dosis), INAC-BNSP333- GPgcp (1 dosis) e INAC-BNSP333-GPgcp (2 dosis).
Ademas, BNSP333-GP, BNSP333-GPgcp € INAC-BNSP333-GP (1 dosis) conferian una proteccion del 80%.
BNSPAG-GPgcp que confirié el nivel mas bajo de proteccion aun inducia un 30% de supervivencia. Como se indico
anteriormente, este virus expresaba solo cantidades muy bajas de GP (Fig. 3A) y tenia una débil respuesta segun se
detectod por ELISA especifico para GP de ZEBOV (Figs. 7 A'y 7B). Por lo tanto, el nivel mas bajo de la proteccion no
fue inesperado y se correlaciona con los datos de inmunogenicidad. El analisis de la pérdida de peso después de la
estimulacion con MA-EBOV, que es un indicador adicional de la eficacia de la vacuna, indica que las vacunas
inactivadas fomentaban una resistencia mas fuerte a EBOV ya que la pérdida de peso era minima en el curso de la
estimulacion; particularmente para INAC-BNSP333-GPgcp (Fig. 10). Los autores de la invencion analizaron también
las respuestas de anticuerpos especificas para la GP de ZEBOV mediante ELISA después de la estimulaciéon de
MA-EBOV (Fig. 7B). Como era de esperar, los anticuerpos especificos para GP aumentaron después de la
estimulacion en todos los ratones supervivientes. Curiosamente, los aumentos fueron mas prominentes en los
grupos vacunados con virus vivos, que antes habian tenido las respuestas mas bajas, indicando que los altos
niveles de anticuerpos especificos para GP en ratones inmunizados con los viriones muertos restringen
enormemente la replicacion de ZEBOV.
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Los resultados de la estimulacién con RABV virulento eran igualmente prometedores. Siete de nueve preparaciones
de vacuna confieren una proteccion del 100% (Fig. 8) e INAC-BNSP333- GP (2 dosis) conferia un 90% de
proteccion. BNSP333-GP conferia un 60% de proteccion. Cabe sefialar que la estimulacion con 5x10° ffu de CVS-
N2c de RABV es un modelo muy riguroso. Analisis de anticuerpos especificos para G de RABV después de la
estimulacion del RABV indicé un aumento limitado de los niveles. Tomados en conjunto, estos estudios demuestran
que candidatos de vacunas vivas e inactivadas confieren una proteccion completa o sustancial contra el MA-EBOV
letal y la estimulacion del RABV y el mecanismo de proteccion parecen depender en gran medida de los anticuerpos
dirigidos contra GP de EBOV o G de RABV, respectivamente.

DISCUSION DE LOS EJEMPLOS 1-7

Se han construido diversas vacunas del RABV vivas y muertas que expresan GP de ZEBOV y se ha comparado su
expresion de GP, seguridad, inmunogenicidad y eficacia protectora en ratones. Los resultados indican que GP de
ZEBOV es expresada de manera eficiente por vectores de RABV en presencia o ausencia de G de RABV. Ademas,
GP se incorpora en viriones de RABV y esta incorporacion no es dependiente ni es aparentemente mejorada por la
adicién de RABV GCD a GP. Estos resultados son algo sorprendentes, porque se propuso que proteinas extrafias
requieren la adicion de la GCD para la incorporacion del RABV (Mebatsion y Conzelmann, 1996;. Mebatsion et al,
1997). Sin embargo, Siler et al. han demostrado que el CD de CD4 fomenté la incorporacion eficiente de HCV E2 en
viriones de RABV (Siler et al., 2002). Sin embargo, la incorporacion con éxito de GP en particulas de RABV permite
el uso de viriones inactivados como un medio para vacunar contra ZEBOV. También indica que virus BNSPAG-GP
tendrian la capacidad de una propagacion limitada del virus mediada por GP en ausencia de G de RABYV, lo cual fue
confirmado por los resultados in vitro de los autores de la invencién, aunque los virus AG eran completamente
avirulentos después de la estimulacién IC de ratones.

Para determinar inicialmente la inmunogenicidad de los candidatos de vacunas del EBOV/RABYV de los autores de la
invencion, se examind la inmunidad humoral contra GP. De manera algo sorprendente, las preparaciones de
vacunas inactivadas indujeron consistentemente niveles mas altos de anticuerpos especificos para GP, segun se
mide por ELISA cuando se compara con las vacunas de virus vivos.

BNSP333-GP, BNSP333-GPgcp y BNSPAG-GP indujeron respuestas de anticuerpos bajas, pero detectables,
mientras que BNSPAG-GPgcp indujo niveles de anticuerpos mas débiles. En contraposicion, INAC-BNSP333-GP e
INAC-BNSP333-GPgcp indujeron altos niveles de anticuerpos mediante una sola vacunacién que podria ser
reforzada eficazmente con una segunda vacunacion. La presencia de GCD parecia conferir una ligera mejora en la
induccion de los niveles de anticuerpos en las preparaciones de vacuna muerta. Es importante destacar que los
niveles de anticuerpos pre-estimulacion en ratones inmunizados con vacunas inactivadas eran similares en
comparacion con el nivel observado después de la estimulacion para el ratén inmunizado con vehiculo solo que
sobrevivio la estimulacion con MA-EBOV. No esta claro por qué las vacunas inactivadas inducen niveles mas altos
de anticuerpos frente a GP en comparacion con virus vivo. Una explicacion podria ser que la carga antigénica es
mayor en las vacunas muertas, y que las vacunas vivas estan tan atenuadas periféricamente que su replicacion
resulta en una pequefia carga antigénica adicional. Alternativamente, G de RABV puede ser expresado
anteriormente en los virus que contienen G y puede interferir con la respuesta de anticuerpos a GP. Esta ultima
explicacion se sustenta en el hecho de que para la respuesta inmune especifica para G de RABV no se detectaron
diferencias tan grandes como las que se ven por las respuestas humorales anti-GP (Figs. 7C y 7D). Se justifica un
examen adicional de la respuesta inmune a estos candidatos de vacunas muertas y vivas.

Aunque la inmunidad humoral cuando se mide por ELISA especifico para GP parecia ser baja para los candidatos
de vacunas vivas, cada uno conferia una proteccién contra MA-EBOV que parecia correlacionarse con los niveles de
anticuerpos. BNSP333-GP, BNSP333-GPgcp y BNSPAG-GP inducian un 80-100% de proteccidon, mientras que
BNSPAG-GPgcp, que inducia niveles de anticuerpos mas débiles, confirid un 30% de proteccion, lo que sugiere que
puede existir un mediador o mediadores adicionales de proteccion. Cabe sefalar que éstos eran inmunizaciones
individuales seguidas de estimulacion con MA-EBOV el dia 77, de modo que el modelo de proteccion era riguroso y
probablemente implicaba anticuerpos especificos para GP y una respuesta inmune de memoria dependiente de
células T, segun se reflejaba en el aumento de anticuerpos contra GP después de la estimulacién (Fig. 3B). Las
vacunas inactivadas también conferian una proteccion completa o del 80% frente a MA-EBOV. Dos indicios sugieren
que las vacunas inactivadas conferian un mayor nivel de proteccion frente a MA-EBOV. En primer lugar, ratones
inmunizados con vacuna inactivada tenian un menor aumento relativo en anticuerpos especificos para GP después
de la estimulacion con MA-EBOV cuando se compara con ratones inmunizados mediante vacunas vivas. En
segundo lugar, la vacunacion con vacunas inactivadas, particularmente BNSP333-GPgcp, parece resultar en una
menor pérdida de peso después de la estimulacion con MA-EBOV que se cree que es un signo de inmunidad
protectora fuerte.

Casi todas las vacunas también indujeron una proteccion completa frente a la estimulacion con RABV virulento y, de
manera similar, los resultados del ELISA se correlacionan con el nivel observado de proteccion. Curiosamente, tanto
BNSPAG-GP como BNSPAG-GPgcp indujeron fuertes niveles de anticuerpos especificos para G y una proteccion
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frente a la estimulacién con RABV que es presumiblemente mediada por la G presente en los viriones suministrados
por la linea de células trans-complementaria.

Al igual que con todas las vacunas y particularmente vacunas de virus vivos, la demostracion de la seguridad y la
atenuacion es primordial. Los resultados en los Ejemplos anteriores indican que la administracion periférica de
BNSP333-GP, BNSP333-GPgcp, BNSPAG-GP y BNSPAG-GPgcp a mas de 190 ratones resultd en ninguna
morbilidad ni signos clinicos aparentes que demuestran que estos virus conservan un fenotipo de atenuacion. Es
importante sefialar que mientras que la cepa Mayinga de ZEBOV, la fuente de GP para los virus RV/EBOV de los
autores de la invencion, es avirulento en ratones y requeria el paso y la adaptacion genética para producir MA-
EBOV, las mutaciones responsables de la virulencia en ratones fueron localizados en la proteina viral 24 y la
nucleoproteina de EBOV (Ebihara et al., 2006). Por lo tanto, la secuencia de GP utilizada en las vacunas estudiadas
aqui tiene la capacidad de mediar en la enfermedad en ratones, indicando que los ratones son una especie
adecuada para evaluar la patogenicidad de los candidatos de vacunas de RV/EBOV. De manera similar al virus
parental BNSP333, BNSP333-GP y BNSP333-GPscp conservaban neurovirulencia en ratones lactantes después de
inoculacién IC aunque no habia sefiales de una mayor neurovirulencia mediada por la expresion de GP de ZEBOV.
Este nivel de neurovirulencia puede impedir el uso de estas vacunas vivas en seres humanos en base a la
experiencia con vacunas de virus vivos anteriores para virus neurovirulentos. Por el contrario, BNSPAG-GP y
BNSPAG-GPgcp eran avirulentos después de inoculacion IC y al menos 6.000 veces menos neurovirulentos de
BNSP333 medida por DLsg. Como tal, BNSPAG-GP que conferia una proteccion del 100% frente a la estimulacion
con RABV y EBOV puede justificar la consideracion para su uso en seres humanos después de un mayor estudio de
su atenuacion e inmunogenicidad.

Mientras que las vacunas vivas descritas en esta memoria tienen potencial para su uso en seres humanos, la via
mas expedita para obtener la licencia y utilizacion de una vacuna del RV/EBOV seria buscar candidatos de vacunas
inactivadas. RABV inactivado por beta-propiolactona se ha utilizado para vacunar a seres humanos desde 1978 y
tiene un excelente historial de seguridad (Plotkin, 1980). Los virus RABV/EBOV descritos en esta memoria fueron
inactivados por el mismo método que la vacuna humana actual y se encontré que eran fuertemente inmunogénicos y
protectores después de la inmunizacion con una dosis Unica de 10 pg. La vacuna humana actual se administra sin
adyuvante en un régimen de tres dosis comprimidas (dias 0, 7 y 21-28). Dos vacunas inactivadas del RABV se
utilizan actualmente en los EE.UU., que son fabricadas por Novartis Vaccines and Diagnostics (Marburg, Alemania)
o Sanofi Pasteur (Lyon, Francia) y varios fabricantes adicionales sirven para otros mercados. En base a la
replicacion eficiente del BNSP333-GP y BNSP333-GPgcp en cultivo de tejidos y el proceso de fabricacion existente y
la capacidad de las vacunas del RABV, la produccion de RABV/EBOV inactivados pareceria ser factible y
potencialmente mas simplificada que algunos candidatos de vacunas del EBOV existentes (Geisbert et al., 2010).
Ademas, la combinacion de una vacuna de biodefensa deseada (EBOV) con incentivo econdémico limitado para el
desarrollo debido a limitado potencial de mercado con una vacuna aprobada y financieramente viable tal como la
vacuna del RABV es un factor unico y potencialmente importante en la comercializacién de una vacuna del EBOV.
Es importante sefialar que una vacuna inactivada del RABV/EBOV ofreceria una clara ventaja para uso en Africa
frente a candidatos de vacunas del EBOV existentes, ya que proporcionaria proteccion frente a dos enfermedades.
La Organizacién Mundial de la Salud resefia 24.000 muertes estimadas al afio en Africa por el RABV y se cree que
este nimero es una subestimacion considerable (Cleaveland et al., 2002;. Knobel et al, 2002; Schnell et al., 2010).
Por lo tanto, el uso de las vacunas bivalentes descritas en esta memoria ofreceria un mayor retorno de la inversion
en la salud publica.

Una segunda aplicacion interesante de estas vacunas del EBOV vectorizadas con RV seria su desarrollo para su
uso en poblaciones NHP amenazadas, que son muy susceptibles a los brotes letales del EBOV. La investigacion de
campo en la ultima década ha indicado que los brotes letales del EBOV han afectado al chimpancé y en particular a
poblaciones de gorilas occidentales en Gabdn y la Republica Democratica del Congo (Bermejo et al, 2006; Le Gouar
et al, 2009;. Leroy et al, 2004; Vogel, 2006, 2007). De hecho, se ha sugerido que el EBOV esta contribuyendo a la
situacion de peligro del gorila occidental y que es necesaria la vacunacion para proteger a las poblaciones NHP
endémicas (Vogel, 2007). Con el historia de éxito de la vacunaciéon de la vida salvaje contra RV usando cebos
dispersos que contienen la cepa de la vacuna SAD B19 (virus parental de las vacunas del RV/EBOV descritas en
esta memoria), se podria considerar el uso de vacunas del RV/EBOV vivas atenuadas de manera similar para la
proteccién de NHPs en Africa frente al EBOV. De sefialar, SAD B 19 era segura después de una sola aplicacién oral
de 1,5x108 FFU en 10 chimpancés de edades de 3,5-8 afios (Anon, 1993). La restriccion del crecimiento,
disminucion de la neurovirulencia, y eficacia protectora de BNSPAG-GP sugieren que puede ser un candidato
principal para la vacunacion de la vida salvaje y puede ofrecer un mayor nivel de seguridad por encima de la vacuna
SAD B19. La seguridad, la estabilidad y eficacia de una vacuna del RV/EBOV requeririan un estudio exhaustivo en
las especies NHP objetivo y en otros animales que pudieran topar con los cebos de vacunas. Sin embargo, la
introduccion de la vacuna SAD B19 RV en Europa y dispersion segura de mas de 70 millones de cebos de vacunas
desde la década de los afios 1980 proporcionan un marco para esta tarea. Vacunas de RV/EBOV inactivadas
también podrian ser consideradas para su uso en NHPs endémicos y, de nuevo, tendrian menos problemas de
seguridad, pero el logro de una cobertura amplia a los animales dispersos ampliamente seria un desafio. No
obstante, si las autoridades de conservacién determinan que la vacunacion de NHPs contra el EBOV es una accién
necesaria y se proporcionan los recursos apropiados; se podrian superar los obstaculos para el uso de vacunas
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vivas o muertas. Ademas de la proteccién de los NHPs amenazados, la vacunacion de poblaciones endémicas de
NHPs también puede ofrecer un beneficio critico adicional a los seres humanos. La interaccién de los seres
humanos y NHPs infectados se ha asociado con la transmisién de EBOV a los seres humanos y el inicio de brotes
posteriores, de manera que la prevencion de la enfermedad en NHPs también puede servir para limitar la
transmision del EBOV en la poblacién humana.

Los Ejemplos descritos en esta memoria demuestran la utilidad y el potencial de la plataforma de vector de vacuna
del RV para el desarrollo de vacunas vivas y muertas contra el ZEBOV y potencialmente otros virus de la fiebre
hemorragica o agentes de biodefensa. Actualmente, la inmunogenicidad y la eficacia protectora de las vacunas del
RV/EBOV requieren un examen en NHPs para determinar si estas vacunas merecen evaluaciéon en los seres
humanos. La investigacion adicional en ratones o NHPs se justifica en el papel de la inmunidad humoral y celular en
la proteccion por parte de los distintos candidatos de vacunas para comprender las diferencias en la induccion de
inmunidad mediante vacunas competentes para la replicacion, deficiente en la replicacion y se correlaciona con la
inmunidad frente al EBOV. Finalmente, los candidatos de vacuna RV codifican GP de especies del EBOV
adicionales y se generaran virus de la fiebre hemorragica potencialmente adicionales para producir una vacuna
multivalente, de proteccion cruzada.

EJEMPLO 8. Virus de la vacuna del RABV gue expresan GP de ZEBOV replican a altos titulos de virus en
cultivo celular.

Una replicacién robusta en cultivo celular apropiado es critica para el desarrollo de una estrategia de vacunacion
rentable. Se evalud la replicacion de los virus RABV que expresan GP en células Vero (Figura 11 A) que son una
linea celular actualmente en uso para la produccion de vacunas humanas. A una MOI de 5, BNSP333-GP y
BNSP333-GPgcp alcanzaron titulos de virus de 8,0 y 7,6 log10FFU/mI, respectivamente, a los cinco dias post-
infeccion. Es importante destacar que la expresion de GP de ZEBOV no parece disminuir la produccion de virus
cuando los virus vectorizados se comparan con los niveles alcanzados por los virus RABV control, BNSP y
BNSP333. Estos resultados demuestran que los virus RABV que expresan GP replican a niveles adecuados para la
consideracion de la produccion de vacunas con poco esfuerzo en la optimizacion.

Los autores de la invencion también evaluaron la replicacion de los virus con delecion de G (BNSPAG-GP vy
BNSPAG-GPgcp) en células Vero (A) y células BSR-G (B), un derivado de células BHK que expresa G de RABV.
Como era de esperar, debido a su disefio como virus deficientes en la replicaciéon, BNSPAG-GP y BNSPAG-GPgcp
no se replican en células Vero debido a su falta de expresion de G de RABV G (Figura 11A). En contraposicion,
BNSPAG-GP y BNSPAG-GPgcp alcanzan titulos de virus de 7,4 y 7,0 log10FFU/ml, respectivamente, en células que
expresan G de RABV (Figura 11B).

En resumen, estos resultados indican que cada uno de los candidatos de vacunas descrito en esta memoria se
replica de manera eficiente en cultivo celular con poco esfuerzo en la optimizaciéon hasta el momento. Como tal, el
enfoque vectorizado de vacuna del RABV para el desarrollo de una vacuna de filovirus puede tener ventajas de
costes en comparacion con las tecnologias competidoras.

EJEMPLO 9. Virus de la vacuna del RABV que expresan GP de ZEBOV son avirulentos tras la administracion
intracerebral a ratones adultos.

El RABV recombinante, BNSP, conserva la neurovirulencia tras la infeccién intracerebral (i.c.) de ratones adultos.
BNSP333, el virus parental de los virus de la vacuna que expresan GP, se atenda cuando se administra mediante
inyeccion i.c. Los autores de la invencién han tratado de determinar si la expresion de GP de ZEBOV por parte de
BNSP333 modificaria la neurovirulencia. A grupos de ocho ratones de cuatro semanas de edad se les inyectaron i.c.
1x10° FFU de virus de la vacuna del RABV que expresan GP o el virus con delecién de G, BNSPAG-GP, y se les
monitorizd diariamente en cuanto a la supervivencia y se les peso periddicamente como una medida de la salud
general. Como era de esperar, BNSP era rapidamente letal tras inyeccion i.c., sucumbiendo el 100% de los ratones
el dia 10 (Figura 12A). En contraposicion, el 100% de los ratones inoculados con BNSP333, BNSP333-GP vy
BNSP333-GPgcp, y BNSPAG-GP sobrevivid a la infeccidn, y no habia evidencia de pérdida de peso en estos grupos
(Figuras 12A y 12B). Estos resultados indican que en un modelo altamente susceptible de neurovirulencia, los
candidatos de vacunas de RABV-GP de los autores de la invencién son completamente avirulentas, lo que
demuestra aun mas su atenuacion y seguridad.

EJEMPLO 10. Virus de la vacuna del RABV que expresan GP de ZEBOV no tienen una capacidad de
neuroinvasién incrementada en ratones inmunodeficientes.

Los resultados obtenidos por los autores de la invencion indicaron que la inyeccion periférica de virus de la vacuna
del RABV que expresan GP (con o sin G de RABV) por via intramuscular (i.m.), intranasal (i.n.) o intraperitoneal (i.p.)
en ratones inmuno-competentes no dio lugar a morbilidad o morbidez. A continuacion se traté de determinar el perfil
de seguridad de los candidatos de vacunas de los autores de la invencién en la administracion periférica de ratones
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inmunodeficientes ICR-SCID (Figura 13). A grupos de ocho ratones ICR-SCID de 4-6 semanas de edad se les
inyectaron i.m. en la pata trasera vehiculo o 1x10® FFU de BNSP, BNSP333, BNSP333-GP, BNSP333-GPgcp 0
BNSPAG-GP. Los ratones se controlaron diariamente en cuanto a signos de infeccién y supervivencia durante 84
dias. Los resultados indicaron que 2 de 8 y 1 de 8 ratones infectados con BNSP y BNSP333 sucumbieron a la
infeccion, respectivamente. De manera similar, 1 de 8 ratones a los que se inyecté BNSP333-GP sucumbié a la
infeccion. Ningun raton en los grupos vehiculo, BNSP333-GPgcp 0 BNSPAG-GP sucumbié a la infeccion. Estos
resultados indican que la expresion de GP no aumenta la virulencia del vector de vacuna del RABV parental en los
ratones sin una inmunidad adaptativa funcional, lo cual es un indicio adicional de la seguridad de estos candidatos
de vacunas.

EJEMPLO 11. Un virus de la vacuna del RABV gue expresa GP de ZEBOV con una delecién en el gen RABV
G tiene una replicacién reducida en cerebro de ratén lactante.

El analisis de neurovirulencia en cerebro de ratén lactante realizado por los autores de la invencién indico, como era
de esperar, que BNSP y BNSP333 eran letales tras inyeccion i.c. de ratones lactantes. BNSP333-GP y BNSP333-
GPgcp conservaban una neurovirulencia y también eran letales. Por el contrario, BNSPAG-GP era avirulento
cuando se inyectaba i.c. con la dosis mas alta disponible de hasta 6x10* FFU. A continuacion trataron de determinar
la carga viral de sus candidatos de vacunas, particularmente BNSPAG-GP, en ratones lactantes inyectados por la
via i.c. Era de interés determinar si el virus deficiente en la replicaciéon tenia la capacidad de replicar incluso a un
nivel reducido. Con este fin, ratones Swiss Webster de cinco dias de edad fueron inoculados i.c. con 1x10° FFU de
BNSP, BNSP333, BNSP333-GP, BNSP333-GPgcp 0 BNSPAG-GP (Figura 14). Los dias 1, 3, 5,6, 7,9, 14y 21 se
sacrificaron tres ratones supervivientes por grupo, se generaron homogeneizados de cerebro, y se produjo ADNc
viral (kit de sintesis de ADNc de alta fidelidad Transcriptor, Roche). El nivel de ARN gendmico viral se determind
mediante un ensayo de PCR cuantitativa que fij6 como objetivo la nucleoproteina de RABV (kit de sonda qPCR
DyNAmo, Thermo Scientific). La carga viral mas elevada era en el grupo BNSP, como se esperaba, alcanzando un
maximo en casi 10,0 equivalentes genémicos Logi/ug de ARN total. El pico de la carga viral de BNSP333,
BNSP333-GP y BNSP333-GPgcp estaba aproximadamente 10 veces reducido y retardado en comparacion con
BNSP. Como era de esperar, ningun raton al que se inyectd estos virus sobrevivio pasado el dia 9. En
contraposicion, ratones a los que se inyect6 BNSPAG-GP sobrevivieron al final del estudio y alcanzaron un pico de
carga viral en el cerebro el dia 9 de aproximadamente 7,0 equivalentes gendmicos Log1o/ug de ARN total que esta
aproximadamente 1.000 veces reducido de los niveles observados para BNSP. Estos resultados indican que aunque
BNSPAG-GP es avirulento tras inyeccion i.c. de ratones lactantes, no conservan al menos alguna capacidad para
replicar y persiste hasta al menos el dia 21.

EJEMPLO 12.Virus de la vacuna del RABV inactivados que expresan GP de ZEBOV se pueden combinar con
una vacuna adicional del RABV recombinante para inducir una respuesta de anticuerpo multivalente.

Los autores de la invencién han demostrado de manera concluyente que los virus de la vacuna del RABV que
expresan GP inducen eficazmente respuestas bivalentes de anticuerpos especificas para RABV y especificas para
GP de ZEBOV. A continuacion, trataron de determinar si la co-administracion con una vacuna vectorizada del RABV
adicional daria lugar a la induccién de una respuesta de anticuerpos multivalente contra tres antigenos de la vacuna.
Como prueba de experimento basico utilizaron una vacuna vectorizada del RABV inactivada, previamente resefiada,
que expresa un fragmento de la neurotoxina botulinica A (BoNT), denominada HC50E30 (Mustafa et al., Vaccine
29:2011 pag. 4638) para co-administrar con el virus del RABYV inactivado de los autores de la invencion que expresa
GP de ZEBOV para determinar si podrian inducirse las respuestas de anticuerpos multivalentes contra G de RABV,
BoNT y GP de ZEBOV. Las vacunas utilizadas en este experimento son BNSP333-GPgcp inactivado, marcado como
INAC-GPgcp y SPBN-HC50E30 SPBN inactivado, marcado como INAC-HC50 (Figuras 15A-15C).

Grupos de cinco ratones fueron inmunizados i.m. una vez (dia 0) o dos veces (dias 0 y 14) con 10 ug de vehiculo o
el virus indicado o 20 pg de las administraciones combinadas (10 pg cada uno de los virus). El dia 42, todos los
ratones fueron sangrados y diluciones de suero se sometieron a ensayo mediante ELISA contra (Figura 15A) G de
RABV; (Figura 15B) BoNT HC50 y (Figura 15C) GP de ZEBOV. Como se indica en la Figura 15A, cada una de las
estrategias de vacunacion inducia fuertes respuestas de anticuerpos contra G de RABV como era de esperar, ya
que G de RABV estaba presente en cada uno de los inmundégenos. Una sola dosis o dos dosis de INAC-HC50
inducian anticuerpos especificos contra BoNT y curiosamente la administracion combinada con INAC-GPgcp resultd
en una respuesta especifica para BoNT mas fuerte (Figura 15B). Finalmente, el analisis de la respuesta de
anticuerpos especificos contra GP de ZEBOV indicaba que la inmunizacién sola o reforzada con INAC-GPgcp
inducia una fuerte inmunidad, como era de esperar (Figura 15C). Es importante destacar que la co-administracion de
INAC-GPgcp e INAC-HC50 inducia niveles de anticuerpos que eran casi idénticos a la inmunizacién con INAC-
GPgcp. Estos resultados indican que mediante esta estrategia de vacunacion se puede inducir una potente
respuesta multivalente. La co- inmunizacion con tres antigenos, RABV G, BoNT y GP de ZEBOV no dio lugar a
disminucion alguna de la respuesta de anticuerpos contra cada uno de los inmunoégenos individuales. Considerando
que la estrategia de inmunizacion efectiva contra los filovirus médicamente relevantes probablemente requerira una
vacunacion multivalente, esta prueba de experimento basico, que indica la induccién de una inmunidad multivalente,
apoya aun mas el mérito de la estrategia de vacunacion de los autores de la invencion.
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EJEMPLO 13.Virus de la vacuna del RABV que expresan GP de ZEBOV pueden inducir anticuerpos
especificos para GP en ratones que tienen inmunidad pre-existente a RABV.

Existe la posibilidad de que algunos miembros de la poblacién objetivo de una vacuna contra el Ebola tales como los
trabajadores de laboratorio o socorristas puedan ser vacunados previamente con la vacuna del RABV aprobada
actualmente y, por lo tanto, tienen una inmunidad preexistente frente al RABV. Esta inmunidad preexistente podria
interferir con la induccion de la respuesta inmune especifica para GP de ZEBOV después de la inmunizacion con la
vacuna GP vectorizada del RABV. Por lo tanto, los autores de la invencion han tratado de determinar en el modelo
de ratdn si la vacunacion previa con vacuna del RABV inhibiria la induccién de anticuerpos especificos para GP
(Figuras 16A-16C). Grupos de cinco ratones fueron inmunizados una vez el dia 0 con vehiculo, 10 uyg de SPBN-
HC50E30 inactivado o 10 ug de BNSP333-GPgcp inactivado. Un cuarto grupo fue inmunizado con 10 ug de SPBN-
HC50E30 inactivado el dia 0 seguido de 10 ug de BNSP333-GPgcp inactivado el dia 28. Al menos cuatro semanas
después de la inmunizacion, el suero de cada uno de los grupos se sometid a ensayo mediante ELISA contra
(Figura 16A) G de RABV; (Figura 16B) BoNT HC50 y (Figura 16C) GP de ZEBOV. Como era de esperar, cada una
de las estrategias de vacunacion inducia fuertes respuestas de anticuerpos contra G de RABV (Figura 16 A) y la
vacunacion con INAC-SPBN-HC50 o INAC-SPBN-HC50, seguida por INAC-BNSP333-GPgcp, inducia potentes
anticuerpos especificos contra BoNT (Figura 16B). Curiosamente, la vacunacién con INAC-BNSP333-GPgcp 0
INAC-SPBN-HC50, seguida por INAC-BNSP333-GPgcp, inducia niveles similares de anticuerpos especificos contra
GP (Figura 16C). Estos resultados indican que la inmunizacion con INAC-BNSP333-GPgcp puede inducir
anticuerpos especificos contra GP en presencia de inmunidad RABV pre-existente. Se confirmé la presencia de una
potente respuesta de anticuerpos especificos contra G de RABV el dia 28 antes de la inmunizacién con INAC-
BNSP333-GPgcp (datos no mostrados). La capacidad para inmunizar eficazmente ratones en presencia de
anticuerpos especificos contra G de RABYV indica que la estrategia de vacunacion de los autores de la invencion
sera eficaz en seres humanos previamente vacunados contra el RABV y que el refuerzo con diversas vacunas
vectorizadas del RABV tendra éxito.

EJEMPLO 14.Virus de la vacuna del RABV vivos e inactivados que expresan GP de ZEBOV inducen
respuestas de células T especificas para GP de ZEBOV primarias y de memoria.

Los autores de la invencion han demostrado que tanto las vacunas vivas como muertas del RABV que expresan GP
son potentes inductores de la inmunidad humoral contra tanto G de RABV como GP de ZEBOV. Sin embargo, no
existe evidencia de estudios previos que la inmunidad mediada por células T pueda ser también de importancia
critica para la induccién de inmunidad protectora contra los filovirus. Por lo tanto, estos autores determinaron si sus
candidatos de vacunas vivas y muertas inducen células T especificas para GP primarias y de memoria utilizando un
interferon-y ELISPOT murino (R and D Systems) con una agrupacion de péptidos de GP de ZEBOV como
estimulacion (Figura 17).

Grupos de ratones fueron inmunizados i.m. con 1x10° FFU del BNSP vivo (virus RABV) o i.p. con 1x10” PFU de
VACV-GP, un virus vacuna que expresa GP de ZEBOV, como control. Diez ug de INAC-BNSP333-GP¢cp fueron
administrados i.m. a dos grupos; una inmunizacién o dos el dia 0 y el dia 14. La respuesta primaria de células T en
los esplenocitos se sometié a ensayo el dia 7 post-inmunizacién mediante ELISPOT (Figura 17A). Se encontré que
cada uno de los candidatos de vacuna vivo e inactivado inducia esplenocitos que expresan interferon-y especifico
para GP por encima de los niveles observados en los grupos vehiculo o BNSP333 control. La inmunizacién con
BNSP333-GPgcp vivo resultd en un nivel considerablemente mayor de esplenocitos que expresan interferon-y similar
a la inmunizacion con VACV-GP. Para el analisis de la respuesta de las células T de memoria, los ratones fueron
estimulados i.p. con 1x10" PFU de VACV-GP, aproximadamente 4 semanas post-inmunizacién para inducir una
respuesta de células T de recordatorio (Figura 17B). Cinco dias mas tarde, se retiraron los bazos y los esplenocitos
se analizaron mediante ELISPOT. La inmunizacion con BNSP333-GP, BNSP333-GPgcp, BNSPAG-GP, y una o dos
dosis de INAC-BNSP333-GPgcp indujeron una respuesta de recuerdo tal como se detecta por el alto nivel de
esplenocitos que expresan interferon-y, especificos para GP cuando se compara con vehiculo o grupos control de
BNSP333. Es importante destacar que el virus deficiente en la replicacion, BNSPAG-GP, inducia una fuerte
respuesta de células T y dos dosis de la vacuna inactivada inducian una respuesta de células T a niveles
equiparables a las vacunas vivas. Estos resultados indican que vacunas tanto vivas como muertas inducen
respuestas de células T que indican que cada una de las estrategias de vacunacion de los autores de la invencion
induce una potente respuesta inmune humoral y mediada por células.

INFORMACION DE LA SECUENCIA

Las secuencias que aparecen en esta memoria descriptiva (p. €j., en las Tablas 1 y 2 anteriores) se proporcionan
como sigue:
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SEQ ID NO: 1: Secuencia de aminoacidos de la glicoproteina (GP) de Mayinga de EBOV Zaire

MGVTGILQLPRDRFKRTSFFLWVITILFQRTFSIPLGVIHNSTLOVSDVDKLVCRDKI, -
SSTNQLRSVGLNLEGNGVATDVPSATKRWGFRSGVPPKVVNYEAGEWAENCYNLEIK
KPDGSECLPAAPDGIRGEFPRCRYVHKVSGTGPCAGDFAFEKEGAFFLYDRLASTVIY
RGTTFAEGVVAFLILPQAKKDFFSSHPLREPVNATEDPSSGYYSTTIRYQATGFGTN'
ETEYLFEVDNLTYVQLESRFTPQFLLQLNETIYTSGKRSNTTGKLIWKVNPEIDTTI
GEWAFWETKKNLTRKIRSEELSFTVVSNGAKNISGQSPARTSSDPGTNTTTEDHKIM
ASENSSAMVQVHSQGREAAVSHLTTLATISTSPQSLTTKPGPDNSTHNTPVYKLDIS
EATQVEQHHRRTDNDSTASDTPSATTAAGPPKAENTNTSKSTDFLDPATTTSPQNHS
»ETAGNNNTHHQDTGEESASSGKLGLITNTIAGVAGLITGGRRTRREAIVNAQPKCNP
NLHYWTTQDEGAAIGLAWIPYFGPAAEGIYTEGLMHNQDGLICGLRQLANETTQALQ
LFLRATTELRTFSILNRKAIDFLLQRWGGTCHILGPDCCIEPHDWTKNITDKIDQII'
”HDFVDKTLPDQGDNDNWWTGWRQWIPAGIGVTGVIIAVIALFCICKFVF

SEQ ID NO: 2: Secuencia de aminoacidos de la glicoproteina (GP) de Boniface de EBOV Sudan

MEGLSLLQLPRDKFRKSSFFVWVIILFQKAFSMPLGVVTNSTLEVTEIDQLVCKDHL_
ASTDQLKSVGLNLEGSGVSTDIPSATKRWGFRSGVPPKVF SYEAGEWAENCYNLETK
KPDGSECLPPPPDGVRGFPRCRYVHKAQGTGPCPGDYAFHKDGAFFLYDRLASTVIY |
RGVNFAEGVIAFLILAKPKETFLQSPPIREAVNYTENTSSYYATSYLEYETENFGAQ
HSTTLFK INNNTEVLLDRPHTPQFLFQLNDT IHLHOOL SNTTGKL TWTLDANTNADT
GEWAFWENKKNLSEQLRGEELSFETLSLNETEDDDATS SRTTKGRI SDRATRKYSDL
VPKDSPGMVSLHVPEGETTLPSQNSTEGRRVDVNTQET I TETTATT TGTNGNNMQI S
TIGTELSSSQILSSSPIMAPSPETQTSTTYTPKLEVMITEESTTPPRNSPGSTTEAD ©
TLTTPENITTAVKTVLPQESTSNGLTTSTVTGILGSLGLRKRSRRQVNTRATGKCNP
NLHYWIAQEQHNAAGIAWIPYFGPGAEGT Y TEGLMENONALVCGLROLANETTOALG
LFLRATTELRTYTILNRKAIDFLLRRWGGTCRILGPDCCIEPHDWTKNT TDKINQT I
HDF IDNPLPNQDNDDNWWTGWROW I PAGIGITGIIIAI IALLCVCKLLC

SEQ ID NO: 3: Secuencia de aminoacidos de la glicoproteina (GP) de EBOV Costa de Marfil
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MGASGILQLPRERFRKTSFFVWVIILFHRKVFSIPLGVVHNNTLOVSDIDKEFVCRDKL
SSTSQLKSVGLNLEGNGVATDVPIATKRWGFRAGVPPKVVNCEAGEWAENCXNLAIK
KVDGSECLPEAPEGVRDFPRCRYVHKVSGTGPCPGGLAFHKEGAFFLYDRLASTIIY
RGTTFAEGVIAELILPKARKDFFQSPPLHEPANMTTDPSSXYHTTTINYVVDNFGTN
TTEFLFQVDHLTYVQLEARFTPQFLVLLNET IYSDNRRSNTTGKLIWKINPTVDTSM
GEWAFWENKKNF TKTLSSEELSFVPVPRETQNQVLDTTATVSPPISAHNHAAEDHKEL
VSEDSTPVVQMQNIKGKDTMPTTVTGVPTTTPSPFPINARNTDHTKSFIGLEGPQED
HSTTQPAKTTSQPTINSTESTTLNPTSEPSSRGTGPSSPTVPNITESHAELGKTIPTT
LPEQHTAASAIPRAVHPDELSGPGFLTNTIRGVINLLTGSRRKRRDVTEPNTOPKCNP
NLHYWTALDEGAALGLAWIPYFGPAARGIYTEGIMENQNGLICGLROLANETTQALQ
LFLRATTELRTFSILNRKAIDFLLQRWGGTCHILGPDCCIEPQDWTKNITDKIDQII
HDFVDNNLPNQNDGSNWWTGWKQWVPAGIGITGVIIAIIALLCICKFML

SEQ ID NO: 4: Secuencia de aminoacidos de la glicoproteina (GP) de Pennsylvania de EBOV Reston

MGSGYQLLQLPRERFRKTSFLVWVITLFQRAISMPLGIVINS TLKATEIDQLVCRDK
LSSTSQLKSVGLNLEGNG IATDVPSATKRWGFRSGVPPKVVSYEAGEWAENCYNLET
KK SDGSECLPLPPDGVRGFPRCRYVHKVQGTGPCPGDLAFHKNGAFFLYDRLASTVI
YRGTTFAEGVVAFLILSEPKKHFWKATPAHEPVNTIDDSTSYYMILTLSYEMSNEGG
NESNTLFKVDNHTYVQLDRPHTPQF LVQLNETTLRRNNRLSNS TGRLTWILDPKIEPD
VGEWAFWETKKNF SQQLHGENLHFQIPSTHINNSSDOSPAGTVQGKI SYHPPANNSE |
LVPTDSPPVVSVLTAGRTEEMSTQGLTNGETITGF TANPMTTTIAPSP TMT SEVDNN
VPSEQPNNTASIEDSPPSASNET T YHSEMDP IQGSNNSAQSPQTKTTPAPTT SPMTQ
DPQETANSSKPGTSPGSAAGPSQPGLT INTVSKVADSLSPTRKQKRSVRONTANKCN
PDLYYWTAVDEGAAVGLAWIPYFGPAAEGTY IEGVMANQNGL ICGLRQLANETTQAL
OLFLRATTELRTYSLLNRKAIDFLLORWGGTCRILGPSCCIEPHDWTKNITDEINQI
KHDF IDNPLPDHGDDLNLWIGWRQWIPAGIGIIGVIIAIIALLCICKILC

SEQ ID NO: 5: Secuencia de aminoacidos de la glicoproteina (GP) de Bundibugyo de EBOV

MVTSGILQLPRERFRKTSFFVWVIILFHRVFPIPLGVVHNNTLQVSDIDKLVCRDKL,
SSTSQLKSVGLNLEGNGVATDVPTATKRWGFRAGVPPKVVNYEAGEWAENCYNLDIK
KADGSECLPEAPEGVRGFPRCRYVHKVSGTGPCPEGYAFEKEGAFFLYDRLASTITY
RSTTFSEGVVAFLITPRTKKDFFQSPPLHEPANMITEPS SYYHTVILNYVADNF GTN
MINFLFQVDHLTYVQLEPRETPQFLVOLNETTYTNGRRSNTTGTLIWKVNPTVDTGY
GEWAFWENKKNFTKTLS SEFLSVIFVPRAQDPGSNQKTKVTPT SFANNQT SKNHEDL
VPEDPASVVQVRDLORENTVPTPPPDTVPTTLIPDIMEEQTTSHYEPPNT SRNHQER
NNTAHPETLANNPPDNTTPSTPPQDGERTSSHTTPSPRPVPTSTIHPTTRETHIPTT
MTTSHDTDSNRPNPIDISESTEPGPLINTTRGAANLLTGSRRTRREITLRTQAKCNP
NLHYWTTQDEGAAIGLAWIPYFGPAAEGIY TEGIMANONGLICGLRQLANET TQALQ
LFLRATTELRTFSILNRKAIDFLLORWGGTCHILGPDCCIEPHDWTRNT TDKIDQI T
HDF IDKPLPDQTDNDNWWIGWRQWVPAGIGI TGVIIAVIALLCICKFLL '
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SEQ ID NO: 6: Secuencia de aminoacidos de la glicoproteina (GP) de la cepa Musoke del virus de Marburg

MKTTCFLISLILTIQGTKNLPTLEIASNNQPQONVDSVGSGTLOKTEDVHLMGE TLSGQ
KVADSPLEASKRWAFRTGVPPKNVEYTEGEEAKTCYNISVTIDPSGKSLLLDPPTNIR
DYPKCKTIHHIQGONPHAQGIALHLWGAFFLYDRIAST TMYRGKVFTEGN IAAMIVN
KTVHRMIF SROGOGYRHMNL T STNRYWT SSNGTQTNDTGCFGALQEYNSTKNQTCAP
SKTPPPLPTARPEIKLTSTPTDATKLNT TDPSSDDEDLATSGSGSGEREPHT TSDAV
TKQGLSSTMPPTPSPQPSTPQQGGNNTNHSQDAVTELDKNNT TAQPSMPPHNTTTLS
TNNTSKHNFSTLSAPLONTTNDNTQSTITENEQTSAPSITTLPPTGNPTTAKSTSSK
KGPATTAPNTTNEHFTSPPPTPSSTAQHLVYFRRKRSILWREGDMFPFLDGLINAPT
DFDPVPNTKT IFDESSSSGASAEEDQHASPNISLTLSYFPNINENTAYSGENENDCD
AELRIWSVQOEDDLAAGLSWIPFFGPGIEGLY TAVLIKNONNLVCRLRRLANQTAKSL
ELLLRVITEERTFSLINRHAIDFLLTRWGGTCKVEGPDCCIGIEDLSKNISEQIDQT
KKDEQKEGTGWGLGGKWWT SDWGVLINLGILLLLSTAVLIALSCICRIFTKYIG

SEQ ID NO: 7: Secuencia de aminoacidos de NP de Mayinga de EBOV Zaire

MDSRPQKIWMAPSLTESDMDYHKILTAGLSVQQGIVRQRVIPVYQVNNLEEICQLT I
QAFEAGVDFQESADSFLLMLCLHHAYQGDYKLFLESGAVKYLEGHGFRFEVKKRDGV
KRLEELLPAVSSGKNIKRTLAAMPEEETTEANAGQFLSFASLFLPKLVVGEKACLEK
. VORQIQVHAEQGLIQYPTAWQSVGHMMVIFRLMRTNFLIKFLLIHQOGMHMVAGHDAN
DAVISNSVAQARF SGLLIVKTVLDHILQKTERGVRLEPLARTAKVKNEVNSFKAALS
SLAKHGEYAPFARLLNLSGVNNLEHGLFPQLSATALGVATAHRGSTLAGVNVGEQYQQ
LREAATEAEKQLQQYAESRELDHLGLDDQEKKILMNFHQKKNEISFQQTNAMVTLRK
ERLAKLTEAITAASLPKTSGHYDDDDDIPFPGPINDDDNPGHQODDDPTDSQDTITIPD
VVVDPDDGSYGEYQSYSENGMNAPDDLVLFDLDEDDEDTKPVPNRS TKGGOOKNSQK
GOHIEGRQTQSRPIQNVPGPHRT IHHASAPL TDNDRRNEPSGSTSPRMLTPINEEAD
PLDDADDETSSLPPLESDDEEQDRDGTSNRTPTVAPPAPVYRDHSEKKELPQDEQOD
QDHTOEARNODSDNTQSEHSFEEMYRHILRSQGPFDAVLYYHMMKDEPVVESTSDGK
EYTYPDSLEEEYPPWLTEKEAMNEENREVTLDGQOF YWPVMNHKNKFMATLOHHQ

SEQ ID NO: 8: Secuencia de aminoacidos de VP24 de Mayinga de EBOV Zaire

MAKATGRYNLISPKKDLEKGVVL SDLCNELVSQTIQGWKVYWAG IEFDVTHKGMALL

‘ HRLKTNDFAPAWSMTRNLFPHLFQNPNSTIESPLWALRVILAAGIQDQLIDQ SLIEP
LAGALGLISDWLLTINTNHENMRTQRVKEQLSLKMLSLIRSNILKE INKLDALHVVN

YNGLLSSIEIGTONHTIII TRTNMGFLVELQEPDKSAMNRMKPGPAKF SLLHESTLK

AFTQGS STRMQSLILEFNSSLAI

SEQ ID NO: 9: Secuencia de aminoacidos de VP30 de Mayinga de EBOV Zaire
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 MEASYERGRPRAARQHSRDGHDHHVRARSSSRENYRGEYRQSRSASQVRVPTVFHKK
RVEPLTVPPAPKDICPTLKKGFLCDSSFCKKDHOLESL TDRELLLLIARKTCGSVEQ
QLNTTAPKDSRLANPTADDFQQEEGPKITLLTLIKTAEHWARQDIRT IEDSKLRALL

TLCAVMTRKFSKSQLSLLCETHLRREGLGODOAEPVLEVYQRLHSDKGGSFEAALWG
QWDRQSLIMFITAFLNIALQLPCESSAVVVSGLRTLVPQSDNEEASTNPGTCSWSDE
GTP : ' . '

SEQ ID NO: 10: Secuencia de aminoacidos de VP35 de Mayinga de EBOV Zaire

MTTRTKGRGHTAATTQNDRMPGPELSGWISEQLMTGRIPVSDIFCDIENNPGLCYAS
OMQQTKPNPKTRNSQTQTDPICNHSFEEVVQTLASLATVVQQQTIASESLEQRITSL
ENGLKPVYDMAKTISSLNRVCAEMVAKYDLLVMITGRATATAAATEAYWARHGQPPP
GPSLYEESAIRGKIESRDETVPQSVREAFNNLNSTTSLTEENFTGKPDISAKDLRNIM
YDHLPGFGTAFHQLVQVICKLGKDSNSLDT THAEFQASLAEGDSPQCALIQLTKRVP
IFQDAAPPVIHIRSRGDTPRACQKSLRPVPPSPKIDRGWVCVFQLODGKTLGLKI

SEQ ID NO: 11: Secuencia de aminoacidos de VP40 de Mayinga de EBOV Zaire

MRRVILPTAPPEYMEATYPVRSNSTIARGGNSNTGELTPESVNGDTPSNPLRPIADD
TIDHASHTPGSVSSAF TLEAMVNVISCPKVLMKQIPIWLPLGVADQKTYSFDSTTAA
IMLASYTITHFGKATNPLVRVNRLGPGIPDHPLRLLRIGNQAFLOEFVLPPVQLPQY
FTFDLTALKLITQPLPAATWIDDTPTGSNGALRPGI SFHPKLRPILLPNKSGKKGNS
'ADLTSPEKIQAIMTSLODFKIVPIDPTKN IMGTEVPETLVHKLTGKKVISKNGQPTI
PVLLPKYIGLDPVAPGDLTMVITQDCDTCHSPASLPAVIEK

SEQ ID NO: 12: Secuencia de aminodacidos de L de Mayinga de EBOV Zaire
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MATQHTQYPDARLSSPIVLDQCDLVTRACGLYSSYSLNPQLRNCKLPKHIYRLKYDV
TVTKFLSDVPVATLP IDF IVPVLLKAL SGNGFCPVEPRCQQFLDE L IKY TMQDALFT,
KYYLKNVGAQEDCVDEHFQEKILSSIQGNEFLIQMFFWYDLATLTRRGRLNRGNSRS
TWFVHDDLIDILGYGDYVFWKIPISMLPLNTQGIPHAAMDWYQASVFKEAVQGHTHT
VSVSTADVLIMCKDT, T TCRENTTL I SKIAE IEDPVCSDYPNFKIVSMLYQSGDYLLS
TLGSDGYKIIKFLEPLCLAKIQLCSKY TERKGRFLTQMELAVNHTLEE I TEMRALKP
SQAQKTREFHRTT,TRLEMTPOQLCELFSIQKHWGHPVLHSETATOKVKKHATVLKAL
RPIVIFETYCVFKYSIAKHYFDSQUGSWYSVTSDRNLTPGLNSY IKRNQFPPLEMIKE
LLWEFYHLDHPPLFSTKIISDLSIFIKDRATAVERTCWDAVFEPNVLGYNPPHKE ST
KRVPEQFLEQENFSIENVLSYAQKLEYLLPQYRNF SFSLKEKELNVGRTFGRLPYPT
RNVQTLCEALLADGLAKAFPSNMMVVTEREQKESLLIQASWHHTSDDF GEHATVRGS
SFVTDLEKYNLAFRYEFTAPFIEYCNRCYGVKNVENWMHYTIPQCYMHVSDYYNPPH
NLTLENRDNPPEGPSSYRGEMGGIEGLOOKLWTS I SCAQISLVEIKTGFKLRSAVMG
DNQCITVLSVFPLETDADEQEQSAEDNAARVAASLAKVTSACGIFLKPDETFVHSGE-
IYFGKKQYLNGVQLPQSLKTATRMAPLSDATFDDLOGTLAS IGTAFERSISETRHIF
'PCRITAAFHTFFSVRILQYHHLGFNKGFDLGQLTLGKPLDFGT I SLALAVPQVLGGL
SFLNPEKCFYRNLGDPVTSGLFQLKTYLRMIEMDDLFLPLIAKNPGNCTATDFVLNP
SGLNVPGSQDLTSFLRQIVRRTITLSAKNKLINTLFHASADFEDEMVCKWLLSSTPV
MSRFAADIF SRTPSGKRLOILGYLEGTRTLLASKI INNNTETPVLDRLRKITLORWS
LWFSYLDHCDNILAEALTQITCTVDLAQILREYSWAHILEGRPLIGATLPCMIEQFK
VFWLKPYEQCPQCSNAKQPGGKPFVSVAVKKHTVSAWPNASRI SWTIGDGIPYIGSR .

TEDKIGQPAIKPKCPSAALREATIELASRLTWVTQGSSNSDLLIKPFLEARVNLSVQE
ILOMTPSHYSGNIVHRYNDQY SPHSFMANRMSNSATRL TVS TNTLGEF SGGGQSARD
SNTIFQNVINYAVALFDIKFRNTEATDIQYNRAHLALTKCCTREVPAQYLTYTSTLD
LDLTRYRENELIYDSNPLKGGLNCNISFDNPFFQGKRLNI IEDDL IRLPHLSGWELA
KTIMOSIISDSNNSSTDPISSGETRSFTTHFLTYPKIGLLYSFGAFVSYYLGNTILR
TKKLTLDNFLYYLTTQIHNLPHRSLRILKPTFKHASVMSRLMS IDPHF STYIGGAAG
DRGLSDAARLFLRTSISSFLIFVKEWI INRGTIVPLWIVYPLEGONPTPVNNFLYQT
VELLVHDSSRQQAFKTTISDHVHPHDNLVYTCKSTASNFFHASLAYWRSRHRNSNRK
YLARDSSTGSSTNNSDGHIERSQEQTTRDPEDGTERNLVLQMSHEIKRTTIPQENTH .
QGPSFQSFLSDSACGTANPKLNFDRSRHNVKFQDHNSASKREGHOT ISHRLVLPFET
LSQGTRQLTSSNESQTQODEISKYLRQLRSVIDTTVYCREF TGIVSSMEYKLDEVLWE T
ESFKSAVTLAEGEGAGALLLIQKYQVKTLFFNTLATESSIESE TVSGMT TPRMLLPY
MSKFHNDQIEIILNNSASQITDITNPTWEFKDQRARLPKQVEVITMDAETTENINRSK
LYEAVYKLILHHIDPSVLKAVVLKVFLSDTRGMLWLNDNLAPFFATGYLIKPITSSA
RSSEWYLCLTNFLST TREMPHONHLSCKQOVILTALQLQIQRSPYWLSHLTQYADCEL
HLSYIRLGFPSLEKVLYHRYNLVDSKRGPLVSITQHLAHLRAE IRELTNDYNQORQS
_RTQTYHFIRTAKGRITKLVNDYLKFFLIVQALKHNGTWQAEFKKLPELISVCNRFYH
IRDCNCEERFLVQTLYLHRMQDSEVKLIERLTGLLSLFPDGLYRFD

SEQ ID NO: 13: Secuencia de aminoacidos de NP de Boniface de EBOV Sudan
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MDKRVRGSWAﬁGGQSEVDLDYHKILTAQLSVQQGIVRQRVIPVYVVNDLEGICQHII

QAFEAGVDFQDNADSFLLLLCLHHAYQGDHRLFLKSDAVQYLEGHGFRFEVREKENV

HRLDELLPNVTGGKNLRRTLAAMPEEETTEANAGQFLSFASLFLPKLVVGEKACLEK

VQRQIQVHAEQGLIQYPTSWQSVGHMMVIFRLMRTNFLIKFLLIHQGMHMVAGHDAN

DTVISNSVAQARFSGLLIVKTVLDHILQKTDLGVRLHPLARTAKVKNEVSSFKAALG

SLAKHGEYAPFARLLNLSGVNNLEHGLYPQLSAIALGVATAHGSTLAGVNVGEQYQQ.
LREAATEAEKQLQQYAETRELDNLGLDEQEKKILMSFHQKKNEISFQQTNAMVTLRK

ERLAKLTEAITTASKIKVGDRYPDDNDIPFPGPIYDDTHPNPSDDNPDDSRDTTIPG‘
GVVDPYDDESNNYPDYEDSAEGTTGDLDLFNLDDDDDDSRPGPPDRGQNKERAARTY

GLQDPTLDGAKKVPELTPGSHQPGNLHITKSGSNTNQPQGNMSSTLHSMTPIQEESE

PDDQKDNDDESLTSLDSEGDEDGESISEENTPTVAPPAPVYKDTGVDTNQQNGPSST

VDSQGSESEALRINSKKSSALEETYYHLLKTQGPFEAINYYHLMSDEPIAFSTESGK

EYTFPDSLEEAYPPWLSEKEALEKENRYLVIDGQQFLWPVMSLODKELAVLQHD °

SEQ ID NO: 14: Secuencia de aminoacidos de VP24 de Boniface de EBOV Sudan

MAKATGRYNLVTPKRELEQGVVFSDLCNFLVTPTVQGWKVYWAGLEFDVNQKGI TLL
NRLKVNDFAPAWAMIRNLFPHLFRKNQQOSEVQTPIWALRVILAAGILDQLMDHSLIEP
LSGALNLIADWLLTTSTNHFNMRTQRVKDQLSMRMLSLIRSN I INF INKLETLHVVN
YKGLLSSVEIGTPSYAIIITRTNMGYLVEVQEPDKSAMDIRHPGPVKFSLLHESTLK‘
PVATSKPSSITSLIMEFNSSLAT

SEQ ID NO: 15: Secuencia de aminoacidos de VP30 de Boniface de EBOV Sudan

MERGRERGRSRSSRADQQNSTGPQFRTRSISRDKTTTDYRSSRSTSQVRVPTVFHKK
GTGTLTVPPAPKDICPTLRKGFLCDSNFCKKDHQLESLTDRELLLLIARKTCGSTDS
SLNIAAPKDLRLANPTADDFKQDGSPKLTLKLLVETAEFWANQNINEVDDAKLRALL
TLSAVLVRKFSKSQLSQLCESHLRRENLGQDQAESVLEVYQRLHSDKGGAFEAALWQ
QWDRQSLTMFISAFLHVALQLSCESSTVVISGLRLLAPPSVNEGLPPAPGEYTWSED

STT

SEQ ID NO: 16: Secuencia de aminoacidos de VP35 de Boniface de EBOV Sudan

MOQODKTYRHHGPEVSGWI SEQLMTGKIPLTEVFVDVETKPSPTPITLITSKNPKTTRK
SDKQVQTDEASSLLTEEVKTAINSVISAVRRQTNAIESLESRIANLEASLKPVQDMA
KTISSLNRSCAEMVAKYDLLVMTTGRATATAAATEAYWNEHGQAPPGPSLYEDDAIK
AKLKDPNGKVPESVKQAYTNLDSTSALNEENFGRPYISAKDLKEI IYDHLPGEGTAF
HQLVQVICKIGKDNNILDIIHAEFQASLAEGDSPQCALIQITKRIPTFQDASPPIVH
IKSRGDIPKACQKSLRPVPPSPKIDRGWVCIFQFQDGKTLGLKI

SEQ ID NO: 17: Secuencia de aminoacidos de VP40 de Boniface de EBOV Sudan
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MRRVTIVPTAPPAYADIGYPMSMLPIKSSRAVSGIQQKQEVLPGMDTPSNSMRPVADD
NIDHTSHTPNGVASAFILEATVNVISGPKVLMKQIPIWLPLGIADQKTYSFDSTTAA
IMLASYTI THFGKANNPLVRVNRLGQGIPDHPLRLLRMGNQAFLOEFVLPPVQLPQY
FIFPDLTALKLVTIQPLPAATWIDETPSNLSGALRPGLSFHPKLRPVLLPGKTGKKGHV
SDLTAPDKIQTIVNLMODFKIVPIDPAKSIIGIEVPELLVHKLTGKKMSQKNGOPTII
PVLLPKYIGLDPISPGDLTMVITPDYDDCHSPASCSYLSEK

SEQ ID NO: 18: Secuencia de aminoacidos de L de Boniface de EBOV Sudan

MMATQHTQYPDARLSSPIVLDQCDLVTRACGLYSEYSLNPKLRTCRLPKHIYRLKYD
AIVLRFISDVPVATIPIDYIAPMLINVLADSKNAPLEPPCLSFLDEIVNYTVQDAAF
LNYYMNQTKTQEGVITDQLKQNIRRV IHKNRYLSALFFWHDLS ILTRRGRMNRGNVR
 STWFVINEVVDILGYGDYIFWKIPIALLPMNTANVPHASTDWYQPNIFKEAIQGHTH
'IISvsTAEVLIMCKDLVTSRFNTLLIAELARLEDPVSADYPLVDDIQSLYNAGDYLL
SILGSEGYKI IKYLEPLCLAKIQLCSQYTERKGRFLTQMHLAVIQTLRELLLNRGLK
KSQLSKIREFHQLLLRLRSTPQQLCELE ST OKHWGHPVLHSEKAIQKVKNHATVLKA
LRPITTSETYCVEKYSVAKHFFDSQGTWYSVISDRCLTPGLNSYIRRNQFPPLPMIK
DLLWEFYHLDHPPLFSTKIISDLSIFIKDRATAVEQTCWDAVFEPNVLGYSPPYREN
TKRVPEQFLEQEDFSIESVLQYAQELRYLLPQNRNF SFSLKEKELNVGRTFGKLPYL-
TRNVQTLCEALLADGLAKAFPSNMMVVTEREQKE SLLHQASWHHT SDDFGEHATVRG
SSFVTDLEKYNLAFRYEFTAPF TKYCNQCYGVRNVE DWMHF L IPQCYMHVSDY YNPP
HNVTLENREYPPEGPSAYRGHLGGIEGLQQKLWTSISCAQISLVE IKTGFKLRSAVM
GDNQCITVLSVFPLESSPNEQERCAEDNAARVAASLAKVTSACGIFLKPDETFVHSG
FIYFGKKQYLNGIQLPQSLKTAARMAPLSDAIFDDLQGTLASIGTAFERSISETRHI
LPCRVAAAFHTYFSVRILQHHHLGFHKGSDLGQLAINKPLDFGTIALSLAVPQVLGG
LSFLNPEKCLYRNLGDPVTSGLFQLKHYTLSMVGMSDIFHALVAKSPGNCSAIDFVLN..
PGGLNVPGSQDLTSFLRQIVRRSI TLSARNKL INTLFHASADLEDELVCKWLLSSTP
VMSRFAADIFSRTPSGKRLQITLGYLEGTRTLLASRMISNNAETPILERLRKITLQRW |
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NLWFSYLDHCDSALMEATIQPIRCTVDIAQILREY SWAHILDGRQLIGATLPCIPEQF
QT TWLKPYEQCVECSSTNNSSPYVSVALKRNVVSAWPDASRLGWT IGDGIPY IGSRT
EDKIGQPAIKPRCPSAALREAIRL TSRLTWVTQGSANSDOL TRPFLEARVNL SVQE I
LOMTPSRYSGNIVHRYNDQYSPHSFMANRMSNTATRLMVSTNTLGEF SGGGQAARDS
NI IFQNVINFAVALYDIRFRNTCTSSIQYHRAHTHLTDCCTREVPAQYLTYTTTLNL
DLSKYRNNELTYDSEPLRGGLNCNLSIDSPLMKGPRLNI IEDDL IRLPHLSGWELAK
TVLQSITSDSSNSSTDPISSGETRSF TTHFLTYPRIGLLYSFGALTSFYLGNTILCT
KKIGLTEFLYYLONQTHNLSERSLRTFKPTFRHSSVMSRLMDIDPNFSIYIGGTAGD
RGLSDAARLFLRIAISTFLSFVEEWVIFRKANIPLWVVYPLEGORPDPPGEF LNRVK
SLIVGIEDDKNKGSILSRSEEKGSSNLVYNCKSTASNFFHASLAYWRGRIRPKKTIG
ATKATTAPHIILPLGNSDRPPGLDLNQSNDTF IPTRIKQIVQGDSRNDRT TTTRLPP
KSRSTPTSATEPPTKIYEGSTTYRGKSTDTHLDEGHNAKEFPFNPHRLVVPEFFKLTK
DGEYSIEPSPEESRSNIKGLLOHLRTMVDTTIYCRFTGIVS SMHYKLDEVLWEYNKE
FSAVTLAEGEGSGALLLIQKYGVKKLFLNTLATEHSIESEVISGYTTPRMLI SVMPR
THRGELEVILNNSASQTITDT THRDWF SNQKNRTPNDVDI I TMDAETTENLDRSRLYE
AVYTIICNHINPKTLRVVILKVFLSDLDGMCWINNYLAPMFGSGYLIKPITSSARSS
EWYLCLSNLLSTLRTTQHQTOANCLHVVQCALQQQVORGSYWL SHLTKYTTSRLENS
Y1AFGFPSLEKVLYHRYNLVDSRNGPLVS I TRHLALLOTETRELVTDYNQLROSRTQ
TYHFIKTSKGRITKLVNDYLRFELVERALKNNSTWHHELYLLPELIGVCHRFNHTRN
CTCSERFLVQTLYLHRMSDAE IKLMDRLTSLVNMFPEGFRSSSV

SEQ ID NO: 19: Secuencia de aminoacidos de NP de EBOV Costa de Marfil

MESRAHKAWMTHTASGFETDYHKILTAGLSVQQGIVRQRVIQVHQVTNLEEICQLII
QAFEAGVDFQESADSFLLMLCLHHAYQGDYKQFLESNAVKYLEGHGFRFEVRKKEGV
KRLEELLPAASSGKSIRRTLAAMPEEETTEANAGQFLSFASLFLPKLVVGEKACLEK
VORQIQVHSEQGLIQYPTAWQSVGHMMVIFRLMRTNFL IKFLL THQGMHMVAGHDAN
DAVIANSVAQARFSGLLIVKTVLDHILQKTEHGVRLHPLARTAKVKNEVNSFKAALS
SLAQHGEYAPFARLLNLSGVNNLEHGLFPQLSAIALGVATAHGSTLAGVNVGEQYQQ 
LREAATEAEKQLQKYAESRELDHLGLDDQEKKILKDFHQKKNEISFQQTTAMVTLRK
ERLAKLTEAITSTSLLKTGKQYDDDNDIPFPGPINDNENSEQQDDDPTDSQDTTIPD
IIVDPDDGRYNNYGDYPSETANAPEDLVLFDLEDGDEDDHRPSSSSENNNKHSLTGT-
DSNKTSNWNRNPTNMPKKDSTQNNDNPAQRAQEYARDNIQDTETPHRALTPISEETG
SNGHNEDDIDSIPPLESDEENNTETTITTTKNT TAPPAPVYRSNSEKEPLPQEKSQK.
QPNQVSGSENTDNKPHSEQSVEEMYRHILQTQGPFDATLYYYMMTEEPTVESTSDGK
EYVYPDSLEGEHPPWLSEKEALNEDNRE I TMDDQOFYWPVMNHRNKFMATLQHHK

SEQ ID NO: 20: Secuencia de aminoacidos de VP24 de EBOV Costa de Marfil
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IMAKAEGRYNLISPKKDLEKGLVLNDLCTLSVAQTVQGWKVTWAGIEFDVTQKGMALL
HRLKTSDFAPAWSMTRNLFPHLFQNPNSTIESPLWALRVILAAGIQDQLIDQSLIEP
LAGALGLIADWLLTTGTNHFQMRTQQAKEQLSLKMLSLVRSNILKFINQLDALHVVN
YNGLLSSIEIGTKSHTIIITRTNMGFLVELQEPDKSAMNTRKPGPVKFSLLHESTLK
TLAKKPATQMQALILEFNSSLAI

SEQ ID NO: 21: Secuencia de aminoacidos de VP30 de EBOV Costa de Marfil

MEVVHERGRSRISRONTRDGPSHLVRARSSSRASYRSEYHTPRSASQIRVEPTVEHRK
KTDLLTVPPAPKDVCPTLKKGFLCDSNFCKKDHQLESLTDRELLLLIARKTCGSTEQ
QLSIVAPKDSRLANPIAEDFQQKDGPKVTLSMLIETAEYWSKQDIKNIDDSRLRALL
TLCAVMTRKFSKSQLSLLCESHLRREGLGQDQBESVLEVYQRLHSDKGGNFEAALWQ

'QWDRQSLIMFITAFLNIALQLPCESSSVVISGLRMLIPQSEATEVVTPSETCTWSEG
GSSH

SEQ ID NO: 22: Secuencia de aminodcidos de VP35 de EBOV Costa de Marfil

MISTRAAAINDPSLPIRNQCTRGPELSGWISEQLMTGKIPVEEIFNDTEPHISSGSD
CLPRPKNTAPRTRNTQTQTDPVCNHNFEDVTQALTSﬁTNVIQKQALNLESLEQRIID
LENGLKPMYDMAKVISALNRSCAEMVAKYDLLVMTTGRATATAAATEAYWEEHGQPP
PGPSLYEESATRGKINKQEDKVPKEVQEAFRNLDSTSSLTEENFGKPDISAKDLRDI
MYDHLPGFGTAFHQLVQVICKLGKDNSALDIIHAEFQASLAEGDSPQCALIQITKRI
PIFQDATPPTIHIRSRGDIPRACQKSLRPVPPSPKIDRGWVCIFQLQDGKTLGLKI

SEQ ID NO: 23: Secuencia de aminoacidos de VP40 de EBOV Costa de Marfil

MRRIILPTAPPEYMEAVYPMRTMNSGADNTASGPNYTTTGVMTNDTPSNSLRPVADD
NIDHPSHTPNSVASAFILEAMVNVISGPKVLMKQIPIWLPLGVSDQKTYSFDSTTAA
IMLASYTITHFGKTSNPLVRINRLGPGIPDHPLRLLRIGNQAFLQEFVLPPVQLPQY
FTFDLTALKLITQPLPAATWTDETPAVSTGTLRPGISFHPKLRPILLPGRAGKKGSN
‘SDLTSPDKIQAIMNFLQDLKIVPIDPTKNIMGIEVPELLVHRLTGKKTTTKNGQPII
'PILLPKYIGLDPLSQGDLTMVITQDCDSCHSPASLPPVNEK

SEQ ID NO 24: Secuencia de aminoacidos de L de EBOV Costa de Marfil
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MATQHTQYPDARLSSP1VLDQCDLVTRACGLYSAY SLNPQLKNCRLPKHIYRLKYDT
TVTEFTSDVPVATLPADFLVPTFLRTLSGNGSCPIDPKCSQFLEE TVNY TLQDIRFL
NYYLNRAGVHNDHVDRDFGOKIRNL ICDNEVLHQMFHWYDLAILARRGRLNRGNNRS
TWFASDNLVDILGYGDYIFWKIPLSLLPVDTQGLPHAAKDRYHESVFKEATQGHTHT
VSISTADVLIMCKDIITCRFNTLLIAAVANLEDSVHSDYPLPETVSDLYKAGDYLTS
ILGSEGYKVIKFLEPLCLAKIQLCSNY TERKGRFLTQMHLAVNHTLEELTGSRELRP
QQIRKVREFHOML INLKATPQQLCELFSVOKHWGHPVLHSEKATQKVKKHATVIKAL
RPITIFETYCVFKYSTAKHYFDSQGTWYSVTSDRCLTPGLSSYTKRNQFPPLPMIKE
LLWEFYHLDHPPLF STKVISDLS IF IKDRATAVEKTCWDAVFEPNVLGYNPPNKFAT
KRVPEQFLEQENFSIESVLEYAQRLEYLLPEYRNF SFSLKEKELNIGRAFGKLPYPT
RNVQTLCEALLADGLAKAFPSNMMVVTEREQKESLLHQASWHHT SDDFGENATVRGS
SFVIDLEKYNLAFRYEFTAPFIEYCNRCYGVRNLFNWMHY TIPQCY IHVSDYYNPPH
GVSLENRENPPEGPSSYRGHLGGIEGLQQKLWTSISCAQIS%gEIKTGFKLRSAVMG“
DNQCITVLSVFPLETESSEQFLSSEDNAARVAASLAKVTSACGIFLKPDETFVHSGE

IYFGKKQYLNGVQLPQSLKTATRIAPLSDAIFDDLQGTLASIGTAFERS I SETRHVV

PCRVAAAFHTFF SVRILQYHHLGFNKGTDLGQLSLSKPLDFGT I TLALAVPQVLGGL

SFLNPEXCFYRNLGDPVTSGLEFQLKTYLOMT HMDDLFLPL I AKNPGNCSAIDFVLNP

SGLNVPGSODLTSFLRQIVRRTITLSAKNKL INTLFHSSADLEDEMVCKWLLSSTPV
MSRFAADIFSRTPSCKRLOILGYLEGTRTLLASKI INHNTETPILDRLRKITLQRWS
LWFSYLDHCDQVLADALTQITCTVDLAQILREY TWAHTLEGRQLIGATLPCILEQLN
VIWLKPYEHCPKCAKSANPKGEPFVS TATKKHVVSAWPDOSRLSWTIGDGIPYIGSR
TEDKIGQPAIKPKCPSAALREATELTSRLTWVIQGGANSDLLVKPFIEARVNLSVQE
ILOMTPSHYSGNIVHRYNDQYSPHSFMANRMSNSATRLVVSTNTLGEF SGGGQSARD
SNIIFQNVINFAVALFDLRFRNVATSSIQHHRAHLHLSKCCTREVPAQYLVYTSTLP
LDLTRYRDNELIYDDNPLRGGLNCNL:SFDNPLFKGQRLNI IEEDLIRLPYLSGWELA
KTVIQSIISDSNNSSTDPISSGETRSF TTHFLTYPKIGLLYSFGALISYYLGNTITR
TKKLTLNNFIYYLATQIHNLPHRSLRILKPTLKHASVISRLISIDSHFSIYIGGTAG
DRGLSDAARLFLRTAITVFLOFVRKWIVERKTAIPLWVIYPLEGQSPSPINSFLHAV
IALLQHESSHDHVCAAEAHSRVE TFDNLVYMCKS TASNFFHASLAYWRSRSKNQDKR
EMTKILSLTQTEKKNSFGYTAHPES TAVLGSLQTSLAPPPSADEATYDRKNKVLKAS
RPGKYSONTTKAPPNQTSCRDVSPNITGTIDGCPSANEGSNSNNNNLVSHRIVLPFFT -
LSHNYNERPSTRKSEGTTEIVRILTRQLRATIPDTTIYCRF TGIVSSMHEYKLDEVLWEF
DNFKSAITLAEGEGSGALLLLOKYKVETLFFNTLATEHSTEAREIISGITTPRMLLET
MSRFHGGQIKVTLNNSASQITDITNPSWLADQKSRIPKQVEI LTMDAETTENTNRSK
LYEAVQQLIVSHIDPNALKVVVLKVFLSDIDGILWLNDNLTPLFGLGYLIKPITSSP
KSSEWYLCLSNLLSTSRRLPHQSHTTCMEVIQTALQLOIQRSSYWLSHLVQYANHNL
'HLDYINLGFPSLERVLYHRYNLVDSQKGPLTSIVQHLAHLQTEIRELVNDYNQQRQS
RTQTYHFIKT IKGRI TKLVNDYLKFFL I TQALKHNCTWQEELRALPDLISVCTREYH
TRNCSCENRFLVQTLYLSRMODSE1KL1DRLTGLLSLCPNGFFR

SEQ ID NO: 25: Secuencia de aminoacidos de NP de Pennsylvania EBOV Reston
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MDRGTRRIWVSQNQGDTDLDYHKILTAGLTVQQGIVRQKIISVYLVDNLEAMCQLVI
QAFEAGIDFQENADSFLLMLCLHHAYQGDYKLFLESNAVQYLEGHGFKFELRKKDGV
NRLEELLPAATSGKNIRRTLAALPEEETTEANAGQFLSFASLFLPKLVVGEKACLEK
VQRQIQVHAEQGLIQYPTAWQSVGHMMVIFRLMRTNFLIKYLLIHQGMHMVAGHDAN_
DAVIANSVAQARFSGLLIVKTVLDHILQKTDQGVRLHPLARTAKVRNEVNAFKAALS
SLAKHGEYAPFARLLNLSGVNNLEHGLYPQLSAIALGVATAHGSTLAGVNVGEQYQQ
LREAATEAEKQLQQYAESRELDSLGLDDQERRILMNFHQKKNEISFQQTNAMVTLRK
ERLAKLTEAITLASRPNLGSRQDDGNEIPFPGPISNNPDQDHLEDDPRDSRDTIIPN_
GATDPEDGDFENYNGYHDDEVGTAGDLVLEDLDDHEDDNKAFEPQDSSPQSQREIER
ERLIHPPPGNNKDDNRASDNNQQSADSEEQGGQYNWHRGPERT TANRRLSPVHELDT
LMDQGDDDPSSLPPLESDDDDASSSQQDPDYTAVAPPAPVYRSAEAHEPPHKSSNEP
AETSQLNEDPDIGQSKSMQKLEETYHHLLRTQGPFEAINYYHMMKDEPVIFSTDDGK
EYTYPDSLEEAYPPWLTEKERLDKENRYIYINNQQFFWPVMSPRDKFLAILQHHQ

SEQ ID NO: 26: Secuencia de aminoacidos de VP24 de Pennsylvania EBOV Reston

MAKATGRYNLVPPKKDMEKGVIFSDLCNFLITQTLQGWKVYWAGIEFDVSQKGMALL
TRLKTNDFAPAWAMTRNLFPHLFQNPNSVIQSPIWALRVILAAGLODQLLDHSLVEP
LTGALGLISDWLLTTTSTHFNLRTRSVKDOLSLRMLSLIRSNILOF INKLDALHVVN
YNGLLSSIEIGTSTHTIIITRTNMGFLVEVQEPDKSAMNSKRPGPVKFSLLHESAFK
PFTRVPQSGMOSLIMEFNSLLAT

SEQ ID NO: 27: Secuencia de aminoacidos de VP30 de Pennsylvania EBOV Reston

MEHSRERGRSSNMRHNSREPYENPSRSRSLSRDPNQVDRRQPRSASQIRVPNLFHRK
KTDALIVPPAPKDICPTLKKGFLCDSKFCKKDHQLDSLNDHELLLLIARRTCGIIES
NSQITSPKDMRLANPTAEbFSQGNSPKLTLAVLLQIAEHWATRDLRQIEDSKLRALL
TLCAVLTRKFSKSQLGLLCETHLRHEGLGQDQADSVLEVYQRLHSDKGGNFEAALWQ
QWDRQSLIMFISAFLNIALQIPCESSSVVVSGLATLYPAQDNSTPSEATNDTTWSST
VE

SEQ ID NO: 28: Secuencia de aminodacidos de VP35 de Pennsylvania EBOV Reston

MYNNKLKVCSGPETTGWISEQLMTGKIPVTDIFIDIDNKPDQMEVRLKPSSRSSTRT
CTSSSQTEVNYVPLLKKVEDTLTMLVNATSRONAATEALENRLSTLESSLKPIODMG
KVISSLNRSCAEMVAKYDLLVMTTGRATSTAAAVDAYWKEHKQPPPGPALYEENALK
GKIDDPNSYVPDAVQEAYKNLDS TSTLTEENFGKPYISAKDLKEIMYDHLPGFGTAF
HOLVQVICKIGKDNNLLDTIHARFQASLADGDSPQCALIQITKRVPIFQDVPPPITH
" TRSRGDIPRACQKSLRPAPPSPKIDRGWVCLFKMODGKTLGLKI'

SEQ ID NO: 29: Secuencia de aminoacidos de VP40 de Pennsylvania EBOV Reston
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MRRGVLPTAPPAYNDIAYPMS ILPTRPSVIVNETKSDVLAVPGADVPSNSMRPVADD
NIDHSSHTPSGVASAFILEATVNVISGTKVLMKQIPIWLPLGVADQKIYSFDSTTAA
IMLASYIYTHFGKISNPLVRVNRLGPGIPDHPLRLLRLGNQAFLQEFVLPPVQLPQY
.FTFDLTALKLITQPLPAATWTEE?PAGAVNALRPGLSLHPKLRPILLPGKTGKKGHA
SDLTSPDKIQTIMNAIPDLKIVPIDPTKNIVGIEVPELLVQRLTGKKPQPKNGQPIIg
PVLLPKYVGLDPISPGDLTMVITQDCDSCHSPASHPYHMDKQNSYQ :

SEQ ID NO: 30: Secuencia de aminoacidos de L de Pennsylvania EBOV Reston

MATQHTQYPDARLSSPIVLDQCDLYTRACGLY SSYSENPQLRQCKLPKHIYRLKFDT
TVSKFLSDTPVATLPIDYLVPTLLRSLTGHGDRPLTPTCNOFLDEI INYTLHDAAFL
DYYLKATGAQDHLTNIATREKLKNEILNNDYVHQLFFWHDLS I LARRGRLNRGNNRS
TWFVHDEFIDILGYGDYIFWKIPLSLLPVTIDGVPHAATDWYQPTLFKESILGHSQI
LSVSTAEILIMCKDIITCRFNTST.TAS IAKLEDVDVSDYPDPSDILKIYNAGDYVIS -
ILGSEGYKIIKYLEPLCLAKIQLCSKFTERKGRFLTQMHLSVINDLREL1SNRRLKD‘
YOOEKIRDFHKILLOLOLSPQOFCELF SVOKHWGHP ILHSEKATQKVKRHAT ILKAL
RPNVIFETYCVFKYNIARHYFDSQGTWYSVISDRNLTPGLNSF IKRNHFPSLPMIKD
LLWEFYHLNHPPLEFSTRVISDLS IF IKDRATAVEQTCWDAVFEPNVLGYNPENKEST
KRVPEQFLEQEDFS IESVLNYAQELHYLLPONRNF SFSLKEKELNIGRTFGKLPYLT
RNVQTLCEALLADGLAKAFPSNMMVY TEREQKESLLEQASWHH TSDDFGENATVRGS
SFVTDLEKYNLAFRYEFTAPF TEYCNHCYGVRNVFNWMHYLIPOCYMHVSDY YNPPH
NVNLSNREYPPEGPSSYRGHLGGIEGLOQKLWISISCAQISLVEIKTGFKLRSAVMG
DNQCTITVLSVFPLKTDPEEQEQSAEDNAARVAASLAKVT SACGIFLKPDETFVHSGF
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IYFGRKQYLNGVQLPQSLKTAARMAPLSDATFDDLOGTLASIGTAFERATSETRHIL
PCRIVAAFHTYFAVRILQYHHLGFNKGIDLGQLSLSKPLDYGTITLTLAVPQVLGGL
SFLNPEKCFYRNFGDPVTSGLFQLRVYLEMVNMKDLECPLISKNPCNCSAIDEFVLNP
SGLNVPGSQDLTSFLRQIVRRSITLTARNKLINTLFHASADLEDEMVCKWLLSSNPV
MSRFAADIFSRTPSGKRLOILGYLEGTRTLLASKIINNNSETPVLDKLRRITLORWN
LWFSYLDHCDQLLADALOKISCTVDLAQILREYTWSHILEGRSTLIGATLPCMVEQFK
VKWLGQYEPCPECLNKKGSNAYVSVAVEDQVVSAWPNTSRISWTIGSGVPYIGSRTE
DKIGQPATKPRCPSSALKEATIELASRLTWVTQCCSNSEQLIRPFLEARVNLSVSEVL
QMTPSHYSGNIVHRYNDQYSPHSFMANRMSN%ATRLIVSTNTLGEFSGGGQAARDSN
ITFONVINLAVALYDIRFRNTNTSDIRHNRAHLHLTECCTKEVPAQYLTYTSALNLD
LSRYRDNELIYDSNPLKGGLNCNLTIDSPLVKGPRLNMIEDDLLRFPHLSGWELAKT
VVOSIISDNSNSSTDPISSGETRSFTITHEFLTYPQIGLLYSFGAVLCEFYLGNTILWTK
KLDYEQFLYYLHNQLHNLPHRALRVFKPTFKHASVMSRLMEIDSNFSIYIGGTSGDR,
GLSDAARLFLRTAIASFLQFLKSWIIDRQKTIPLWIVYPLEGQQPESiNEFLHKILG
LLKQGPKSIPKEVSIQNDGHLDLAENNYVYNSKSTASNFFHASLAYWRSRKSRKTQD
ONDESRGDGTLTEPVRKE SSNHQSDEKYYNVTCGKSPRKPQERKDF SQYRLSNNGQTM
SNHRKKGKFHKWNPCKMLMESQRGTVLTEGDYFONNTPPTDDVSSPHRLILPEFFKLG
NHNHAHDQDAQELMNQNIKQYLHQLRSMLDTTIYCRFTGIVSSMHYKLDEVLLEYNS
FDSAITLAEGEGSGALLLLQKYSTRLLFLNTLATEHSIESEVVSGESTPRMLLPIMQ
KVHEGQVTViLNNSASQITDITSSMWLSNQKYNLPCQVEIIMMDAETTENLNRSQLY
RAVYNLILDHIDPQYLKVVVLKVFLSDIEGILWINDYLAPLFGAGYLIKPITSS5ARS
SEWYLCLSNLISTNRRSAHQTHKACLGVIQDALQAQVQRGVYWLSHIAQYATKNLHC
BEYIGLGFPSLEKVLYHRYNLVDTGLGPLSSVIRHLTNLQAEIRDLVLDYNLMRESRT
QTYHF TKTARKGRI TKLVNDFLKFSLIVOALKNNSSWYTELKKLPEVINVCNREYHTH
NCECQERFFVOTLYLORLRDAEIKLIERLTGLMRFYPEGLIYSNHT

SEQ ID NO: 31: Secuencia de aminoacidos de NP de Bundibugyo de EBOV

MDPRPTRTWMMHNTSEVEADYHKILTAGLSVQQGIVRQRIIPVYQISNLEEVCQLIT
QAFEAGVDFQDSADSFLLMLCLHHAYQGDYKQF LESNAVKYLEGHGFRFEMKKKEGY
KRLEELLPAASSGKNIKRTLAAMPEEE TTEANAGQFLSFASLFLPKLVVGEKACLEK
VORQIQVHAEQGL IQYPTSHWQSVGHMMY IFRLMRTNF L IKFLLIHQGMHMVAGHDAN
DAVIANSVAQARFSGLLIVKTVLDHILQKTEHGVRLEPLARTAKVKNEVSSFKAALA
SLAQHGEYAPFARLLNLSGVNNLEHGLFPQLSAIALGVATAHGSTLAGVNVGEQYQQ
LREAATEAEKQLQKYARSRELDHLGLDDQEKKILKDFHQKKNE T SFQQTTAMVTLRK
ERLAKLTEAITSTSILKTGRRYDDDNDIPFPGP INDNENSGQONDDDPTDSQDTTIPD
VIIDPNDGGYNNYSDYANDAASAPDDLVLFDLEDEDDADNPAQNTPEKNDRPATTKL
RNGQDQDGNQGETASPRVAPNQYRDKPMPQVODRSENHDQTLOTQSRVLTP I SEEAD
PSDHNDGDNES IPPLESDDEGSTDT TARETKPATAPPAPVYRSISVDDSVPSENIPA
QSNQTNNEDNVRNNAQSEQSIAEMYQHILKTQGPFDAILYYHMMKEEPIIFSTSDGK
EYTYPDSLEDEYPPWLSEKEAMNEDNRF I TMDGOQF YWPVMNHRNKFMAILQHHR
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SEQ ID NO: 32: Secuencia de aminoacidos de VP24 de Bundibugyo de EBOV

MAKATGRYNLVSPKKDLERGLVLSDLCTELVDQTIQGWRVTWVGIEFDIAQKGMALL
HRLKTADFAPAWSMTRNLFPHLFQNSNSTIESRLWALRVILAAGIQDQLIDQSLVEP
LAGALSLVSDWLLTTNTNHFQMRT QHAKEQLSLKMLSLVRSNILKF I SQLDALHVVN
YNGLLSSIEIGTRNHTIIITRTNMGFLVELQEPDKSAMNQKKPGPVKFSLLHESTFK
ALIKKPATKMQOALILEFNSSLAI

SEQ ID NO: 33: Secuencia de aminoacidos de VP30 de Bundibugyo de EBOV

MDSFHERGRSRTIRQSARDGPSHQVRTRSSSRDSHRSEYHTPRSSSQVRVPTVFHRK
RTDSLTVPPAPKDICPTLRKGFLCDSNFCKKDHQLESLTDRELLLLIARKTCGSLEQ
QLNITAPKDTRLANPIADDFQQKDGPKITLLTLLETAEYWSKQDIKGIDDSRLRALL
TLCAVMTRKFSKSQLSLLCESHLRREGLGQDQSESVLEVYQRLHSDKGGNFEAALWQ

QWDROSLIMFITAFLNIALQLPCESSSVVISGLRLLVPQSEDTETSTY TETRAWSFE
GGPH B

SEQ ID NO: 34: Secuencia de aminoacidos de VP35 de Bundibugyo de EBOV

MTSNRARVIYNPPPTTTGTRSCGPELSGWISEQLMTGKIPITDIFNEIETLPSISPS
THSKIKTPSVQTRSVQTQTDPNCNHDFAEVVEMLTSLTLVVQKQTLATESLEQRITD
LEGSLKPVSEITKIVSALNRSCAEMVAKYDLLVMTTGRATATAARATEAYWAEHGRPP
PGPSLYEEDAIRTKIGRQGDMVPKEVQEAFRNLDSTALLTEENFGKPDISAKDLRN I
MYDHLPGEFGTAFHQLVQVICKLGKDNSSLDVIHAEFQASLAEGDSPQCALIQITKRT
PIFQDAAPPVIHIRSRGDIPKACQKSLRPVPPSPKIDRGWVCIFQLQDGKTLGLKI

SEQ ID NO: 35: Secuencia de aminoacidos de VP40 de Bundibugyo de EBOV

MRRAILPTAPPEYTEAVYPMRTVSTSINS TASGPNFPAPDVMMSDTPSNSLRP TADD
NIDHPSHTPTSVSSAFILEAMVNVISGPKVIMKQIPIWLPLGVADQKTYSFDSTTAA'
IMLASYTITHFGKTSNPLVRINRLGPGIPDHPLRLLRIGNQAFLOEFVLPPVOLPQY -
FTFDLTALKLITQPLPAATWIDDTPTGPTGTIL.RPGISFHPKLRPILLPGKTGKRGSS
SDLTSPDKIQAIMNFLODLKLVPIDPAKNTMGIEVPELLVHRLTGKKITTKNGQPT T
PILLPKYIGMDPISQGDLTMVITQODCDTCHSPASLPPVSEK

SEQ ID NO: 36: Secuencia de aminodacidos de L de Bundibugyo de EBOV
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MATQHTQYPDARLSSPIVLDQCDLVTRACGLYSSYSLNPQLEKNCRLPKHIYRLKFDA
TVTKFLSDVPIVTLPIDYLTPLLLRTLSGEGLCPVEPKCSQFLDEIVSYVLQDARFL
RYYFRHVGVHDDNVGKNFEPKIKALIYDNEFLQQLFYWXDLAILTRRGRLNRGNNRS'
TWEANDDLIDILGYGDYIFWKIPLSLLSLNTEGIPHAAKDWYHASIFKEAVQGHTHT
VSVSTADVLIMCKDIITCRFNTTLIAALANLEDSICSDYPQPETISNLYKAGDYLIS
ILGSEGYKVIKFLEPLCLAKIQLCSNYTERKGRFLTQMHLAVNHTLEELIEGRGLKS
QODWKMREFHRILVNLKSTPQQLCELFSVQKHWGHPVLHSEKATQKVKKHATV IKAL
RPVIIFETYCVFKYSIAKHYFDSQGSWYSVISDKHLTPGLHSYIKRNQFPPLPMIKD

LLWEFYHLDHPPLFSTKIISDLSIFIKDRATAVEK TCWDAVFEPNVLGY SPPNKFST
KRVPEQFLEQENF ST DSVLTYAQRLDYLLPQYRNE SFSLKEKELNVGRAFGKLPYPT
RNVQTLCEALLADGLAKAFPSNMMVY TEREQKESLLHQASWHHT SDDFGENATVRGS
SFVTDLEKYNLAFRYEFTAPFIEYCNRCYGVKNLFNWMHYTIPQCYIHVSDYYNPPH
GVSLENREDPPEGPS SYRGHLGGIEGLQQKLWTSISCAQISLVE IKTGFKLRSAVMG
DNQCITVLSVFPLETDSNEQEHS SEDNAARVAASLAKVTSACGIFLKPDETFVHSGE
IYFGKKQYLNGVQLPQSLKTATRIAPLSDATFEDDLQGTLASIGTAFERSISETRHVY
PCRVVAAFHTFFSVRILQYHHLGFNKGTDLGQLSLSKPLDPGTI TLALAVPQVLGGL
SFLNPEKCFYRNLGDPVTSGLFQLRTYLOMINMDDLFLPL T AKNPGNC SATDFVLNP
SGLNVPGSQDLTSFLROTVRRTI TLSAKNKL INTLFHSSADLEDEMVCKWLLS S TPV
MSRFAADIFSRTPSGKRLQILGYLEGTRTLLASKVINNNAETPILDRLRKITLORWS
LWFSYLDHCDQVLADALIKVSCTVDLAQILREY TWAHILEGRQLIGATLPCMIL EQFN
VIWLKSYEQCPKCAKSRNPKGEPFVS TATKKOVVSAWPNQSRLNWT IGDGVPY IGSR
TEDKIGQPATKPKCPSAALREAIELTSRLTWVTQGGANSDLLVKPFVEARVNL SVQE
ILOMTPSHYSGNIVHRYNDQYSPHSFMANRMSNSATRLVVSTNTLGEF SGGGQSARD
SNIIFQNVINFSVALFDLRFRNTETSS IQHNRAHLIL SQCCTREVPAQYLTYTSTLS
1DLTRYRENEL I YDNNPLKGGLNCNLSFDNPLFKGQRLNT IEEDLIRFPHLSGWELA
KTIIQSIISDSNNSSTDPISSGETRSFITHFLTYPKVGLLYSFGAIVSYYLONTIIR
' TKKLDLSHFMYYLTTQIHNLPHRSLRILKPTFKHVSVISRLMSIDPHFSTYIGGTAG
DRGLSDATRLFLRVAT SSFLQF IKKWIVEYKTAIPLWVIYPLEGONPDPINSFLHLI
I ALLONESPONNIQF OEDRNNQQOLSDNLVYMCKS TASNFFHASLAYWRSRHKGRPKN
RSTEEQTVKP IPYDNFHSVKCASNPPSIPKSKSGTQGS SAFFEKLEYDKERELPTAS
TPAEQSKTYIKALSSRIYHGKTPSNAAKDDSTTSKGCDSKEENAVOASHRIVLPFET
LSONDYRTPSAKKSEYTTEITKLIRQLKATPDTTVYCRFTGVVS SMEYKLDEVLWER
DSFKTAVTLAEGEGSGALLLLOKYKVRT IFFNTLATEHS IEFARIVSGT TTPRMLLEV
MAKLHDDQINVILNNSASQVTDI TNPAWF TDQKSRIPTQVEIMTMDAETTENTNRSK
LYEATQQOLIVSHIDTRVLKIVI IKVFLSDIEGLLWLNDHLAPLFGSGYLIKPTTSSP
KSSEWYLCLSNFLSASRRRPHQGHATCMOVIQTALRLQVQRS SYWLSHLVQYADINL
HLSYVNLGFPSLEKVLYHRYNLVDSRKGPLVSILYHLTHLOAEIRELVCDYNOOROS
 RTQTYHFTKITKGRTTKLVNDYLKFYLVVOALKHNCLWQRELRT LPDLINVCNRFYH
IRDCSCEDRFLIQTLYLTRMODSEAKLMERLTGFLGLYPNGINA

SEQ ID NO: 37: Secuencia de aminodacidos de NP de la cepa Musoke del virus de Marburg
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MDLHSLLELGTKPTAPHVRNKKVILFDTNHQVSICNQI IDAINSGIDLGDLLEGGLL
TLCVEHYYNSDKDKFNTSPIAKYLRDAGYEFDVIKNADATRFLDVIPNEPHYSPLIL
‘ALKTLESTESQRGRIGLFLSFCSLFLPKLVVGDRASIEKALRQVTVHQEQGIVTYPN‘
HWLTTGHMKVIFGILRSSFILKEVLTHQGVNLVTGHDAYDS ITSNSVGQTRFSGLLI -
VKTVLEFILQKTDSGVTLHPLVRTSKVKNEVASFKQALSNLARHGEYAPFARVLNLS
GINNLEHGLYPQLSAIALGVATAHGSTLAGVNVGEQYQQLREAAHDAEVKLQRRHEH
QEIQATIAEDDEERKILEQFHLOKTEITHSQTLAVLSQKREKLARLAAETENNIVEDQ .
GFKQSQNRVSQSFLNDPTPVEVTVQARPMNRPTALPPPVDDKIEEESTEDSSSSSSF
VDLNDPFALLNEDEDTLDDSVMIPGTTSREFQGIPEPPRQSQDLNNSQ@KQEDESTN
PIKKQELRYQELPPVQEDDESEYTTDSQESIDQPGSDNEQGVDL?PPPLYAQEKRQD
PIQHPAANPQODPFGSIGDVNGDILEPIRSPSSPSAPQEDTRMREAYEL SPDFTNDED

NQONWPQRVVTKKGRTFLYPNDLLQTINPPESLITALVEEYQNPVSAKELQADWPDMS
FDERRHVAMNI, ‘ ’

SEQ ID NO: 38: Secuencia de aminoacidos de VP24 de |la cepa Musoke del virus de Marburg

MAELSTRYNLPANVTENS INLDLNSTARWIKEPSVGGWIVKWGNFVFHIPNTGMTLL

HHLKSNFVVPEWQQTRNLE SHLFKNPKSTI IEPFLALRILLGVALKDQELQQSLIPG
FRSIVHMLSEWLLLEVISAIHISPNLLGIYLTSDMFKILMAGVKNEFNKMETLHVVN
DHGKPSS IEI‘KL?TGQQI IX TRVNMGFLVEVRRIDIEPCCGETVLSESVVFGLVAEAV
LREHSQMEKGQPLNLTQYMNSKIAI

SEQ ID NO: 39: Secuencia de aminoacidos de VP30 de la cepa Musoke del virus de Marburg

MOQPRGRSRTRNHQVTPTIYHETQLPSKPHY TNYHPRARSMS STRSSAESSPTNHIP
RARPPSTFNLSKPPPPPKDMCRNMK T GLPCADPTCNRDHDLDNL TNRELLLLMARKM
LPNTDKTFRSPQDCGSPSLSKGLSKDKQEQTKDVLTLENLGHILSYLHRSEIGKLDE
TSLRAALSLTCAGIRKTNRSLINTMTELHMNHENLPQDONGVIKQTYTGTHLDKGGQ
FEAALWQGWDKRS I SLEVQAALYVMNNTPCESSISVOASYDHF ILPQSQGKGQ

SEQ ID NO: 40: Secuencia de aminoacidos de VP35 de |la cepa Musoke del virus de Marburg

MWDSSYMQOVSEGLMTGKVPIDQVEGANPLEKL YKRRKPKGTVGLQCSPCLMSKATS
TDDIIWDQLIVKRTLADLLIPINRQISDIQSTLSEVTTRVHEIERQLHEI TPVLEMG
RTLEAISKGMSEMLAKYDHLVISTGRTTAPAAAFDAYLNEHGVPPPOPATFKDLGVA
QQACSKGTMVKNATTDAADKMSKVLELSEETFSKPNLSAKDLALLLFTHLPGNNTPF
HILAQVLSKIAYKSGKSGAFLDAFHQILSEGENAQAALTRLSRTFDAFLGVVPPVIR_
VKNFQTVPRPCOKSLRAVPPNPT IDKGWVCVYSSEQGETRALKT

SEQ ID NO: 41: Secuencia de aminoacidos de VP40 de |la cepa Musoke del virus de Marburg
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MASSSNYNTYMQYLNPPPYADHGANQL IPADQLSNQQGI TPNYVGDLNLDDQFKGNV
. CHAFTLEAIIDISAYNERTVKGVPAWLPLGIMSNFEYPLAHTVAALLTGSYTITQFT
-HNGQKFVRVNRLGTGIPRHPLRMEREGNQAFIQNMVIPRNFSENQFTYNLTNLVLSV

OKLPDDAWRPSKDKLIGNTMHPAVS I HPNLPPTVLPTVKKQAVRQHKNPNNGPLLAT

SGILHQLRVEKVPEKTSLFRISLPADME SVKEGMMKKRGENSPVVYFQAPENFPLNG
FNNRQVVLAYANPTLSAV '

SEQ ID NO: 42: Secuencia de aminodacidos de L de la cepa Musoke del virus de Marburg

MQHPTQYPDARLSSPIILDQCDLLARSLGLYSHYSHNPKLRNCRIPHHIYRLRNSTA
LKTFLQNCSILTVPFHSIWDHIﬁTSIQYDAINHVDDFKYLL?SELVKYANWDNEFLK
AYLNKILGLDHVFSASARSQCEDFSPKENPYYWGMLLLVHLSQLARRIKGQRGSLRS
NWKFIGTDLELEGIADFVIEKVPVKTIIRNAVSLQASKPGLRIWYRDQNLTPYLCDD
EFIVSVASYECFIMIKDVF IERYNTWEICARAWLEDSDGADYPPLDVLGELYNQGDQ
IIAMYLEDGFKLIKHLEPLCVSCIQTHGIFTPRKYWFQSQMIKSYYDELHDLNLKLQ
ISDNKAECAQNFIKTIVQAKLTPQOYCELFSLOKEWGHPVLYNDVALDKVKKHAQST
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KILKPKVMFETFCVFKF IVAKNHYHSQGSWYKTTHDLHLTPYLRQHIVSNSFPSQAR
IYQHLWEWYFVEHEPLFSTKIISDLSIFIKDRATAVNQECWDSVFDRSVLGYNPPVRA
© FQSKRVPEQFLGOADFSLNQILEFAEKLEYLAPSYRNF SFSLKEKELNTGRTFGKLP
YRVRNVQTLAEALLADGLAKAFPSNMMVV TEREQKEALLHQASWHHNSASIGENATIV
RGASFVTDLEKYNLAFRYEFTREF I DYCNRCYGVKNLEFDWMHFL I PLCYMHVSDEY S
PPHCVTEDNRNNPPDCANAYHYHLGGIEGLOOKLWTCISCAQITLVELKTKLKLKS S
VMGDNQCITTLSLEPIDAPNDYQENEAELNAARVAVELAITTGY SGIFLKPEETFVH
SGFIYFGKKQYLNGVOLPQSLKTMARCGPLSDSIFDPLOGSLASIGTSFERGTSETR *
" HIFPSRWIASFHSMLAINLLNQNHLGFPLGENIDISCFKKPLTFSEKLIALITPQVL .
GGLSFLNPEKLFYRNISDPLTSGLFQLKNALEFLEKEELFYILISKKPGLADASDFV
MNPLGLNVPGSKEI ITFLRQTVRENITITSONRI INSLFHIGSDLEDQRVCEWLLSS
NPVMSRFAADIFSRIPSCKRLOVLGYLEGTRTLLASRTISLTTEGTMLMKLRELTRN
RWKSWFSY IDALDDDLSESLEKFTCTVDVANFLRAYSWSDVLKGKRLIGATLPCLLE
QFEVEWINLSEDLREQFNLSSDSKSTINLLPYDCKELRLEGSNDTELNYVSCALDRK
VVQKHPSVNRLAWT IGNRAPY IGSRTEDKIGYPPLRVNCPSAALKEAIEMVSRLLWY
TQGTADREKLLIPLLNSRVNLDYQTVLNFLPTHY SGNIVHRYNDQYGQHSFMANRMS
NTSTRATISTNTLGKYAGGGQAATDSNITFQNTINLGVAVLDIALSLAKLSSASNVT
7FRLMLNKCCTRHVPSEYLYFDKPLDVDLNKYMDNELVYDNDPLCSGIKGRLGRVSRS
TLTLSLNVSDIGSYDFPTIAAWTLGETIVGSIFSDESSQSTDPISSGCTKTFVTHEL
| VYPVESIFYAFGANLIVESLSLSRTKSIKNLSDLTFLISSTIRNLSHRSLRILQSTF
RHELVLTRLAHHIPLISLMLGGSAGEKS SSDAVRLFLTASYONF INNF SCLMKKGQS
SLPVWLYFPSEGQQLKPILKILQRLSDLLSPDKIQKRKTLADTCCPIGSFWVYPSKS
TRTNHY YASLNYWRDKANKVKNTPFSHLINCSFPEFSSHTSSVSSNQQVINSKYIVY
PENTITEINARTRLINYGSTALOGMDTKMPLSEQNLVENCRPSEGIRFKDNQKITKHD
QRCEREESSPQOMFPEDNMQTPAHIHSSSPFQILIKSLDAHEDFDASKIILNSEINN
LNLTEYTLNTKLLTTPTRTEILDTSPLQSSRYSSTSRERSLLSREQASYLYVDCSNI
- PSTSLDPGFRSMSDONQVOML INTYKRDLHACEF DSNQF CRF TGVV SSMHYKLYDLLP
PGKLKKAICLAEGEGSGARLLKWKETDY LFFNTLATDSQQEAR LLSGRV IPRMLYN
. IDRLSALLESRRLILNNLTIQITDITNPLWLDSVIQYLPEDSDILTMDAETTKDETR
FQLYKTIVNIWTRTSPNIPKISIIKVFLLDYEGTLFLMKNATQYYGQVQLKKPYSSN
AKNSEWYLCCGKRRIQRLQIDFSDQVGIFLICKAMSRORQAIBYWLKHIEKNYPASL.
HEFFLTLGFPSLESSFCHRYTIPFSEGKALFHKVQSYVRQGKQHLHSLMLDYENNSP
LLDLRNHF TCSLRGKITKYYNDILKLNI.VIKAVEKGKNWSQLVEILPNMHSVCIVHV
DHECSGCEKRLLLKLDFIRNTKIAEQKLLNRVIGYILFFPFGLEKSGSLRA

SEQ ID NO: 43: Secuencia de nucleétidos del vector de vacuna BNSP333-GP de los Ejemplos

47



ES 2528472 T3

. AGTTITTITCAAAAGGCCTGGATCTATTAT TCAGACAGAT CAGACCTCATCGGGT TACGGGAGGATCARA
TATACTGCTTAGATGCGTCCAACGGCCCAACCTGT TGGAATGGCCAGGATGGCGGECTAGAAGGCTTAL
GGCAGAAGGGCTGGAGTCTAGTCAGCTTATTGATGATAGATAGAGAATCTCAAATCAGGAACACAAGAA
CCAARATACTAGCTCAAGGAGACAACCAGGTTTTATGTCCGACATACATGTTGTCGCCAGGGCTATCTC
AAGAGGGGCTCCTCTATGAAT TGGAGAGAATATCAAGGAATGCACTTTCGATATACAGAGCCGTCGAGG
AAGGGGCATCTAAGCTAGGGCTGATCATCAAGARAGAAGAGACCATGTGTAGTITATGACTTCCICATICT !
ATGGAAARACCCCTTIGITTAGAGGTARCATATTGGTGCCTGAGICCARAAGATGGGCCAGAGTCTCTT
GCGTCTCTAATGACCAAATAGTCAACCTCGCCAATATAATGTCGACAGTGTCCACCAATGCECTARCAG
TGGCACAACACTCTCAATCTTTGATCAAACCGATGAGGGATTTTCTGCTCATGTCAGTACAGGCAGTCT
TTCACTACCTGCTATTTAGCCCAATCTTARAAGGGAAGAGTTTACAAGATTCTGAGCGCTGAAGGGGAGA
GCTTTCTCCTAGCCAIGTCAAGGATAATCTATCIAGATCCTTCTTTGGGAGGGATATCTGGAATGTCCC
TCGGAAGATTCCATATACGACAGTTCTCAGACCCTGTCTCTGAAGGGTTATCCTTCTGGAGAGAGATCT
GGTTAAGCTCCCAAGAGTCCTGGAT TCACGCGT TGTGTCARAGAGGC TGGARRCCCAGATCT TGGAGAGA
GARCACTCGAGAGCT TCACTCGCCTTCTAGAAGATCCGACCACCTIARATATCAGAGGAGGGGLCAGTC
CTACCATICTACTCAAGGATGCAATCAGAMAGGCTITATATGACGAGGTGGACAAGGTGGARAATTCAG
AGTTTCGAGAGGCAATCCTGTTGTCCAAGACCCATAGAGATAATTTTATACTCTTCTTAATATCTIGTIG
AGCCTCTGTTTICCTCGATTTICTCAGTGAGCTATTCAGTITCGTCTTTEITTGGGAATCCCCGAGTCAATCA
TTGGATTGATACAAAACTCCCGAACGATAAGAAGGCAGT TTAGARAGAGTCTCTCAAARRCTTTAGAAG
'AATCCTTCTACAACICAGAGATCCACGGGATTAGTCGGATGACCCAGACACCTCAGAGGGTTGGGGGGG
TGTGGCCTTGCTCTTCAGAGAGGGCAGATCTACT TAGGGAGATC TCTTGGGGAAGAAAAGTGGTAGGCA
CGACAGTTCCTICACCCTTCTIGAGATGTTGGGATTACTTCCCAAGTCCTCTATTECTITGCACTIGTIGGAG
CAACAGGAGGAGGCAATCCTAGAGTTTICTGTATCAGTACTCCCGICCTTTGATCAGTCATTITITTTCAC
GAGGCCCCCTAAAGGGAIACTTGGGCTCGTCCACCTCTATGTCGACCCAGCTATTCCATGCAIGGGAAA
AAGTCACTAATGITCATGTGGTGAAGAGAGCTCTATCGTTARAAGARATCTATARACTGGTICATTACTA
GAGATECCAACTTGGCTCARGCTCTAATTAGGAACATTATGICTCTGACAGGCCCTGATTTCCCTCTAG
AGGAGGCCCCTGTCTTCARAAGGACGGGGTCAGCCTTGCATAGGT TCAAGTCTGCCAGATACAGCGAAG
GAGGGTATICTTCTGTCTGCCCGAACCTCCTCTCTCATATTTCTGTTAGTACAGACACCATGTCTGATT
TGACCCAAGACGGGAAGAACTACGATITCATGTTCCAGCCATTGATGCTTTATGCACAGACATGGACAT
CAGAGCTGGTACAGAGAGACACAAGGUTAAGAGACTCTACGTTTCATTGGCACCTCCGATGCAACAGGT
GIGTGAGACCCATTGACGACGTGACCCTGGAGACCTCTCAGATCTTCGAGT TICCGCGATGEGTICGAAAR
GARATATCCAGAATGGTTTCTGGGGCTGTGCCTCACTTCCAGAGGCTICCCGATATCCGTCTGRAGACCAG
GAGATTTTGAATCTCTAAGCGGTAGAGAAARGTCTCACCATATCGGATCAGCTCAGGGGCTCTTATACT
CAATCTTAGIGGCAATTCACGACTCAGGATACAATGATGGRAACCATCTICCCTIGTCAACATATACGGCA
AGGTTTGCCCTAGAGACTATITGAGAGGGCICGCAAGGGGAGTATTGATAGGATCCTCGATTTGCTTCT
TGACAAGAAIGACAAATATCAETATTAATAGACCTCITGAATTGGTCTCAGGGGTAATCTCATATATTC
TCCTGAGGCTAGATAACCATCCCTCCTTGTACATAATGQTCAGAGAACCGTCICTIAGAGGAGAGATAT
TTTCTATCCCTCAGAAAATCCCCGCCGCTTATCCAACCACTATGAAAGAAGGCAACAGATCAATCTTGT
GTTATCTCCAACATGTGCIACGCTATGAGCGAGAGATAATCACGQCGTCICCAGAGAATGACTQGCTAT
GGATCTITITCAGACTTTAGAAGTGCCAARATGACGTACCTATCCCTCATTACTTACCAGTCTCATCTITC
TACTCCAGAGGGTTGAGAGAAACCTATCTAAGAGTATGAGAGATAACCTGCGACAATTGAGTTCTITGA
TGAGGCAGGTGCTGGGCGGGCACGGAGAAGATACCTTAGAGTCAGACGACAACATTCAACGACTGCTAA
 AAGACTCTTTACGAAGGACAAGATGGGTGGATCAAGAGGTGCGCCATGCAGCTAGAACCATGACTGGAG
ATTACAGCCCCAACKAGAAGGTGTCCCGTARGGTAGGATGTTCAGAATGGGTICIGCTCTGCTCARCAGG -
TTGCAGTCTCTACCTCAGCAAACCCGGCCCCTGTCTCGGAGCTTGACATAAGGGCCCTCTCTAAGAGGT
TCCAGAACCCTITGATCTCGGGCTTGAGAGTGGTTCAGTGGGECARCCGCTGCICATTATAAGCTTAAGT
CTATTCTAGATGATCTCAATGTTTTCCCATCTCTCTGCCT TG TAGTTGGGGACGGGTCAGGGGGGATAT
CARGGGCAGTCCTCAACATGTITCCAGATGCCARAGCTTGTGTTCAACAGTCTTTTAGAGGTGART GACC
TGATGGCTTCCGGAACACATCCACTGCCTCCTTCAGCAATCATGAGGGGAGGAARTGATATCGTCTCCA
GAGTGATAGATC?TGACTCAETCTGGGAAAAACCGTCCGACTIGAGAAACTTGGCAACCTGGAAATACT
vTCCAGTCAGTCCAAAAGCAGGTCAACATGTCCTATGACCTCATTATTTGCGATGCAGAAGTTACTGACA
TTGCATCTATCAACCGGATCACCCTGTTAATGTCCGATT TTGCATTGTCTATAGATGGACCACTCTATT
TGGTCTTCAAAACTYATGGGACTATGCTAGTARATCCAAACTACAAGGCTATTCAACACCTGTCAAGAG .
CGTTCCCCTCGGTCACAGGETITATCACCCAAGTAACTICGTICTTITTITCATCTGAGCTCTACCTCCGAT
TCTCCAAACGAGGGAAGTTTTTCAGAGATGCTGAGTACTTGACCTCTTCCACCCTTCGAGAAATGAGCC
TTGTGTTATTCAATTGTAGCAGCCCCAAGAGTGAGATGCAGAGAGCTCGT TCCTTGAAC TATCAGGATC .
TTGTGAGAGGATTTCCTGRAGARATCATATCABATCCTTACAATGAGATGATCATAACTCTGATTGACA
GTGATGTAGAATCTTT TCTAGTCCACAAGATGGTTGATGATCTIGAGT TACAGAGGGGAACTCTGTCTA
AAGTGGCTATCATTATAGCCATCATGATAGTTTTCTCCAACAGAGTCTICARCGTTTCCAAACCCCTAA
CTGACCCCTCGTTCTATCCACCGTCTGATCCCAARATCCTGAGGCACT TCAACATATGT TGCAGTACTA
TGATGTATCTATCTACTGCTTTAGGTGACGTCCCTAGCTTCGCAAGACTTCACGACCTGTATAACAGAC
CTATAACTTATTACTTCAGAAAGCAAGTCAITCGAGGGAACG?TTATCTATCTTGGAGTTGGTCCAACG
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CCATACTCTAATGACAACTCACARAATGTGTGCTAATTGGAGTACTATACCARACT TCAGATTTTTGGC
CGGAACCTATGACATGCTI TTICTCCCGGATTGAGCATCTATATICAGCAATCAGAGTGGECACAGTTGT
CACTGCTTATGAAGACTGTTCAGGACTGGIATCATTTACTGGGTTCATAAAACAAATCAATCTCACCGC
TAGAGAGGCAATACTATATTTCTTCCACAAGAACT TTGAGGCAAGAGATAAGAAGAATGT T TGAGCCAGG
GCAGGAGACAGCTGTTCCTCACTCITATTTCATCCACTICCGTTCACTAGGCT TGAGTGGGAAATCTCC
TTATTCATCAAATGCTGT TGGTCACGTGTTCAATCTCATTCACTTTGTAGGAT GCIATATGGGTCARGT
CAGATCCCTABRATGCARCGGTTATTGCTGCATGTGCTCC TCATGARATGICTGT TCTAGGGGGCTATCT
GGGAGAGGAAT TCTTCGGGARAGGGACATTTGARAGARAGATTCTTCAGAGATGAGAAAGAACTTCAAGA
ATACGAGGUGGCTGAAC TGACARAGACTGACGTAGCACTGGCAGATGATGGAACTGCTCAACTC TGACGA
CGAGGACTACTTTTCAGGTGAAACCAGAAGTCCGEAGGC TGTTTATACTCGAATCATGAT GAATGGAGG
TCGACTABRAGAGATCTCACATACGGAGATATGTCTCAGTCAGTECCAATCATCAAGCCCGTCCAAACTC
ATTCGCCGAGTTTCTABACAAGACATATTCGAGTGACTCATAAC atgaaaaaaactaacacccctceceg
tacaCCGCCACCatgGGTGTTACAGGAATAT TGCAGTTACCTCGTGATCGAT TCAAGAGGACATCATTC
TETCTTTGGGTAATTATCCTTTTCCARAGAACAT T TTCCATCCCACT TGGAGTCATCCACAATAGCACA
TFACAGGTTAGTGATGTCGACAAACTAGTTTGTCGTGACAARCTGTCATCCACAAATCAATTGAGATCA
GTTGGACTGAATCTCGAAGGGAATGGAGT GGCARCTGACGTGCCATCTGCARCTABAAGATGGGGCTTE
AGGTCCGGTGTCCCACCAAAGGTGETCAAT TATGAAGC TGGTGARATGGGCTGARAACTGCTACAATCTT
GAAATCARARAAAACCTGACGGGAGTGAGTIGTC TACCAGCAGCGCCAGACGGGAT TCGGGGCTTCCCCCER
TGCCGGTATGTGCACARAGTATCAGGARCGGGACCGTGTGCCGEAGACTTTGCCTTCCATAARGAGGGT
GCTTICITCCTGTATGATCGACTTGCTICCACAGTTATCTACCGAGGAACGACTTTCGCT GAAGGTGTC
GITGCATTTCTGATACTGCCCCARGCTAAGAAGGACTTCTTCAGCTCACACCCCT IGAGAGAGCCGGTC
BATGCAACGGAGGACCCGTCTAGTGGCTACTATICTACCACAAT TAGATATCAGGCTACCEGTITTTGGA
ACCAATGAGACAGAGTACTTGT TCGAGGT TGACAATTTGACCTACGTCCAACT TGAATCAAGAT TCACA
CCACAGTTICTGCTCCAGCTGAATGAGACAATATATACAAGTGGGAAAAGGAGCAATACCACGGGARRA
CTAATTTGGAAGGLCAACCCCGAAATTGATACAACAATCGGGGAGTGGGCCTTCTGGGARAacTAAARAR
AACCTCACTAGARAAATTCGCAGTGARGAGI TgTCTITCACAGT TGTATCARACAGAGCCAAABRACATC
AGTGGTCAGAGTCCGECGCGAACTTCTTCCGACCCAGGGACCAACACAACAACTGAAGACCACAARATC
ATGGCITCAGAARATTCCTCTGCAATGGT TCAAGTGCACAGTCAAGGAAGGGAAGCTGCAGTGTCGCAT
CIGACAACCCCTIGCCACAATCTCCACGAGTICT TCAACCCCCCACAACCAAACCAGGTCCGGACARCAGT
ACCCACAATACACCCGTGTATARACTTGACATCTCTGAGGCAACTCAAG T TEAACAACATCACCGCAGA
BCAGACARACGACAGCACAGCCTCCGACACTCCCTCTGCCACGACCGCAGCCGGACCCCCARAAGCAGAG
AACACCARCACGAGCAAGAGCACTGACTTCCTGGACCCCGCCACCACAACAASTCCCCAARACCACAGC
GAGACCGCTGGCAARCARCAACACTCATCACCAAGATACCGGAGAAGAGAGE GUCAGCAGCGGGAAGCTA
GGCTTAATTACCAATACTATIGCTGGAGTCGCAGGAC TGATCACAGGCGGGAGARGAARCTCGAAGAGAA
GCAATTGTCAATGCTCAACCCAAATGCARCCCTART TTACAT TACTGGACT ACTCAGGATGAAGGTGCT
GCAATCGGACTGGCCTGGATACCATATT TCGGGCCAGCAGCCGAGGGAATT TACATAGAGGGGCTAATG
CACAATCAAGATGGTTTAATCTGTGGGT TGAGACAGC TGGCCARCGAGACGACTCAAGCTCTICARC TG
TTCCTGAGAGCCACARCTGAGCTACGCACCT TTTCAATCCTCAACCGTAAGGCAATTGATTICTTGCTG
CAGCGATGGGGCGECACATGCCACATTCTGGGACCEGACTGCTGTATCGAACCACATGAT TGGACCAAG
ARCATAACAGACAAAATTGATCAGATTATTCATGAT TT TGTTGATAAAACCCT TCCCGACCAGGGGGAC
 AATGACAATTGGTGGACAGGATGGAGACAATGGATACCGGCAGGTAT TGGAGT TACAGGCGTTGTAATT
GCAGTTATCGCTTTATTCTGTATATGCARATTTGTCTT TTAGGAGC TAGCCATGARRAARRCTARCACC
' CCTCCTTTCGAACCATCCCAAACATGAGCAAGATCTTTGTCAATCCTAGTGCTAT TAGAGCCGGTCTGE
CCGATCTTGAGATGGCIGAAGARACTGT TGATC TGATCAATAGAAATATCGAAGACAATCAGGCTCATC
TCCARGGGGAACCCATAGAGGTGGACARTCTCCCTGAGGATATGGGGCGACTTCACC TGGATGATGGAR
AATCGCCCAACCATGGTGAGATAGCCARGGTEGGAGAAGGCAAGTATCGAGAGGACTTTCAGATGGATG
AAGGAGAGGATCCTIAGCTTCCTGT ICCAGTCATACCTGGARAATGTTGGAGTCCARATAGTCAGACARAR
TGAGGTCAGGAGAGAGATTTCT CAAGATATGGTCACAGACCGTAGAAGAGATTATATCCTATGTCGCGG
TCAACTTTCCCAACCCTCCAGGARAGTCE TCAGAGGATAAATCARCCCAGACTACTGGCCGAGRGCTCE |
AGAAGGAGACAACACCCACTCCTTCTCAGAGAGAARGCCAATCATCGARAGCCAGGATGGCGGCTCAAR

TTGCTTCTGGCCCTCCAGCCCTTGARTGGTCGGCTACCAATGAAGAGGATGATCTATCAGTGGAGGCTG
AGATCGCTCACCAGAT TGCAGAAAGTTTCTCCARAAAATATAAGT TTCCCTCTCGATCCTCAGGGATAC
TCTTGTATRATTT TGAGCAATTGARAATGAACCTTGATGATATAGT TARAGAGGCAARARAATGTACCAG
GTGTGACCCGTTITAGCCCATGACGGGTCCARACTCCCCCTAAGATGTGTACTGGGATGGGTCGCTTTGG
CCAACTCTAAGRAATTCCAGTTGT TAGTCGAATCCGACAAGCTGAGTAAAARTCATGCAAGATGACTTGA
ATCGCTATACATCTTGC TAACCGAACCTCTCCCCTCAGTCCCTCTAGACAATARAAATCCGAGATGTCCC
AAAGTCAACATGAAAARAACAGGCAACACCACTGATARAATGAACCTCCTACGTAAGATAGTGAARRAC
CGCAGGGACGAGGACACTCARARATCCTCTCCCGCGTGAGCCCCTCTGGATGACGATGACTTGTGGCTT
CCACCCCCTGAATACGTCCCGCTGARAGAACT TACAGGCARGARGAACAT GAGGAACTTTTGTATCAAC-
GGARGGGTTAAAGTGTGTAGCCCGAATGGT TACTCGT TCAGGATCCTGCGGCACATT CTGARATCATTC
GACGAGATATATTCIGGGARTCATAGGATGATCGGGT TAGTCAARGTGGT TAT TGGACTGGCTTTGTCA
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GGATCTCCAGTCCCTGAGGGCCTGAACTGGGTATACAAATTGAGGAGAACCTTTATCTTCCAGTGGGCT

GATTCCAGGGGCCCTCTTGARGGGGAGGAGTTGGAATACTCTCAGGAGATCACTTGGGATGATGATACT

GAGTTCGTCGGAT TGCARATAAGAGTGATTGCAARACAGIGTCATATCCAGGGCAGAGTCTGGTIGTIATC

AACATGAACCCGAGAGCATGTCAACTATGGICTGACATGTICTCITTCAGACACARAGGTCCGAAGAGGAC

AAAGATTCCTCTCIGCTTCTAGAATAATCAGATTATATCCCGCARATTTATCACTTGTTTACCTCTGGA
GGAGAGAACATATGGGCTCAACTCCARCCCTIGGGAGCAATATARCAAAARACATGTTATGGTGCCATT

AAACCGCTGCATTTCATCARAGTCAAGTTGATTACCTTTACATITTGATCCTICTTGGATGTGAARAAAS

CTATTAACATCCCICAAAAGACCccgggAAAGATGGTTCCTCAGGCTCTCCTGTTTGTACCCCTTCTGG

TTTTTICCATTGTGTFITGGGAAATTCCCTATTTACACGATACCAGACAAGCTTGGTCCCTIGGAGTCCGA
TTGACATACATCACCTICAGCTGCCCARACAATTTGGTAGTGGAGGACGAAGGATGCACCAACCTGTCAG

GGTTCTCCTACAIGGAACITAAAGTTGGAIACATCTTAGCCATAAAAGTGAACGGGTTCACTTGCACAG
GCGTTGTGACGGAGGC TGAAACCTACACTAACTICGTTGGT TATGTCACAACCACGT TCAARAGARAGT

ATTTCCGCCCAACACCAGATGCATGTAGAGCCGCGTACAACTGGAAGATGGCCGGTGACCCCAGATATG

AAGAGTCTCTACACAATCCGTACCCTGACTACCGCTGECTTCGAACTGTAARAACCACCAAGGAGTCTC

TCGTTATCATATCTCCAAGTGTGGCAGATTTGGACCCATATGACAGATCCCTICACTCGAGGGICTITCC

CTAGCGGGRAGTGCTCAGGAGTAGCGGTGICITCTACCTACTGCTCCACTAARCCACGATTACACCATTT
GGATGCCCGAGAATCCGAGACTAGGGATGTCTTGTGACATTTTTACCAATAGTAGAGGGAAGAGAGCAT
CCAAAGGGAGTGAGACTTGCGGCTTTGTAGATGAAAGAGGCCIAIATAAGTCTTTAAAAGGAGCATGCA
AACTCAAGTTATGTGGAGTICTAGGACTTAGACTTATGGATGGAACAICGGTCTCGATGCAAACATCAA
ATGAAACCAAATGGTGCCCTCCCGATAAGTIGGTGAACCTGCACGACTTTCGCICAGACGARAT TGAGC

ACCTTGTITGTAGAGGAGT TGGTCAGGAAGAGAGAGGAGTGTCTGGATGCACTAGAGTCCATCATGACAA
CCARGTCAGTGAGTTTCAGRCGTCTCAGTCATTTARGARARCTTGTCCCTGGET T TGGARAAGCATATA
CCATATTCAACAAGACCTTIGATGGAAGCCGATGCTCACTACAAGTCAGTICgagACTTGGAARTGAGATCC

TCCCTTCABBAGGGTGIT TAAGAGTTGGGGEGAGGTGTCATCCTCATGTGAACGGGGTGTTTITCAATG
GTATAATATTAGGACCTGACGGCAATGTCTTAATCCCAGAGATGCAATCATCCCTCCTCCAGCAACATA
TGGAGTTGTTIGGAATCCTCGGTTATCCCCCTTGTGCACCCCCTGGCAGACCCGTCTACCGTTTICAAGG

ACGGIGACGAGGCTGAGGATTTIGTTGARGT TCACCTITCCCGATGTGCACARTCAGGTCTCAGGAGTIG

ACTTGGGTCTCCCGAACTGGGGGAAGTATGTATTACTGAGTGCAGGGGCCCTGACTGCCTTGATGTITGA
TAATTTICCTGATGACATGITGTAGAARGAGTCAATCGATCAGARCCTACGCARCACAATCTCAGAGGGA
CAGGGAGGGAGGTGTCAGTCACTCCCCARAGCGGGAAGATCATATCTTCATGGGAATCACACANGAGTG
GCGGTGAGACCAGACTGTAAL taattaaCGICCTTICAACGATCCARGTICcatgaaaaaaactaacace
cctececcgtacctage TTATARAGTGCTGGGTCATCTARGCETTTCAGTCGAGARAAAANCATTAGATCA
GAAGAACAACTGGCAACACETICTCAACCTIGAGACTTACTTCAAGATGCTCGATCCTGGAGAGGTICTATG
ATGACCCTATTGACCCAATCGAGTTAGAGGCTGAACCCAGAGGAACCCCCATIGTCCCCAACATCTTGA
GGAACTCTIGACTACAATCTCAACTCTCCTTTGATAGAAGATCCTGCTAGACTAATGTTAGAATGGTTAA
AMACAGGGAATAGACCTTATCGGATGACTCTARCAGACAATTGCTCCAGGTCTTTCAGAGTTTIGAAAG
ATTATTTCARGAAGGTAGATTITGGGTTCTICTCAAGGTGGGCGGAATGGCTGCACAGTCAATGATTICIC
TCTGGTTATATGGTGCCCACTCTGARTCCAACAGGAGCCGGAGATGTATAACAGACTTGGCCCATTICT
ATTCCAAGTCGTCCCCCATAGAGAAGCTGTTGAATCTCACGCTAGGAAATAGAGEGCTGAGAATCCCCC -
CAGAGGGAGTGTTAAGTTGCCTIGAGAGGGTTGAT TATGATAATGCAT TTGGAAGGTATCTTGCCARCA
CGTATTCCTCTTACTTGTTCTTCCATGTAATCACCTTAIACATGAACGCCCTAGACTGGGATGAAGAAA
AGACCATCCIAGCATTATGGAAAGATTTAACCTCAGTGGACATCGGGAAGGACTTGGIAAAGTTCAAAG
ACCAAATATGGGGACTGCTGATCGIGACAAAGGACTTTGTTTACTCOCARAGT TCCAATTGTCITTTTG
ACAGAAACTACACACTTAIGCTAAAAGATCTTTTCTTGTCTCGCTICAACTCCTTAAIGGTCITGCICT
CTCCCCCAGAGCCCCGATACTCAGATGACTTGATATCTCARCTATGCCAGCTGTACATTGCTGGGGATC
AAGTCTTGTCTATGTGTGGAAACTCCGGCTATGAAGTCATCAAAAIATTGGAGCCATAIGTCGTGAATA
GTTTAGICCAGAGAGCAGAARAGTTTAGGCCTCTCATTCATTCCTITGGGAGACTTICCTGTATTTATAA
AAGACAAGGTAAGICAACTTGAAGAGACGTTCGGTCCCTGTGCAAGAAGGITCTIIAGGGCICIGGAIC
AATTCGACAACATACATGACTTGGTTTITGTGTTTGGCTGTTACAGGCATTGGGGGCACCCATATATAG
ATTATCGAAAGGGTCTGTCAAAACTATATGATCAGGTTCACCTTAAAAAAATGATAGATAAGTCCIACC
AGGAGTGCTTAGCAAGCGACCTAGCCAGGAGGATCCTTAGATGGGGTE TTGATARGTACTCCAAGTGGT
ATCTGGATTCAAGATTCCTAGCCCGAGACCACCCCTTGACTCCTTATATCAAAACCCAARCATGGCCAC
CCAAACATATTGTAGACTTGGTGGGGGATACATGGCACAAGCTCCCGATCACGCAGATCTTTGAGATTC
CTGAATCARATGGATCCGTCAGARATATTGGATGACAAATCACATTCTETCACCAGARCGAGACTAGCTT

CTTGGCTGTCAGAAAACCGAGGGGGGCCTGTTCCTAGCGARARAGTTATTATCACGGCCCTGICTAAGT
CGCCIGTCAATCCCCGAGAGTTICTGAGGTCTATAGACCTCGGAGGATTGCCAGATGAAGACTTGATAA
TTGGCCTCAAGCCAAAGGAACGGGAATTGAAGATTGAAGGTCGATTICTITGCTCTAATGTCATGGRATC
TAAGATTGTATITTGTCATCACTGAAARACTCTTGGCCAACTACATCTTGCCACTTT TTGACGCGCTGA
CTATGACAGACAACCTGAACAAGGTGTTTARARAGC TGATCGACAGGGTCACCGGGCAAGGGCTTITGE
ACTATTCAAGGGTCACATATGCATTTCACCTGGACTATGARAAGTGGAACAACCATCAAAGATTAGAGT
CARCAGAGGATGTIATITICTGTICCTAGATCAAGTGTTTGGATIGAAGAGAGTGTTTICTAGARCACACG
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ACACCTICAGTGTTCAARRGGGTAGCCTGTAATTCTAGCCTGAGTCTGTCATCTCACTGGATCAGGTTGA
TTTACAAGATAGTGAAGACTACCAGACTCGTIGGCAGCATCAAGGATCTATCCAGAGAAGTGGARAGAC
ACCTTCATAGGTACAACAGGTGGATCACCCTAGAGGATATCAGATCTAGATCATCCCTACTAGACTACA
GTTGCCTGTGAACCGGATACTCCTGGAAGCCTGCCCATGCTARGACTCT TGTGTGATGTATCTTGAARAA
AMACARGATCCTAAATCTGAACCTTTGGTIGTTTGATIGTITTTCTCAt ttttgttgtttatttgttaa

gcgt :

SEQ ID NO: 44: Secuencia de nucleétidos del vector de vacuna BNSP333-GPgscp de los Ejemplos
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ACGCTTAACAACCAGATCAAAGARAARACAGACATIGTCAATIGCAAAGCARARATGTAACACCCCTAC
AATGGATGCCGACAAGATTGTATTCARAGTCAATAATCAGGTGGTCTCTT IGAAGCCTGAGATTATCGT
GGATCAATATGAGTACAAGTACCCTGCCATCAARGATTTGAARAAGCCCIGTATARCCCTAGGAARGGC
TCCCGAT TTABRATAAAGCATACAAGTCAGTITTGTCAGGCATGAGCGCCGCCARACTTAATCCTGACGA
TGTATGTTCCTATTTGGCAGCGGCAATGCAGTTTTT TGAGGGGACATGTCCGGAAGACTGGACCAGCTA
TGGAATTGTGAT TGCACGAARAGGAGATAAGATCACCCCAGGTTCTCTGGTGGAGATAAARCGTACTGA
TGTAGAAGGGAATTGGGCTCTGACAGGAGGCATGGAACTGACAAGAGACCCCACTGTCCCTGAGCATGC
GTCCTTAGTCGGTCT TCTCTTGAGTCTIGTATAGGT TGAGCAARAATATCCGGGCARAACACTGGTARCTA
TAAGACAAACATTGCAGACAGGATAGAGCAGATTTTTGAGACAGCCCCTITTGTTAAAATCGTGGAACA
CCATACTCTAARTGACAACTCACARAATGTGIGCTAATTGGAGTACTATACCAAACTTCAGATITITGGC
CGGAACCTATGACATGTTTTTCTCCCEGATTIGAGCATC TATAT TCAGCAATCAGAGTGGGCACAGTTGT
CACTGCTTATGAAGACTGT TCAGGACTGGTATCATTTACTGGGTTCATARAACAAATCAATCTCACCGE
TAGAGAGGCAATACTATATITCTICCACAAGAACTI TGAGGARGAGATARGAAGARTGTTIGAGCCAGG
GCAGGAGACAGCTGTTCCTCACTCTTATETCATCCACT TCCGTTCACTAGGCTTGAGTGGGARATCTCC
TTATTCATCARATGCTGTTGGTCACGTGTTCAATCTCATTCACTTTGTAGGATGCTATATGGGTCARGT
CAGATCCCTARATGCARCGGTTATTIGCTGCATGTGCTCCTCATGARATGTCTGTI TCTAGGGGGCTATCT
' GGGAGAGGAATTCTTCGGGAARAGGGACATTTGAAAGAAGATTCTTCAGAGATGAGAAAGAACT TCAAGA
ATACGAGGCGGCTGAACTGACARAGACTGACGTAGCACTGGCAGATGATGGARCTGICARCTCTGACGA
CGAGGACTACTTTTCAGGTGAMACCAGARGTCCGGAGBCTGTTTATACTCGAATCATGATGARATGGAGG
TCGACTARAGAGATCTCACATACGGAGATATGTCTCAGTCAGTTCCAATCATCAAGCCCGTCCARACTC
ATTCGCCGAGTITCTAAACAAGACATATTCGAGTGACTCATAACcatgaaaaaaactaacacacctecocel
TACGCCGCCACCatgGGTGTTACAGGAATATTGCAGTTACCTCGTIGATCGAT TCAAGAGGACATCATTC
TTTCTTIGGGTAATTATCCTTTTCCARAGAACAT TEFTCCATCCCACT TGGAGTCATCCACAATAGCACA
'TTACAGGTTAGIGATGICGACAAACTAGTTTGTCGIGACAAACTGfCATCCACAAATCAATTGAGATCA
GTTGGACTGAATCTCGAAGGGAATGGAGTGGCARCTGACGTGCCATCTGCARCTAARAGATGGGGCTTC -
AGGTCCGGTGTCCCACCAAAGGTGGTCAATTATGAAGCTGGTGAATGGGCTGAAAACTGCTACAATCTT
GAAATCAAAAAACCTGACGGGAGTGAGTGTCTACCAGCAGCGCCAGACGGGATTCGGGGCTTCCCCCGG
TGCCGGTATGTGGACAARGTATCAGGAACGGGACCGTGTGCCGGAGACT T TGCCTICCATAARGAGGGT.
GETTTCTTCCTGTATGATCGACT IGCTTCCACAGT TATCTACCGAGGAACGACTTTCGCTGAAGGTGTC
GITGCATTTCTGATACTGCCCCAAGCTAAGAAGGACTTCTTCAGCTCACACCCCTTGAGAGAGCCGGTC -
. AATGCAACGGAGGACCCGTCTAGTGGCTACTAT TCTACCACAATTAGATATCAGGCTACCGGTTTTGGA
ACCAATGAGACAGAGTACTTGTICGACGTTGACAATTIGACCTACGTCCAACTTGAATCARGATTCACA
CCACAGTTTICIGCICCAGCTGAATGAGACAATATATACAAGTGGGAAAAGGAGCARTACCACGGGRAAAR
CTAATTTGGAAGGLCAACCCCGAAATTGATACAACAATCGGGGAGTGGGCCTTCTGGGARACTARAARA .
AACCTCACTAGAAAAaTTCGCAGTGAAGAGTTQTCTTTCACAGTTGTATCAAACAGAGCCAAAAACATC
-AGTGGTCAGAGTCCGGCGCGAACTTCTTCCGACCCAGGGACCAACACAACAACTGAAGACCACAARATC
ATGGCTTCAGAARATTCCICTGCAATGGT TCAAGTGCACAGTCAAGGAAGGGAAGCTGCAGTGTCGCAT
. CTGACAACCCCIGCCACAATCTCCACGAGTCTTCAACCCCCCACARCCARACCAGGTCCGGACAACAGC
ACCCACAATACACCCGIGTATAAACTTGACATCTCTGAGGCAACTCAAGT TGAACAACATCACCGCAGA
ACAGACAACGACAGCACAGCCTCCGACACTCCCTCTGCCACGACCGCAGCCGGACCCCCARARAGCAGAG
AACACCABCACGAGCAAGAGCACTGACT TCCTGGACCCCGCCACCACAACARGTCCCCARARCCACAGE
 GAGACCGCTGGCAACAACRACACTCATCACCAAGATACCGGAGAAGAGAGTGCCAGCAGCGGGAAGCTA
.GGCTTAATTACCAATACTATTGCTGGAGTCGCAGGACTGATCACAGGCGGGAGARGARCTCGARGAGAA
GCAATTGTCAATGCTCAACCCAAATGCAACCCTAATT TACAT TACTGGACTACTCAGGATGRAAGGTGCT
GCAATCGGACTGGCCTGGATACCATATTTCGGGCCAGCAGCCGAGGGARTTTACATAGAGGGGCTARTG
CACAATCAAGBTGGTTTAATCTGTGGGT TGAGACAGC TGGCCAACGAGACGACTCAAGCTCTTCAACTG .
TTCCTGAGAGCCACAACTGAGCTACGCACCTTTTCAATCCTCAACCGTAAGGCAATIGATTTCTIGCTG
CAGCGATLGGGGCGGCACATGCCACATTCTGGGACCGGACTGCTGTATCGAACCACATGATTGGACCAAG
AACATAACAGACAAAATTIGATCAGATTATTCATGATTTTGTTGATAARACCCTTCCGGACCAGGGGGAC
AATGACAATTGGTGGACAGGATGGAGACAATGCATACCGGCAGGTAT ITGCAGTTACAGGCGTTIGTAATT
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GCAGTTATCGCTTTATTCTGTATATGCot taacAGAAGAGTCAATCGATCAGRACCTACGCARCACAAT
CTCAGAGGGACAGGGAGGGAGCTGICAGTCACTCCCCARAGCGGGAAGATCATATCTTCATGGGRATCA
CACAAGAGTGGGGGTGAGACCAGACTGIAAgCTAGCCATGAAAAAAACTAACACCCCTCCITTCGAACC
" ATCCCAAACATGAGCAAGATCTTTGTCAATCCTAGTGCTATTAGAGCCGGICTGGCCGATCTTGAGATG
GCTGAAGAAACTGTTGATCTGATCAATAGAAATATCGAAGACAAICAGGCTCATCTCCAAGGGGAACCC
ATAGAGGTGGACAATCTCCCTGAGGATATGGGGCGACTTCACCTGGATGATGGARAATCGCCCAACCAT
GGTGAGATAGCCAAGGTGGGAGAAGGCAﬂGTATCGAGAGGACTTTCAGATGGATGAAGGAGAGGATCCI
AGCTTCCTGITOCAGTCATACCTGGAAAATGITGGAGTCCAAATAGTCAGACAAATGAGGTCAGGAGAG
AGATTTCTCAAGATATGGTCACAGACCGTAGANGAGAT TATATCCTATGTCGCGGTCAACTTTCCCAAL
CCTCCAGGAAAGICTICAGAGGATAAATCAACCCAGACTACTGGCCGAGAGC TCAAGAAGGAGACAACA
CCCACICCTTCTCAGAGAGAAAGCCAATCATCGAAAGCCAGGATGGCGGCTCAAATTGCTTCTGGCCCT
CCAGCCCITGAATGGTCGGCEACCAATGAAGAGGATGATCTATCAGTGGAGGCTGAGATCGCTCACCAG
ATTGCAGAAAGTTTCTCCAAAAAATATAAGTTTCCCTCTCGATCCTCAGGGATACTCTTGTATAATTTT
GAGCAATTGAARATGAACCTTIGATGATATAGT TAAAGAGGCAARAAATGTACCAGGTGTGACCCGTTTA
GCCCATGACGGGTCCAAACTCCCCCTAAGATGTGTACTGGGATGGGTCGCTTTGGCCAACTCTAAGAAA
TTCCAGTTGTTAGTCGAATCCGACAAGCTGAGTAAAATCATGCAAGATGACTTGAATCGCTATACATCT
TGCTAACCGAACCTCTCCCCTCAGTCCCTCTAGACAATAAAATCCGAGATGTCCCAAAGTCAACATGAA
AAAAACAGGCAACACCACTGATARAATGAACCTCCTACG TARGATAGTGARARACCGCAGGGACCAGGA
CACTCAAAAATCCTICTCCCGCGTCAGCCCCTCTGGATGACGATGACTTGTIGGCTECCACCCCCTGAATA
CGTCCCGCTGAAAGAACTTACAGGCAAGAAGAACAIGAGGAACTTTTGTATCAACGGAAGGGTTAAAGT
GTGTAGCCCGAATGGTITACTCGTTCAGGATCCTGCGGCACAT TCTGAAATCATT CGACGAGATATATTC
TGGGAATCATAGGATGATCGGG TTAGTCARAGTGG T TAT TGGACTGGCTT TG TCAGGATCTCCAGTCCC
IGAGGGCCTGAACTGGGTATACAAAT TGAGGAGAACCTTTATCTTCCAGTGGGC TGAT TCCAGGGGCCC
ICTTGAAGGGGAGGBGTTGGAATACTCTCAGGAGATCACTTGGGATGATGATACTGAGTTCGTCGGATT
GCAAATAAGAGTGAT TGCAAARCAGTGTCATATCCAGGECAGAGTCTGGTGTATCARCATGARCCCGAG
AGCATGTCAACTATGGTCTGACATG?CICTTCAGACACAAAGGTCCGAAGAGGACAAAGATTCCTCTCT
GCTTCTAGAATAATCAGATTATATCCCGCAAATTTATCACTTGITTACCTC?GGAGGAGAGAACATATG<
GGCTCAACTCCAACCCTTGGGAGCAATATAACAAARRACATGTTATGGTGCCATTAMACCGCTGCATTT
CATCRAAAGTCAAGTTIGATTACCTTIACAT TITGATCCTCTTGGATGTGAARRAAARCTATTAACATCCCT
CAAAAGACCcqgggAAAGATGGTTCCTCAGGCICTCCTGTTTGTACCCCTTCTGGTTITTCCATIGTGI‘
TTTGGGARATTCCCIATTTACACGATACCAGACAAGCTIGGTCCCIGGAGTCCGATTGACATACATCAC
CTCAGCTGCCCAAACAAITTGGTAGTGGAGGACGAAGGATGCACCAACCTGTCAGGGTTCTCCTACATG
GAACTTAAAGTTGGATACATCTTAGCCATAAAAGTGAACGGGTTCACTTGCACAGGCGTTGTGACGGAG
GCTGAAACCTACACTAACTTCGITGGTTATGICACAACCACGTTCAAAAGAAAGCATITCCGCCCAACA
_CCAGATGCATGTAGAGCCGCGTACAACTGGAAGATGGCCGGTGACCCCAGAIATGAAGAGTCTCTACAC
AATCCGTACCCTGACTACCGCIGGCTTCGAACTGTAAAAACCACCAAGGAGICTCTCGTTATCATATCT
CCAAGTGTGGCAGATTTGGACCCATATGACAGATCCCTTCACTCGAGGGTCTTCCCTAGCGGGAAGTGC
TCAGGAGTAGCGGTGTCTTCTACCTACTGCTCCACTAACCACGATTACACCATTTGGATGCCCGAGAAI
CCGAGACTAGGGATGTCETGTGACATTTTTACCAATAGTAGAGGGAAGAGAGCATCCAAAGGGAGTGAG.
-ACTTGCGGCTTTGTAGATGAAAGAGGCCTATAZAAGTCTTTAAAAGGAGCATGCAAACTCAAGTTATGT
GGAGTTCTAGGACTTAGACTTATGGATGGAACATGGGTCTCGATGCAAACAICAAATGAAACCAAAIGG
TGCCCTCCCGATAAGTTGGTGAACCTGCACGACTTTCGCTCAGACGAAATIGAGCACCTTGTTGTAGAG
'GAGTTGGTCAGGAAGAGAGAGGAGTGTCTGGATGCACTAGAGTCCATCATGACAACCAAGTCAGTGAGT
TTCAGACGTCTCAGTCATTTAAGAAAACTTGTCCCTGGGTTTGGAAAAGCATATACCATATTCAACAAG
ACCTTGATGGAAGCCGATGCTCACTACAAGTCAGTCgagACTTGGaatGAGAICCICCCTTCAAAAGGG
TGTTTAAGAGT IGGGEGGAGGTGTCATCCTCATGTGARCGGGGIGTTITTCAATGGTATARTATTAGGA

CCTGACGGCAATGTCTTAATCCCAGAGATGCAATCATCCCICCTCCAGCAACATATGGAGTTGTTGGAA_:

TCCTCGGTTATCCCCCTIGTGCACCCCCTGGCAGACCCGTCTACCGT TTTCARGGACGGTGACGAGGCT
GAGGATTTTGTTGAAGTICACCTTCCCGATGTGCACAATCAGGTCTCAGGAGTTGACITGGGTCTCCCG
AACTGGGGGAAGTATGTATTACTGAGTGCAGGGGCCCTGACTGCCTTGATGTTGATAATTTTCCTGATG
ACATGTTGTAGAAGAGTCAATCGATCAGAACCTACGCARCACAATC TCAGAGGGACAGGGAGGGAGGTG
TCAGTCACTCCCCAAAGCGGGAAGATCATATCTTCATGGGAATCACACAAGAGTGGGGGTGAGACCAGA
CTGTAALtaattaaCGTCCTTTCAACGATCCARGTCcatgaaaaaaactaacaccect ccegt acctag
cTTATAAAGTGCTGGGTCATCTAAGCTTITCAGTCGAGARAARAAACAT TAGATCAGEAGAACAACTGGE
AACACTTCTCAACCTGAGACTTACTTCAAGATGCICGATCCTGGAGAGGTCTATGATGACCCTATTGAC_
CCAATCGAGTTAGAGGCTGAACCCAGAGGAACCCCCATTGTCCCCAACATCTIGAGGAACICIGACTAC
AATCTCAACTCTCCTTTGATAGAAGATCCTGCTAGACTAATGITAGAATGGTTAAAAACAGGGAATAGA

CCTTATCGGATGACTCTAACAGACAATIGCTCCAGGTCTTTCAGAGETTIGAAAGATTATTTCAAGAAG '
GTAGATTTGGGTTCTCTCAAGGTGGGCGGAAIGGCIGCACAGTCAATGATTTCTCTCTGGTTATATGGT
GCCCACTCTGAATCCAACAGGAGCCGGAGATGTATAAGAGACITGGCCCATETCTATTCCAAGTCGTCC )
CCCATAGAGAAGCTGTIGAATCTCACGCTAGGAAATAGAGGGC TGAGAATCCECCCAGAGGGAGTGTTA
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AGTTGCCTTGAGAGGGT TGATIATGATAATGCAT I TGGAAGGTATCTTGCCAACACGTATTCCTCTTAC
TTGTTCTTCCATGTAATCACCT TATACATGAACGCCCTAGACTGGGAT GAAGAARAGACCATCCTAGCA
TTATGGARAGATTTAACCTCAGT GGACATCGGGAAGGACTTGGTARAGT TCAAAGACCARATATGGGGA
CTGCTGATCGTGACARAGGACT T TGTT TACTCCCARAGT TCCAATTGTCT TET TGACAGAARACTACACA
CTTATGCTAABRAGATCITTTICTIGICICGCTTCAACTCCTTARATGGTCTTGCTCTCTCCCCCAGAGCCC
‘CGATACTCAGATGACTTGATATCTCAACTATGCCAGCTGTACATTGCTGGGGATCARGTCTTGTCTATG
TGTGGAAACTCCGGC TATGRAGTCATCAARATATTGGAGCCATATGTCGIGAATAGT TTAGTCCAGAGA
GCAGAAAAGTTTAGGCCTCTCATTCATTCCTTGGGAGACTTTCCTGTATT TATAARAGACAAGGTAAGT
CAACTTGAAGAGACGTTCGGTCCCTGTIGCAAGAAGGTTC TT TAGGGCTCTGGATCAAT TCGACAACATA
CATGACTTGGITTTTGIGITIGGCTGT TACAGGCAT TGGGGGCACCCATATATAGAT TATCGAAAGGGT
CTGICAARAACTATATGATCAGGT ICACCTTAAAAAAAT GATAGATAAGTCC TACCAGGAGTGCTTAGCA
AGCGACCTAGCCAGGAGGATCCTTAGATGGGGTTTTGATAAGTACTCCAAGTGGTATCTGGAT TCARGA
TTCCTAGCCCGAGACCACCCCTTGACTCCTTATATCAAAACCCARACATGGCCACCCARACATATTGTA
GACTTGGTGGGGGATACATGGCACAAGLTCCCGATCACGCAGATC T TTGAGAT TCCTGAATCAATGGAT
CCGTCAGARATATTGGATGACAAATCACATTCTT TCACCAGARCGAGACTAGC TTCT TGGCTGTCAGAR
AACCGAGGGGGGCCTGTTCCTAGCGARARAGT TATTATCACGGCCCTGTCTAAGCCGCCTGTCARTCCC
CGAGAGTITCTGAGGTCTATAGACCICGGAGGATTIGCCAGATGAAGACTTGATAATTGGECCTCARAGCCA
AAGGAACGGGAATTGAAGAT TGAAGGTCGAT TCTTTGCTCIAATGTCATGEAATCTAAGAT TGTATTTT
GTCATCACTGAARAACTCTTGGCCAACTACATCTTGCCACTTTTTGACGCGCTGACTATGACAGACAAC
CTGAACARGGTGTTTAAAAAGCTGATCGACAGGGTCACCGGECAAGGGCTTTIGGACTATICAAGGGTIC
ACATATGCATTTCACCTGGACTATGAAAAGTGGAACAACCATCAAAGAT TAGAGT CAACAGAGGATGTA
TTTICTGTCCTAGATCARGTGITTGGAT TGAAGAGAGTGTT TTCTAGAACACACGAGTTTETTCAAAAG
GCCTGEGATCTAT TATTCAGACAGATCAGACCTCATCGGGTTACGGGAGGATCARATATACTGCTTAGAT
GCGTCCAACGGCCCARCCTGTTGGAATGGCCAGGATGECGGGC TAGAAGGC TTACGGCAGAAGEGCTGE
AGTCTAGICAGCTTATTGATGATAGATAGAGAATCTCARATCAGGAACACAAGAACCAAAATACTAGCT
CAAGGAGACAACCAGGTTTTATGTCCGACATACATGTTGTCGCCAGGGCTATCTCARGAGGGGCTCCTC
TATGAATTGGAGAGAATATCARGGAATGCACTTTCGATATACAGAGCCGTCGAGGAAGGGGCATCTAAG
CTAGGGCTGATCATCARGARAGAAGAGACCATGTGTAGTTATGACT TCCTCATCTATGGARARACCCCT
TTGTTTAGAGGTAACATATIGGTGCCTGAGTCCAAAAGATGEGCCAGAGTCICTTGCGTCTCTAATGAC
CABATAGTCAACCTCGCCAATATARTGTCGACAGTGTCCACCAATGCGCTAACAGTGGCACARCACTCT
CAATCTTTGATCAAACCGATGAGGGATTTTCTGCTCATGTCAGTACAGGCAGTCT TTCACTACCTGCTA
TTTAGCCCAATCTTARAGGGAAGAGT TTACAAGATTC TGAGCGCTGAAGGGGAGAGCTTTCTCCTAGCC
ATGTCAAGGATAATCTATCTAGATCCTTCT TIGGEGAGGEATATCTGGAATGICCCTCGGAAGATTCCAT
ATACGACAGTTCTCAGACCCTGICTCTGAAGGGTTATCCTICTGGAGAGAGATCTGGTTAAGCTCCCAA
GAGTCCIGGATTCACGCATTRTGTCAAGAGGC TGGAMACCCAGATCT TGGAGAGAGARCACTCGAGAGE
TTCACTCGCCTTCTAGAAGATCCGACCACC T TARATATCAGAGGAGGGGCCAGTCCTACCATTCTACTC
AAGGATGCAATCAGARAGGCT TTATATGACGAGGTGGACAAGGTGGARAAT TCAGAGT TTCGAGAGGCA
ATCCTGTTGTCCAAGACCCATAGAGATAAT TTTATACTCTICT TAATATC TGT TGAGCCTCTGTTTCCT
CGATTTCTCAGTIGAGCTATTICAGTICGICTITT T TGGGAATCCCCGAGTCANTCATTIGGAT TGATACAA
ARCTCCCGAACGATAAGAAGGCAGTTTAGARAGAGTCTCTCARRARCT TTAGAAGARTCCTTCTACAAC
TCAGAGATCCACGGGAT TAGTCGGATGACCCAGACACC TCAGAGGGTIGEGGEEEIGIGGCCTTGCTCT
TCRAGAGAGGGCAGATCTACT TAGGGAGATCTCT TGCGGAAGAAAAGTGGTAGGCACGACAGTTCCTCAC
CCTICTGAGATGTTGGGATTACTTCCCAAGTCCTCIATTTCT TGCACT TG TGGAGCARCAGGAGGAGGT
AATCCTAGAGTTTCTGTATCAGTACTCCCGICCTTTGATCAGTICAT I TTTTTCACGAGGGCCCCTAAAG
GGATACTIGGGCTCGTCCACCTCTATGICGACCCAGCTATTCCATGCATGGGAAAAAGTCACTAATGET
CATGTGGTGAAGAGAGCTCTATCGTTAARAGAATC TATAARCTGGT TCATTACTAGAGATTCCAACT TG
GCTCAAGCTCTAATTAGGRAACATTATGTCTCTIGACAGGCCCTGATT TCCCTCTAGAGGAGGCCCCTGIC
TTCAAARGGACGGGGTCAGCCTTGCATAGGTTCAAGTCTGCCAGATACAGCGAAGGAGGGTATTCTICT
GTCTIGCCCGAACCTCCTCTCTCATATTTCTGT TAGTACAGACACCATGTCTGAT T TGACCCARGACGGE
AAGAACTACGATTTCATGTTCCAGCCATTGATGCT T TATGCACAGACATGGACATCAGAGCTGGTACAG
AGAGACACAAGGCTARGAGACTCTACGTTTCAT TGGCACCTCCGATGCARCAGGTGTGTGAGACCCATT
GACGACGTGACCCTGGAGACCTCTCAGATCTTCGAGTTTCCGGATGTGTCGAAAAGAATATCCAGAATG
GTTTCTEEGECTGTGCCTCACT TCCAGAGGCTTLCCGATATCCGTCTGAGRCCAGGAGATTTTGAATCT
CTAAGCGGTAGAGAARAGTCTCACCATATCGGATCAGCTCAGGGGCTCTITATACTCARTCTTAGTGGCA
ATTCACGACTCAGGATACBRATGATGGAACCATCTTCCCTGTCAACATATACGGCAAGGETTCCCCTAGA
GACTATTTGAGAGGGCTICGCAAGGGGAGTAT TGATAGGATCCTCGAT T TGCTECT TGACAAGAATGACA
AATATCAATATTAATAGACCTCTIGAATTGGTCTCAGGGGTAATCTCATATATTCTCCTGAGGCTAGAT
AACCATCCCTCCTIGTACATAATGCTCAGAGAACCGTCTCE TAGAGGAGAGATATTTTCTATCCCTCAG
ABARTCCCCGCCGCT TATCCAACCACTATGAARGAAGGCARCAGATCAATCTIGTGT TATCTCCARCAT
GIGCTACGCTATGAGCGAGAGATAATCACGGCGTCTCCAGAGAATGACTGGCTATGGATCTTITCAGALC
TTTAGRRGTGCCARAATGACGTACCTATCCCTCATTACTTACCAGTCTCATCITCTACTCCAGAGGGTT
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GAGAGAAACCTATCTAAGAGTATGAGAGATAACCTGCGACAATTGAGTTCTTTGATGAGGCAGETGCTG
" GGCGGGBCACGGAGAAGATACCT TAGAGTCAGACGACAACATTCAACGACTGCTARAAGACTCTTTACGA -
AGGACAAGATGGGTGGATCAAGAGCTGCGCCATGCAGCTAGAACCATGACTGGAGATTACAGCCCCAAC
AAGAAGGTGTCCCETAAGGTAGGATGTTCAGRAATGGGTCTGCTCTGCTCAACAGGTTGCAGTCTCTACC
TCAGCARACCCGGCCCCTGTCTCGGAGCITGACATAAGGGCCCTCTCTAAGAGGTTCCAGAACCCTTTG
ATCTCGGGCTTGAGAGTGGTICAGTGGGCAACCGGTGCTCATTATAAGC TTAAGCCTATTCTAGATGAT
CTCAATGITTTCCCATCTCTCTGCCTTGTAGT TGGGGACGGGTCAGGGGGGATATCARGGGCAGTCCTC
AACATGTTTCCAGATGCCAAGCTTGTGTTCARCAGTCTTTTAGAGGTGAATGACCTGATGGCTICCGGA
ACACATCCACTGCCTCCTTCAGCAATCATGAGGGGAGGARATGATATCGTCTCCAGRAGTGATAGATCTT
GACTCAATCTGGGAARAACCGTCCGACTTGAGAAAC T TGGCAACCTGGARATACTTCCAGTCAGTCCAA
AAGCAGGTCAACATGTCCTATGACCTCATTATTEGCGATGCAGAAGT TACTGACATTGCATC TATCAAC
CGGATCACCCIGTITAATGTCCGATTTTGCAT TGTCTATAGATGGACCACTCTATTIGGTCTTCAAARCT
TATGGGACTATGCTAGTABRATCCARACTACAAGGCTATTCARCACCTGTCAAGAGCGTTCCCCTCGGTC
ACAGGGTTTATCACCCAAGTAACTTCGICT T T TTCATCTGAGCTCTACCTCCGATTCTCCAAACGAGGE
ALGTTTTTCAGAGATGCTGAGTACTTGACCTCTICCACCCTTICGAGARATGAGCCTTGTGTTATTCAAT
TGTAGCAGCCCCAAGAGTGAGATGCAGAGAGCTCGTTCCTIGAAC TATCAGGATCTTGTGAGAGGATTT
CCTGAAGAAATCATATCAAATCCTTACAATGAGATGATCATARCTCTGATTGACAGTGATGTAGAATCT
TTTCTAGICCACAAGATGGTTGATGATCT TGAGT TACAGAGGGGAACTCTGTCTAAAGTGGCTATCATT
ATAGCCATCATGATAGTTTTCTCCAARCAGAGTCTTCAACGTTTCCAAACCCCTARCTGACCCCTCGTTIC
TATCCACCGTCTGATCCCARRATCCTGAGGCACTTCAACATATGTTGCAGTACTATGATGTATCTATCT
ACTGCTTTAGGTGACGTCCCTAGCTTCGCAAGACTTCACGACCTGTATAACAGACCTATARCTTATTAC
TTCAGAAAGCAAGTCATTCGAGGGAACGTTTATCTATCTIGGAGTTGGTICCAACGACACCTCAGTGTITC
AAAAGGGTAGCCTGTAATTCTAGCCTGAGTCIGICATCTCACTGGATCAGGTTGATT TACARGATAGTG
AAGACTACCAGACTCGTTGGCAGCATCAAGGATC TATCCAGAGAAGTGGAAAGACACCTTCATAGGTAC
AACAGGTGGATCACCCTAGAGGATATCAGATCTAGATCATCCCTACTAGACTACAGTTGCCTGTGAACC
GGATACTCCTGGAAGCCTGCCCATGCTAAGACTCTTIGIGTGATGTATCTTGAAAARRACAAGATCCTAA

ATCTGAACCTTTGGATTGTITGATTGTITTTCTCAttEttgttgtttatttgttaagegt

SEQ ID NO: 45: Secuencia de nucledtidos del vector de vacuna BNSPAG-GP de los Ejemplos
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ACGCTTAACAACCAGATCAAAGARAAARCAGACATIGTCAATTGCAAAGCAAARATGTAACACCCCTAC
AATGGATGCCGACAAGATTGTATTCARAGTCAATAATCAGGTGGTCTCTTTGAAGCCTGAGATTATCGT
GGATCAATATGAGTACAAGTACCCTIGCCATCAAAGATTTGARAAAGCCCTGTATAACCCTAGGAAAGGC
TCCCGAITTAAATAAAGCATACAAGTCAGTTTTGTCAGGCATGAGCGCCGCCAAACTTAATCCIGACGA
TGTATGTTICCTATTTGGCAGCGGCAATGCAGTTTTTTGAGGGGACATGTCCGGAAGACTGGACCAGCTA
TGGAATTGTGATTGCACGARARGGAGATARGATCACCCCAGGTICTCTGGTGGAGATAAAACGTACTGA
TGTAGAAGGGRATTGGGCTCTGACAGGAGGCATGGAACTIGACAAGAGACCCCACTGTCCCTGAGCATGC
GTCCTTAGICGGTICTTCTCTTGAGTCTGTATAGGTTGAGCAARATATCCGGGCARAACACTGGTAACTA
TAAGACAAACATTGCAGACAGGATAGAGCAGATTTTIGAGACAGCCCCTEITTGTTAAAATCGTGGARCA
CCATACTCTAATGACAACICACAAaATGTGTGCTAATTGGAGTACTATACCAAACTTCAGATTTTTGGC
CGGAACCTAIGACAIGTTTTTCICCCGGATTGAGCATCTATATTCAGCAATCAGAGTGGGCACAGTTGT
CACTGCTTATGAAGACTGTTCAGGACTGGTATCATTTACTGGGTTCATAARACARATCAATCTCACCGC
TAGAGAGGCAATACTATATITCTTCCACAAGAACTTTGAGGAAGAGATAAGAAGAATGTTTGAGCCAGG.
GCAGGAGACAGCTGTTCCICACTCTTATTITCATCCACTTCCGTI TCACTAGGCTTGAGTGGGAAATCTCC
TEATTCATCAAATGCTGTTGGTCACGTGTTCAATCTCATTCACTTTGTAGGATGCTATATGGGTCAAGT
CAGATCCCTARATGCAACGGTTATTGCTGCATGIGCTCCTCATGAAATGTCTGTTICTAGGGGGCTATCT
- GGGAGAGGAATTCTTCGGGAARGGGACATT TGARAGAAGAT TCTTCAGAGATGAGARAGAACTTCAAGA
ATACGAGGCGGCTGAACTGACAAAGACTGACGTAGCACTGGCAGATGATGGAACTGTCAACTCTGACGA
CGAGGACTACTTTTCAGGTGAAACCAGARGTCCGGAGGCTGTTTATACTCGRATCATGATGAATGGAGS
TCGACTAAAGAGATCTCACATACGGAGATATGTCTCAGTCAGTTCCAATCATCAAGCCCGTCCAAACTC
ATTCGCCGAGTTTCTAAACAAGACATATTCGAGTGACTCATAACatgaaaaaaactaacacceatoceyg
taCgCCGCCACCatgGGTGTTACAGGAAIATTGCAGTIACCTCGTGATCGATTCAAGAGGACATCATTC
TTTCTTTGGGTAATTATCCTTTTCCAAAGAACATTTTCCATCCCACTIGGAGTCAICCACAATAGCACA
TTACAGGTTAGTGATGICGACAAACTAGTTTGTCGTGACAAACTGTCATCCACAAATCAATTGAGATCA
GITGGACTGAATCTCGAAGGGAATGGAGTGGCAACTGACGTGCCATCTGCAACTAARAGATGGGGCTTC
AGGTCCGGTGTCCCACCAAAGGTGGTCAATTATGAAGCTGGTGAATGGGCTGAAAACTGCTACAATCTT
GAAATCAARAAACCTGACGGGAGTGAGTGTCTACCAGCAGCGCCAGACGGGATTCGGGGLTTCCCCCGG
IGCCGGTATGTGCACARAGTATCAGGAACGGGACCGTIGTGCCGGAGACTTITGCCTICCATARAGAGGGT
GCTTTCTTCCTGTATGATCGACTTGCTTCCACAGTTATCTACCGAGGAACGACTTTCGCTGAAGGTGTC
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GTTGCATTTCTGATACTGCCCCARGCTAAGARGGACTTCTTCAGCTCACACCCCTIGAGAGAGCCGGTC
AATGCAACGGAGGACCCGTCTAGTGGCTACTATTCTACCACAATTAGATATCAGGCTACCGGTTTTGGA
ACCAATGAGACAGAGTACTTGTTCGAGGT TGACAATT TGACCTACGTCCAACT TGARTCAAGATTCACA
CCACAGTTTCTGCTCCAGCTGAATGAGACAATATATACAAGTGGGARAAGGAGCAATACCACGGGAARR
CTAATTTGGAAGGLCAACCCCGARATTGATACAACAATCEGGGAGTGGGCCTICTGGGRAaCTARARAL
AACCTCACTAGAAARATTCGCAGTGAAGAGTTGTCT T TCACAGTIGTATCARACAGAGCCARAARACATYC
AGTGGICAGAGTCCGGCGCGAACT TCTTCCGACCCAGGGACCAACACARCRACTGARAGACCACARAATC
ATGGCTTCAGAARATTCCTCTGCAATGGT TCARGTGCACAGTCAAGGAAGGGARGCTGCAGTGTCGCAT
CTGACAACCCCTGCCACAATCTCCACGAGTCT TCARCCCCCCACARCCARACCAGGTCCGGACARCAGC
ACCCACAATACACCCGTGTATAAACTIGACATCTCTGAGGCAACTCAAGT TGAACAACATCACCGCAGA
ACAGACAACGACAGCACAGCCTCCGACACTCCCTCTGCCACGACCGCAGCCGGACCCCCARRAGCAGAG
. ARCACCAACACGAGCAAGAGCACTGACTTCCTGGACCCCGCCACCACAACARGTCCCCARRACCACAGT
GAGACCGCTGGCAACAACAACACTCATCACCAAGATACCGGAGAAGAGAGTGCCAGCAGCGEGARGCTA
GGCTTAATTACCAATACTATTGCTGGAGTCGCAGGACTGATCACAGGCGGGAGAAGAACTCGARGAGAA
 GCAATTGICAATGCTCAACCCAAATGCAACCCTAATTTACATTACTGGACTACTCAGGATGAAGGEGCT
GCAATCGGACTGGCCTGGATACCATATTICGGGCCAGCAGCCGAGGGAATTTACATAGAGCGGCTAATG -
CACRATCAAGATGGT TIAATCTGTGGEGT TGAGACAGCTGGCCARCGAGACCGACTCAAGCTCTTCAACTG
TTCCTGAGAGCCACAACTGAGC TACGCACCTTTTCAATCCTCARCCGTAAGGCAATTGATTTCTTGCTE
CAGCGATGGGECGGCACATGCCACAT TCTGGGACCGGAC TGCIGTATCGRAACCACATGAT TGGACCAAG
AARCATAACAGACAAARTTGATCAGATTATTCATGATTTTGTTGATARAACCCT TCCGGACCAGGGEGALC
AATGACAAT TGGTGGACAGGAT GGAGACAATGGATACCGGCAGGTATTGGAGT TACAGGCETTGTAATT
GCAGTTATCGCTTTATTCTGTATATGCARAT TTGTCTT T TAGGAGCTAGCCATGABAAARACTARACACT
CCTICCTTTCGAACCATCCCARACATGAGCARGATCTITGTCAATCCTAGTGCTAT TAGAGCCGGTCTGE
CCGATCTTGAGATGGCTGARGAAACTGTTGATCTGATCAATACAAATATCGAAGACAATCAGGCTCATC
. TCCAAGGGGAACCCATAGAGGTGGACAATCTCCCTGAGGATATGGEGCGACTICACCTGGATGATGGAA
AATCGCCCAACCATGGTGAGATAGCCARGGT GGGAGAAGGCAAGTATCGAGAGGACTT TCAGATGGATG
AAGGAGAGGATCCTAGCT TCCTGTTCCAGTCATACCTGGARAATG T TGGAGTCCARATAGTCAGACAAA
TGAGGTCAGGAGAGAGATT TCTCAAGATATGGTCACAGACCGTAGAAGAGATTATATCCTATGTCGCGE
TCAACTTTCCCAACCCTCCAGGARAGTCTTCAGAGGATAAATCAACCCAGACTACTGGCCGAGAGCICA
AGARGGAGACAACACCCACTCCTTCTCAGAGAGARAGCCARTCATCGARAGCCAGGATGGCGGCTCAAR
TTGCTTICTGGCCCTCCAGCCCTTGARTGGTCGGCTACCAATGAAGAGGATGATCTATCAGTGGAGGCTG
AGATCGCTCACCAGAT IGCAGARAGTTTCICCARAARATATAAGTITCCCTCTICGATCCTICAGGGATAC
TCTTGTATAATTTTGAGCAAT TGAAAATGARCCT TGATGATATAGTTAARGAGGCARAAARTGTACCAG
GTGTGACCCGTTTAGCCCATGACGGGTCCARACTCCCCCTARGATGTGTACTGGGATGGGTCGCTTTGE
CCAACTCTAAGAAATTCCAGTTGTTAGTCGAATCCGACAAGCTGAGTARARTCATGCAAGATGACTTGA
"ATCGCTATACATCTTGCTAACCGAACCTCTCCCCTCAGTCCCTCTAGACAATARAATCCGAGATGTCCC
ARAGICAACATGAARBAAACAGGCAACACCACTGATARAATGABRCCTCCTACGTAAGATAGTGARAAAC
CGCAGGGACGAGGACACTCAAAAATCCTCTCECGCGTCAGCCCCTCTGEGATGACGATGACTTGTGGCTT
CCACCCCGTGARTACGTCCUGCTGAAAGAACTTACAGGCAAGARGAACATGAGGAACTTTTGTATCAAC”
GGAAGGGTTAAAGIGTGTAGCCCGAATGGT TACTCGT TCAGGATCC TGCGGCACATTCTGAAATCATTC
GACGAGATATATTCTGGGAATCATAGGATGATCGGGT TAGTCARAGTGGTTATTGGACTGGCTTTGTICA
* GGATCICCAGT CCCTGAGGGCCTGAACTGGGTATACAAAT TGAGGAGAACCTTTATCT TCCAGTGGGCT
GATTCCAGGGGCCCTCTTEAAGGGGAGGAGT TGGAATACTCTCAGGAGATCACTTGGEATGATGATACT
GAGTTCGTCGGATTGCAAATARGAGTGATIGCARARCAGTGTCATATCCRGGGCAGAGTCTGGTGTATC
AACATGAACCCGAGAGCATGTICAACTATGGTCTGACATGTCTCTTCAGACACAAAGGTCCGARGAGGAL
ARAGATTCCTCICTGCTTCTAGAATARTCAGATTATATCCCGCAAATTTATCACTIGTTTACCTCTGGA
GGAGAGBACATATGGGCTCARCTCCARCCCTTGGGAGCAATATAACAAAARACATGTTATGGTGCCATT
AAACCGCTGCAT TTCATCARAGICAAGT TGATTACCTTTACATTTTGATCCTICTEGGATGTGAARAARRA
CTATTAACATCCCTCAAAAGACccctaaCGTCCTTTCARCGATCCAAGTCcatgaaadaaactaacace
céteccgtacctage T TATARAGTGCTGGGTCATCTARGC T TT TCAGTICGAGAARAARACATTAGATCA
GAAGAACAACTGGCAACACTTCTCARCCTGAGACTTACT TCARGATGCTCGATCCTGGAGAGGTCTATG
ATGACCCTATTGACCCAATCGAGT TAGAGGCTGAACCCAGAGGAACCCCCATTGTCCCCARCATCTTGA
GGAACTCTGACTACAATCTCAACTCTCCTTTGATAGAAGATCCTGCTAGACTAATGTTAGAATGGTTAR
AAACAGGGAATAGACCTTATCGGATGACTCTAACAGACAATTGCTCCAGGICTTTCAGAGTTTTGARAG
ATTATTTCAAGAAGGTAGATT TGGGTTCTC TCARGGTGGGCGGAATGGCT GCACAGTCARTGATTTCTC
© TCTGGTTATATGGTGCCCACTCTGARTCCARCAGGAGCCGGAGATGTATAACAGACTIGGCCCATTITCT
ATTCCAAGTCGTCCCCCATAGAGAAGCTGT TGRATCTCACGCTAGGARATAGAGGGCTGAGARTCCCCC

CAGAGGGAGTGTTAAGTTGCCTTGAGAGGGTTGATTATGATAATGCAITIGGAAGGTATCTTGCCAACA -

CGTATTCCTCTTACTTGTICTTCCATGTAATCACCTIATACAIGAACGCCCTAGACTGGGATGAAGAAA

AGACCATCCTAGCATTATGGAAAGATTTAACCTCAGTGGACATCGGGAAGGACTTGGTAAAGTTCAAAG_

ACCAAATAIGGGGACTGQTGATCGTGACAAAGGACTTTGTTTACTCCCAAAGTTCCAATIGTCTTTTTG
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ACAGARACTACACACTTATGCTAAAAGATCTTTTCTTGTCICGCTTCAACTCCT TAATGGTICTIGCTCT
CTCCCCCAGAGCCCCGATACTCAGATGACTTGATATCTCAACTATGCCAGCTGTACAT TGCTGGGGATC
AAGTCTTGICTATGTGTGCARACTCCGGCTATGAAGTCATCAARATAT TGGAGCCATATGTCGTGAATA
| GITTAGTCCAGAGAGCAGARAAGT TTAGGCCTCTCATTCATTCCT TGGGAGACT TTCCTGTATTTATAA
AAGACAAGGTAAGTCAACTTGAAGAGACGTICGGTCCCTGTECAAGAAGGTICTTTAGGGCTCTGGATC
AATTCGACARCATACATGACTTIGGITTITTGIGTTIGGCTGTTACAGGCAT TGGGGGCACCCATATATAG
ATTATCGAAAGGGTCTGTCAARACTATATGATCAGGTTCACCTTARAARRATGATAGATAAGTCCTACC
AGGAGTGCTTAGCAAGCGACCTAGCCAGGAGGATCC TTAGATGGGGITITGATAAGTACTCCAAGTGGT
ATCTGGATTCAAGATTCCTAGCCCGAGACCACCCCT TGACTCCTTATATCARAACCCARRCATGGCCAC
CCABACATATTGTAGACTTGGTGGGGGATACATGGCACAAGCTCCCGATCACGCAGATCTITGAGATTC
. CTGAATCAATGGATCCGTCAGARATATTGGATGACARATCACATTCTTTCACCAGAACGAGACTAGCTT
CTTGGCTGTCAGAAAACCGAGGGGGEGCCTGTTCCTAGCGAARAAGTTATTATCACGGCCCTGTICTAAGC
CGCCTGTCAATCOCCGAGAGT TTCTGAGGTCTATAGACCTICGGAGGATTGCCAGATGAAGACTTGATAR
ITGGCCTCAAGCCARAGGAACGGGAAT TGAAGATTGAAGGTCCATTICTITGCTCTAATGTCATGGAATC
TARGATTGTATITTGTCATCACTGAARAACTCTTGGCCARCTAGATCTIGCCACTTITTGACGCGCTGA
CTATGACAGACAACCTGAACAAGGTGTTTAARAAGCTGATCGACAGGGTCACCGGGCAAGGGCTTITIGS
ACTATICAAGGGICACATATGCATTTCACCTGGACTATGARARAGTGGAACAACCATCARAGATTAGAGT
CAACAGAGGATGIATITTCTGTCCTAGATCAAGTGTTTGGATTGAAGAGAGTGT TTTC TAGAACACACG
AGTTTTTTCARRAGGCCTGGATCTAT TAT TCAGACAGATCAGACCTCATCGGGTTACGGGAGGATCAAR
TATACTGCTTAGATGCGTCCARCGGCCCARCC TG T TGGRATGGCCAGGATGGCGGGCTAGARAGGCTITAC
GGCAGAAGGGCTGGAGTCTAGTCAGCTTATTGATGATAGATAGRGAATCTCAAATCAGGARCACAAGAR
CCARAATACTAGCTCAAGGAGACAACCAGGTTTTATGTCCGACATACATGTI TGTCGCCAGGGCTATCTC
AAGAGGGGCTCCTCTATGART TGGAGAGAATATCARGGAATGCACTITCGATATACAGAGCCGTCGAGG
- AAGGGGCATCTAAGCTAGGGCTGATCATCARGARAGAAGAGACCATGTGTAGTTATGACT TCCTCATCT
. ATGGAAARACCCCTTIGT TTAGAGGTARCATATIGGTGECTGAGTCCARAAGATGGGCCAGAGTCICTT
GCGTCTCTAATGACCARATAGTCAACCTCGCCAATATAATGTCGACAGTGTCCACCAATGCGCTARCAG
* TGGCACAACACTCTCAATCTTTGATCAAACCGATGAGGGATTTTICTIGCTCATGTCAGTACAGGCAGTCT .
TTCACTACCTECTATTTAGCCCAATCT TAAAGGGAAGAGT TTACAAGAT TCTGAGCGC TGAAGGGGAGA
GCTTTCTCCTAGCCATGTCAAGGATAATCTATC TAGATCCTTCTTTGGGAGGGATATC TGGARTGICCC
TCGGAAGATTCCATATACGACAGT TCTCAGACCCTGTICTCTGAAGGG T TATCCTTCTGGAGAGAGATCT
GGTTAAGCTCCCARGAGTCCTGGATTCACGCGT TGIGTCARGAGGCTGGARACCCAGATCTIGGAGAGA
GARCACTCGAGAGCTTCACTCGCCTTCTAGAAGATCCGACCACCT TAAATATCAGRGGAGGGGCCAGTC
CTACCATTCTACICAAGGATGCAATCAGAAAGGCTITATATGACGAGGTGGACAAGGTGGARART TCAG
AGTTICGAGAGECAATCCTGTTGTCCAAGACCCATAGAGATAATTTTATACTCT TCTTAATATCTGT TG
_AGCCTCTGTTTCCTCGATTICTCAGTGAGCTATTCAGTTCGTCTTTTTTGGGAATCCCCGAGTCAATCA
TTGGATTGATACAARACTCCCGAACGATAAGAAGGCAGT T TAGAAAGAGTCTCTCARRAACTTTAGARG
AATCCTTCTACAACTCAGAGATCCACGGGATTAGTCGGATGACCCAGACACCTCAGAGGGTTGGGGGGG
TGTGGECT TGCTCTTCAGAGAGGGCAGATC TAC T TAGGGAGATCTCT TGGGCAAGAAAAGTGGTAGGCA
CGACAGTTCCTCACCCTTCTGAGATGTTGGGATTACTTCCCAAGICCICIATTTCTTGCACTTGIGGAG.
CAACAGGAGGAGGCARTCCTAGAGTTTC TGTATCAGTACTCCCGICCTT TGATCAGTICATTITTITCAC
GAGGCCCCCTABAGGGATACTTGGECTCGTCCACCICTATGTCGACCCAGCTAT TCCATGCATGGGARR
AAGICACTAATGIICATGIGGTGAAGAGAGCTCTATCGTTAAAAGAAICTATAAACTGGTTCATTACTA
GAGATTCCARCTTGGCTCAAGCTCTAAT TAGEAACATTATGTCTCTGACAGGCCCTGATTTCCCTETAG
AGGAGGCCCCTGTCTTCARAAGGACGGGGTCAGCCTTGCATAGGT TCAAGTCTGCCAGATACAGCGAAG
GAGGGTATTCTICTGTCTGCCCGAACCTCCTCTCTCATATTTCTGTTAGTACAGACACCATGTCIGATT
TGACCCAAGACGGGAAGAACTACGATTTCATGT TCCAGCCATTGATGC T T TATGCACAGACATGGACAT

CAGAGCTGGTACAGAGAGACACAAGGCTAAGAGACTCTACGTT TCATTGGCACCTCCGATGCARCAGGT ]

GTIGIGAGACCCATTGACGACGTGACCCTGGAGACCTCTCAGATCTTCGAGT TTCCGGATGTGICGARAAR
GAATATCCAGAATGGTTTCTGGGGCTGTGCCTCACTTCCAGAGGCTTCCCGATATCCGTCTGAGACCAG ‘
GAGATTTTGAATCTCTAAGCGGTAGAGAAAAGTCTCACCATATCGGATCAGOTCAGGGGCTCTTATACT :
CAATCIIAGTGGCAATICACGACTCAGGATACAATGATGGAACCATCITCCCTGTCAACATATACGGCA
AGGTTTCCCCTAGAGACTATTTGAGAGGGCTCGCAAGGGGAGTATTGATAGGATCCICGATTTGCTTCT
TGACAAGAATGACAAATATCAATATTAATAGACCTCTTGAATTGGTCTCAGGGGTAATCTCATATATTC :
TCCTGAGGCTAGATAACCATCCCTCCTTGTACATAATGCTCAGAGAACCGICTCTIAGAGGAGAGATAT””
TTTCTATCCCTCAGAAAATCCCCGCCGCTTATCCAACCACTATGAAAGAAGGCAACAGAICAATCTTGT,
GTTATCTCCAACATGTGCTACGCTATGAGCGAGAGATAATCACGGCGTCTCCAGAGAATGACTGGCTAT
GGATCTTTTCAGACTTTAGAAGTGCCAAAAIGACGTACCTATCCCTCATTACTTACCAGTCTCATCIIC
TACTCCAGAGGGTTGAGAGAAACCTAICTAAGAGTATGAGAGATAACCTGCGACAATTGAGTTCTTTGA_-
TGAGGCAGGTGCTGGECEGECACGGAGAAGATACCTTAGAGTCAGACGACAACATTCAACGACTGCTAA
AAGACTCTTTACGAAGGACARGATGGGTGGATCAAGAGGTGCGCCATGCAGCTAGAACC&ZGACTGGAG
ATTACAGCCCCAACAAGAAGGTGTCCCGTAAGGTAGGATGTTCAGAATGGGTCTGCTCTGCTCAACAGG
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TTGCAGICTCTACCTCAGCARACCCGGCCCCIGTCTCGGAGCTTGACATARGGGCCCTCTCTAAGAGGT
TCCAGAACCCTTTGATCTCGGGCTTGAGAGIGGTTCAGTGGGCAACCGGTGCTCATTATAAGCTTARGC
CTATTCTAGATGATCTCAATGTTITCCCATCTCTCTGCCTTGTAGT TGGGGACGGGICAGGGGGGATAT
CAAGGGCAGTCCTCAACATGTTTCCAGATGCCAAGCTTGTGTTCAACAGTCTTITAGAGGTGAATGACC
TGATGGCTTCCGGAACACATCCACTGCCTCCTTICAGCAATCATGAGGGGAGGAAATGATATCGTICTCCA
GAGTGATAGATCTTGACTCAATCTGGGAAAABCCGTCCGACTTGAGAAACTTGGCAACCTGGAAATACT
TCCAGTCAGTCCARAAGCAGGTCARCATGTCCTATGACCTCATTAT ETGCGATGCAGAAGTTACTGACA
TTGCATCTATCAACCGGATCACCCTGTTAATGTCCGATTTIGCATEGTCTATAGATGGACCACTCTATT
TGGTCTTCAAARACTTATGGGACTATGCTAGTAAATCCAAACTACAAGGCTATTCAACACCTGTCAAGAG
CETTCCCCTCGEICACAGGETTTATCACCCAAGTAACTTCGTCTTTTTCATCTGAGCTCTACCTCCGAT
TCTCCAAACGAGGGAAGTTTTTCAGAGATGCTGAGTACT TGACCTCTTCCACCCTTCGAGARATGAGCT
TTGTGTTATTCAATTGTAGCAGCCCCAAGAGTGAGATGCAGAGAGCTCGTICCTTGAACTATCAGGATC
TTGTGAGAGGATTTCCTGAAGAAATCATATCAAATCCTTACAATGAGATGATCATAACTCTGATTGACA
GTGATGTAGAATCTTTTCTAGTCCACAAGATGGTTGATGATCTTGAGTTACAGAGEGEGAACTCTGTCTA
AAGTGGCTATCATTATAGCCATCATGATAGTTTTCTCCAACAGAGTCTTCAACGTTICCAAACCCCTAA
CTGACCCCICGTITCTATCCACCGTCTGATCCCARAATCCTGAGGCACTTCAACATATGT TGCAGTACTA
TGATGTATCTATCTACTGCTTTAGGTGACGTCCCTAGCTTCGCAAGACTTICACGACCTGTATAACAGAC
CTATAACTTATTACTTCAGAAAGCAAGTCATICGAGGGAACGTITATCTATCTTGGAGTTGGTCCAACG:
ACACCECAGTGTTCAABAGGG$AGCCTGTAA?TCTAGCCTGAGTCTGTCATCTCACTGGATCAGGTTGA
TTTACAAGATAGTGAAGACTACCAGACTCGTTGGCAGCATCAAGGATC TATCCAGAGAAGTGGARAGAC
ACCTTCATAGGTACAACAGGTGGATCACCCTAGAGGATATCAGATCTAGATCATCCCTACTAGACTACA
GTTGCCTGTGAACCGGATACTCCTGGRAAGCCTGCCCATGCTAAGACTCTTGIGTGATGTATCTIGAAAN
AAACAAGATCCTAAATCTGAACCITTIGGITGTTTGATTGTTITICTCALLttEttgttgtttatttgttaa

gcgt

SEQ ID NO: 46: Secuencia de nucledtidos del vector de vacuna BNSPAG-GPgcp de los Ejemplos
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ACGCTTIARCAACCAGATCAAAGAAAARACAGACATIGTCAATTGCAAAGCAARAATGTAACACCCCTAC
AATGGATGCCGACAAGATTGTATTCARAGTCAATAATCAGGTGGTCTCTTTGARAGCCTGAGATTATCGT
GGATCAATATGAGTACAAGTACCCTGCCATCAAAGATTTGAAAAAGCCCTGTATAACCCTAGGARARGGC
TCCCGATTTARATARAGCATACAAGTCAGT TTTGTCAGGCATGAGCGCCGCCARACTTAATCCTGACGA
TGTATGTICCTATTTGGCAGCGGCAATGCAGT TTT TTGAGGGGACATGTCCGGAAGACTGGACCAGCTA
TGGAATTGTGATTGCACGAABAGGAGATAAGATCACCCCAGGT TCTCTGGTGGAGATAAAACGTACTGA
TGTAGAAGGGAATTGGGCTICTGACAGGAGGCATGGARCTGACAAGAGACCCCACTGTCCCTGAGCATGC
GTCCTTAGTCGGTCITCTCTTGAGTCTGTATAGGT TGAGCAAAATATCCGGGCARAACACTGGTARCTA
TAAGACAAACATTGCAGACAGGATAGAGCAGAT TTTTGAGACAGCCCCTTTTIGTTAARATCGTGGAACA
CCATACTCTAATGACAACTCACAAAATGTGTIGCTAATTGGAGTACTATACCAAACTICAGATTTTITGGC
CGGAACCTATGACATGTTTTTCTCCCGGAT TGAGCATCTATAT TCAGCAATCAGAGTGGGCACAGTTGT
CACTGCTTATGAAGACTGTTCAGGACTGGTATCATT TACTGGGT TCATAAAACAAATCAATCTCACCGC
TAGAGAGGCAATACTATATTTCTTCCACAAGAACTTTGAGGRAGAGATAAGAAGAATGTT TGAGCCAGS
GCAGGAGACAGCTGTTCCTCACTCTIATTTCATCCACTTCCGT TCACTAGGCTTGAGTGGGAAATCTCC
TTATTCATCAAATGCTGT TGGTCACGTGT TCAATCTCATTCACTTTGTAGCGATGCTATATGGGTCAAGT
CAGATCCCTAAATGCAACGGTTATTGCTGCATGTGCTCCTCATGAAATGTICTIGT ICTAGGGGGCTATCT
GGGAGAGGAAT TCTTCGGGABAGGGACAT TTGAAAGAAGATTC TTCAGAGATGAGARAGAACTTCAAGA
ATACGAGGCGGCTGAACTGACAAAGACTGACGTAGCACTGGCAGATGATGGARCTGTCAACTCTGACGA
CGAGGACTACTITTCAGGTGAAACCAGAAGTCCGGAGGCTGTITTATACTCGAATCATGATGAATGGAGG
TCGACTARAGAGATCTCACATACEGAGATATGTCTCAGTCAGT TCCAATCATCAAGCCCGTCCARACTC
ATTCGCCGAGT T TCTAAACAAGACATAT TCGAGTGACTCATAACAtgaaaaaaactaacaccectacch
TACGCCGCCACCatgGGTGTTACAGGAATATTGCAGTTACCTCGTGATCGATTCARGAGGACATCATIC
TTTCTTTGGGTAATTATCCTTTTCCAAAGARCATTTTCCATCCCACT TGGAGICATCCACAATAGCACA
TTACAGGTTAGTGATGTCGACARACTAGTT TGTCGTGACAAACTGTCATCCACARATCARTTGAGATCA
GTTGGACTGAATCTCGAAGGGAATGGAGTGGCAACTGACGTGCCATCTGCAACTARARGATGGGGCTITC
AGGTCCGGTGTCCCACCAAAGGTGGTCAATTATGAAGCTGGTGAATGGGCTGAAAACTGCTACAATCTT
GAAATCAAAAAACCTGACGGGAGTGAGTCTCTACCAGCAGCGCCAGACGGGAT TCGEGGCTICCCCCEG
TGCCGGTATGTGCACAAAGTATCAGGAACGGGACCGTGTGCCGGAGACTTTGQCTTCCAIAAAGAGGGT
GCTTTCTTCCTIGTATGATCGACTTGCTTCCACAGTTATCTACCGAGGARCGRCTTTCGCTGAAGGTGIC
GTTGCATTTCTGATACTGCCCCARGCTAAGAAGGACTTCTTCAGCTCACACCCCT TGAGAGAGCCGGTC
AATGCAACGGAGGACCCGTCTAGTGGCTACTATTC TACCACAATTAGATATCAGGCTACCGGTITTGGA
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ACCAATGAGACAGAGTACTTGTTCGAGGIIGACAATTTGACCTACGTCCAACTTGAATCAAGATTCACA
CCACAGTTTCTGCTCCAGCTGAATGAGACAATATATACAAGTGGGAAARGGAGCAATACCACGGGAAAR
CTAATTTGGAAGGtCARCCCCGAAAT TGATACAACAATCGGEGAGTGGGCCTTCTGGGARacTARAARAR
AACCTCACTAGAAAAaTTCGCAGTGAAGAGTTgTCTTTCACAGTTGTATCAAACAGAGCCAAAAACATC
AGTGGTCAGAGTCCGECGCGAACTTCT TCCGACCCAGGGACCARCACAACAAC TGAAGACCACAARATC
ATGGCTTCAGAAAATTCCTCTGCAATGGT TCARGTGCACAGTICARGGAAGGGAAGCTGCAGTGTCGCAT
CTGACAACCCCTGCCACAATCTCCACGAGTCTTCAACCCCCCACARCCAARCCAGGTCCGGACAACAGE
ACCCACARTACACCCGIGTATARACTTGACATCTCTGAGGCAACTCAAGT TGBACARCATCACCGCAGA
ACAGACAACGACAGCACAGCCTCCGACACTCCCTCTGCCACGACCGCAGCTGGACCCCCARRRAGCAGAG
AACACCAACACGAGCAAGAGCACTGACTTCCTGGACCCCGCCACCACAACAAGTCCOCAAARCCACAGC
GAGACCGCTGECAACAARCAACACTCATCACCAAGATACCGGAGAAGAGAGT GCCAGCAGCGGGARGCTA
GGCTTAAITACCAATACTATTGCTGGAGTCGCAGGACTGATCACAGGCGGGAGAAGAACTCGAAGAGAA
GCAATTGICAATGCTCAACCCAAATGCARCCCTAATTTACATTACTGGACTACTCAGGATGAAGGTIGCT
GCAATCGGACTGGCCTGGATACCATATT TCGGGCCAGCAGCCGAGGGAATT TACATAGAGGGGCTAATG
CACAATCAAGATGGTIIAATCIGTGGGIIGAGACAGCTGGCCAACGAGACGACICAAGCTCTICAACTG
ITCCTGAGAGCCACAACTGAGCTACGCACCTTTTCAATCCTCAACCGTAAGGCAATTGATTTCTTGCTG
CAGCGATGEGGGCGECACATGCCACATTCTGGGACCGGACTGCTGIATCGAACCACATGATTGGACCAAG
AACATAACAGACABAATTGATCAGATTAT TCATGATTTIGTTGATAAAACCCTTCCGGACCAGGEGGGAC
AATGACAATFGGTGGACAGGATGGAGACAATGGATACCGGCAGGTATEGGAGT TACAGGCGTTGTAATT
GCAGTTATCGCTTTATTCTGTATATGCGE L aacAGARGAGTCAATCGATCAGAACCTACGCAACACAAT
CTCAGRGGGACAGGGAGGGAGGTGTCAGTCACTCCCCAAAGCGGGAAGATCATATCTICATGGGAATCA
CACAAGAGTGGGGGTGAGACCAGACTGTAAQCTAGCCATGAAAAAAACTAACACCCCTCCTTICGAACC
. ATCCCABRACATGAGCAAGATCTTTGTCAATCCTAGTGCTATTAGAGCCGGTCIGGCCGATCTTGAGATG
GCTGAAGARACTGTTGATCTGATCAATAGAAATATCGAAGACAATCAGGCTCATCTCCAAGGGGARCCC
ATAGAGGTGGACAATCTCCCTGAGGATATGGGGCGACTICACCTIGGATGATGGARAATCGCCCAACCAT
GGTGAGATAGCCAAGGTGGGAGAAGGCAAGTATCGAGAGGACT TTCAGATGGATGAAGGAGAGGATCCT
AGCTTCCTGTTCCAGTCATACCTGGARBATGTTGGAGTCCARATAGTCAGACARATGAGGTCAGGAGAG
AGATTTCTCAAGATATGGTCACAGACCGTAGAAGAGATTATATCCTATGTCGCGGTCAACTTTCCCAAC
CCTCCAGGARAGTCTTCAGAGGATARATCAACCCAGACTACTGGCCGAGAGCTCAAGRAGGAGACAACA
CCCACTCCTTCTCAGAGAGAAAGCCARTCATCGAAAGCCAGGATGGCGGCTCAAATTGCT TCTIGGLCCT
CCAGCCCTTGAATGETCGGCTACCAATGAAGAGGATGATCTATCAGTGGAGGCTGAGATCGCTCACCAG
ATTGCAGAAAGITTCTCCAARARATATAAGTTTCCCTCTCGATCCTCAGGGATACTCITGTATAATTTT
GAGCAATTGAAAATGAACCTTGATGATATAGT TAAAGAGGCARAARATGTACCAGGTGTGACCCGTTTA
GCCCATGACGGGTCCAAACTCCCCCTARGATGTGTACTGGGATGGGTCGCTTTGEGCCARCTCIARGARR
TTCCAGTTGTTAGTCGAAICCGACAAGCTGAGTAAAATCATGCAAGATGACTTGAATCGCIAIACATCT
TGCIAACCGAACCTCTCCCCTCAGTCCCTCTAGACAATAAAATCCGAGATGTCCCAAAGTCAACATGAA
ARAAACAGGCARCACCACTGATAARATGAACCTCCTACGTAAGATAGTGAARARACCGCAGGGACGAGGA
CACTCAAAAATCCTCTCCCGCGTCAGCCCCTCIGGATGACGATGACTTGTGGCTTCCACCCCCTGRATA
CGTCCCGCTGAAAGAACTTACAGGCAAGAAGAACATGAGGAACTT$ZGTATCAACGGAAGGGITAAAGT'
GIGTAGCCCGAATGGTTACTCGTTCAGGATCCTGCGGCACATICTGAAATCATTCGACGAGATATATTC
_~TGGGAATCATAGGATGATCGGGTIAGTCAAAGTGGTTATTGGACTGGCTITGTCAGGATCTQCAGTCCC
TGAGGGCCTGAACTGGGTATACAAAT?GAGGAGAACCITTATCTTCCAGIGGGCTGATTCCAGGGGCCC
TCTTGAAGGGGAGGAGTTGGAATACTCTCAGGAGATCACT TGGGATGATGATACTGAGT TCGTCGGATT
GCAAATAAGAGTGATTGCAAAACAGTGTCATATCCAGGGCAGAGTC TGGTGTATCAACATGAACCCGAG
AGCATGTCAACTATGGTCTGACATGTCTCITCAGACACAAAGGTCCGAAGAGGACARAGATTCCTCICT
GCTTCTAGAATAATCAGATTATATCCCGCARATTTATCACTIGTETACCTCTGGAGGAGAGARCATATG
GGCTCAACTCCAACCCT TGGGAGCARTATAACARAAARCATGT TATGGTGCCATTAAACCGCTGCATTT
CATCAAAGTCAAGTTGATTACCTTTACATTTTGATCCTCT TGGATGEGARAAAAACTATTARCATCCCT
CAAAAGACccctaaCGTCCTTTCAACGATCCAAGTCCatgaaaaaaactaacacccctcccgtacctag
'CTTATAAAGTGCTGGGTCATCTAAGCTTTTCAGTCGAGAAAAAAACATTAGATCAGAAGAACAACTGGC
ARCACTICTCAACCTIGAGACTTACT TCARGATGCTCGATCCTGGRGAGGTCTATGATGACCCTATTGAL
CCAATCGAGTTAGAGGCTGAACCCAGAGGAACCCCCATTGTCCCCAACATCTIGAGGAACTCTGACTAC
AATCTCAACTCTCCTTTGATAGAAGAICCTGCIAGACTAATGTTAGAAIGGTTAAAAACAGGGAATAGA
CCTTATCGGAIGACTCTAACAGACAATTGCTCCAGGTCTTTCAGAGTITTGAAAGATTATTTCAAGAAG
GTAGATTTGGGTTCTCTCAAGGTGEGCGGAATGGCTGCACAGTCAATGATTICTCTICTGGTEATATGET
GCCCACTCTGARTCCAACAGGAGCCGGAGATG TATAACAGACTTGGCCCATTTCTATTCCAAGTCGTCC
CCCATAGAGAAGCTGTTGAATCTCACGCTAGGAAATAGAGGGC TGAGAATCCCCCCAGAGGGAGTGTTA
AGTTGCCTTGAGAGGGTTGATTATGATAATGCATTTGGAAGGTATCTTGCCAACACGTATTCCTCTTAC
TTGTICTICCATGTAATCACCTTATACATGAACGCCCTAGACTGGGATGAAGABAAGACCATCCTAGCA
TIAIGGAAAGATTTAACCICAGIGGACATCGGGAAGGACTTGGTAAAGTTCAAAGACCAAATATGGGGA
.CTGCTGATCGTGACAAAGGACTTTGTTTACTCCCAAAGTTCCAATTGTCTTTTTGACAGAAACIACACA
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CTTATGCTAAARAGATCITITCTIGTCTCGCTTCAACTCCTTAATGETCTIGCTCTCTCCCCCAGAGCCC
CGATACTCAGATGACT TGATATCTCAACTATGCCAGCTGTACAT TGC TGGGGATCARGTCTIGTCTATG
TGTGGAAACTCCGGCTATGAAGTCATCAAAATATTGGAGCCATATGTCGIGAATAGT TTAGICCAGAGA
GCAGAARAGTTTAGGCCTCTCATTCAT TCCTTGGGAGACT TTCCTGTAT T TATABAAGACAAGGTARGT
CARCTTGAAGAGACGTTCGGTCCCTGTGCAAGAAGGT TCTTTAGGGCTCTGGATCART TCGACARCATA
CATGACTTGGTTTTTGTGTTTGGCTGT TACAGGCATTGGGGGCACCCATATATAGAT TATCGAARGGGT
CTGTCAAAACTATATGATCAGGTTCACCTTAAAAAAATGATAGATAAGTCCTACCAGGAGTGCTTAGCA
AGCGACCTAGCCAGGAGGATCCT TAGATGGGGTTTTGATAAGTACTCCAAGTGGTATCTGGATTCAAGA
TTCCTAGCCCGAGACCACCCCTIGACTCCTTATATCARAACCCAAACATGGCCACCCAARCATATTGTA
GACTTGETGGGGGATACATGGCACARGCTCCCGATCACGCAGATC TTTGAGAT TCCTGARTCAATGGAT
CCGTCAGAAATATTGGATGACAARATCACATTCTTTCACCAGAACGAGACTAGCTTCTTGGCTGTCAGAA
ARCCGAGGGGGGCCTGTTCCTAGCGARAAAGT TATTATCACGGCCCTGTCTAAGCCGCCTGTCAATCCC
CGRAGAGTTTCTGAGGTCTATAGACCTCGGAGGAT TGCCAGATGAAGACTTGATARTTGGCCTCARGCCA
ARGGAACGGGAAT TGARGATTGAAGGTCGATTCTTTGCTCTARTGTCATGGAATCTARAGATIGTATTTT
GICATCACTGARAAACTCTTGGCCAACTACATCTTGCCACT TTTTGACGCGCTGACTATGACAGACARC
CTGAACAAGGIGTTTAAARAGCTGATCGACAGGGICACCGGGCAAGGGCT TTTGGACTATTCARGGGTC
ACATATGCATTTCACCTGGACTATGAAAAGTGGAACARCCATCAAAGATT AGAGTCAACAGAGGATGTA
TTTTCTGICCTAGATCAAGIGI TTGGATTGARGAGAGTG T TT TCTAGAACACACGAGTITTTICARARG
"GCCTGGATCTATTAT TCAGACAGATCAGACCTCATCGGGT TACGGGAGGATCAAATATACTGCT TAGAT
GCGTICCARCGGCCCARCCTGTIGGAATGGCCAGGATGGCGGECTAGAAGGC TTACGGCAGAAGEGCTGE
AGTCTAGTCAGCTTATTGATGATAGATAGAGAATCTCAAATCAGGAACACARGAACCARAATACTAGCT
CRAGGAGACAACCAGGT TTTATGTCCGACATACATGTTGTCGCCAGGGCTATCTCARGAGGGGCTCCTC
TATGAATTGGAGAGAATATCAAGGAATGCACT TTCGATATACAGAGCCCT CGAGGARGGGGCATCTAAG
CTAGGGCTGATCATCAAGAAAGAAGAGACCATGTGTAGI TATGACTTCCTCATCTATGGARRARCCCCT
TTGTTTAGAGGTARCATAT TGGTGCCTGAGTCCAAABGATGGGCCAGAGTCTCTTGCGTCTCTAATGAC
CARATAGTCARCCTCGCCAATATAATGTICGACAGTGTCCACCAATGCGCTAACAGTGGCACAACACTCT
CAATCTTTGATCARACCGATGAGGGATTT TCTGCTCATGTCAGTACAGGCAGTCT TTCACTACCTGCTA
TTTAGCCCAATCTTAAAGGGAAGAGT TTACAAGAT TCTGAGCGCTGAAGGGGAGAGCTTTCTCCTAGCC
ATGTCAAGGATAATCTATCTAGATCCTTCTTTGGGAGGGATATCTGGAATGTCCCTCGGAAGATTCCAT
ATACGACAGTTCTCAGACCCTGTCTCTGAAGGGT TATCCT TCTGGAGAGAGATCTGGT TAAGCTCCCAA
GAGTCCTGGATTCACGCGTTGTGTCARGAGGCTGGARACCCAGATC TTGGAGAGAGAACACTCGAGAGC
TTCACTCGCCTTCTAGARGATCCGACCACCT TARATATCAGAGGAGGGGCCAGICCTACCATECTACTC
. ARGGATGCAATCAGRAAAGGCTITATATGACGAGGTGGACAAGGTGGAAAATTCAGAGT TTCGAGAGGCA
ATCCTGTTGTCCAAGACCCATAGAGATAATTTTATACTCTICTTAATATCTIGTI TGAGCCTCTGITICCT
CGATTTCTCAGTGAGCTATTCAGT TCGTCTTT TTTGGGAATCCCCGAGTCAATCATIGGAT TGATACAA
ARCTCCCGAACGATAAGARGGCAGTTTAGAAAGAGTCTCTCAARAACTTTAGARGAATCCTTCTACAAC
TCAGAGATCCACGGGAT TAGTCGGATGACCCAGACACCTCAGAGGET TGEGGGGGTGTGGCCTIGCTCT
TCAGAGAGGGCAGATCTACTTAGGGAGATCTCTTGGGGAAGARAAGTGGT AGGCACGACAGTTCCTGAC
CCTTCIGAGATGETGGGATTACTICCCAAGTCCTCTATT TCTTGCACT TGTGGAGCARCAGGAGGAGGC
AATCCTAGAGTTTCTGTATCAGTACTCCCETCCETTGATCAGTCATTTTY T TTCACGAGGCCCCCTARAG
GGATACITGGGCTCGICCACCTCTATGTCGACCCAGCTATTCCATGCATGGGARARAGTICACTAATGTT
" CATGTGGTGRAGRGAGCTCTATCGTTAAAAGAATCTATAAACTGGT TCAT TACTAGAGATTCCARCT TG
- GCICARGCTCTAATTAGGAACATTATGTCTCTGACAGGCCCIGATTICCCTCTAGAGGAGGCCCCTGTC -
TTCAAARGGACGGGGTCAGCCTTGCATAGGTTCAAGTCTGCCAGATACAGCGARAGGAGGGTATTCTITCT
GTCTGCCCGAACCTCCTCTCTCATATTTCTGT TAGTACAGACACCATGTCTGATT IGACCCAAGACGGE
AAGAACTACGATTTCATGTTCCAGCCATTGATCCTITATGCACAGACATGGACATCAGAGCTGGTACAG
AGAGACACAAGGCTAAGAGACTCTACGTTICAT TGGCACCTCCGAT GCAACAGGTGTGTGAGACCCATT
GACGACGTGACCCTGGAGACCTCTCAGATCTTCGAGT TTCCGGATGTGTCGARAARGAATATCCAGAATG
GTTTCIGGGGCTGIGCCTCACTTCCAGAGGCT TCCCGATATCCGTCTGAGACCAGGAGATTTTGAATCT
CTARGCGGTAGAGAARAGTCTCACCATATCGEATCAGCTCAGGGGCTCTTATACTCAATCTTAGTGGCA,
ATTCACGACTCAGGATACAATGATGGAACCATC TTCCCTGTCARCATATACGGCAAGGT TECCCCTAGA
GACTATTTGAGAGGGCTCGCARGGGGAGTATTGATAGGATCCTCGATT TGCTTCT TGACARGAATGACA
RATATCAARTATTAATAGACCTCTIGAATTGGTCTCAGGGGTAATCTCATATATTC TCCTGAGGCTAGAT
AACCATCCCICCTTGTACATAATGCTCAGAGAACCGTCTCTTAGAGGAGAGATAT TTTCTATCCCTCAG
AAAATCCCCGCCGCTTATCCAACCACTATGARAGAAGGCARCAGATCAATCTTGTGI TATCTCCAACAT
GTGCTACGCTATGAGCGAGAGATAATCACGGCGTCTCCAGAGRATGAC TGGCTATGGATCTTTTCAGAC
TTTAGAAGTGCCARAATGACGTACCTATCCCTCATTACTTACCAGTCTCATCT TCTACTCCAGAGGGTT
GAGAGRAACCTATCTAAGAGTATGAGAGATARCCTGCGACRAATTGAGT TCTTTGATGAGGCAGGTGC TG
GGCGGGCACGGAGAAGATACCTTAGAGTCAGACGACAACATTCARCGACT GCTARAAGACTC T TTACGA
AGGACAAGATGGGTGGATCAAGAGGTGCGCCATGCAGCTAGAACCATGAC TGGAGAT TACAGCCCCAAC
AAGARGGTGTCCCGTAAGGTAGGATGTICAGAATGGGTCTGCTCTGCTCAACAGGTTGCAGTCTICTACC
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TCAGCAAACCCGGCCCCTGTCICGGAGCTTGACATAAGGGCCCTCTCTAAGAGGITCCAGAACCCTTIG
ATCTCGGGCTTGAGAGTGGTICAGTGGGCAACCGGTGCTCAIIATAAGCTIAAGCCIATTCTAGATGAT
CTCAATGTTTTCCCATCTCTCTGCCTTGTAGTTGGGGACGGGTCAGGGGGGATAICAAGGGCAGTCCTC
AACATGTTTCCAGATGCCAAGCTTGTGTTCAACAGTCTITTAGAGGTGAATGACCTGATGGCTTCCGGA
RCACATCCACTGCCTCCITCAGCAATCATGAGGGGAGGAAATGATATCGTCTCCAGAGTGATAGATCTT
GACTCAATCTGGGAAAAACCGICCGRCTTGAGAAACTTGGCAACCTGGAAATACITCCAGICAGTCCAA
AAGCACGTCAACATGICC?AIGACCICAT?ATTTGCGATGCBGAAGTTACTGACATTGCATCTATCAAC
CGGATCACCCTGTTAATGTCCGATTTTGCATTGTCTATAGATGGACCACTCTATTTGGTCTTCRAAACT
) TATGGGACIATGCTAGTAAATCCAAACTACAAGGCTATTCAACACCIGTCAAGAGCGTICCCCTCGGTC
ACAGGGTTIATCACCCAAGTAACTTCGTCTTTTICATCTGAGCTCTACCTCCGATTCTCCAAACGAGGG
AAGTTTTTCAGAGATGCTGEGTACTTGACCTCTTCCACCbTTCGAGAAATGAGCCTTGTGTTATTCAAI
TGTAGCAGCCCCAAGAGIGBGATGCAGAGAGCTCGTTCCTTGAACTATCAGGATCTTGTGAGAGGATTT
CCTGAAGAAATCATATCAAAICCTIACAATGAGATGATCATAACTCIGATTGACAGTGATGTAGAATCT
ITICTAGTCCACAAGATGGTTGAIGATCTTGAGTIACAGAGGGGAACTCTGTCTAAAGTGGCTATCATT
ATAGCCATCATGATAGTTTTCTCCAACAGAGTCTTCAACGTTTCCAAACCCCIAAC?GACCCCTCGTTC
TATCCACCGTCTGATCCCAAAATCCTGAGGCACTTCAACATAIGITGCAGTACTATGATGTATCTATCT
ACTGCTTTAGGTGACGTCCCTAGCTTCGCAAGACTTCACG@CCTGTATAACAGACCTATAACTTAIIAC
TTCAGAAAGCAAGTCATTCGAGGGBACGTTTATCIAICTTGGAGTTGGTCCAACGACACCTCAGTGTTC
.AAAAGGGTAGCCTGIAAITCTAGCCIGAGICTGTCAICICACTGGATCAGGTTGATITACAAGAIAGTG.
AAGACIACCAGACTCGTIGGCAGCATCAAGGATCTATCCAGAGAAGTGGAAAGACACCTTCATAGGTAC
AACAGGIGGATCACCCTAGAGGATATCAGATCTAGATCAICCCTACTAGACIACAGTTGCCTGTGAACC
GGATACTCCTGGAAGCCTGCCCATGCTAAGACTCTIGIGTGATGTATCTTGAAAAAAACAAGATCCTAA
ATCTGAACCTITGGIIGTITGATIGTTITTCTCAtttttgttgtttatttgttaagcgt
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REIVINDICACIONES

1. Un vector del virus de la rabia recombinante que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica al menos
una glicoproteina de filovirus o un fragmento inmunogénico de la misma.

2. El vector del virus de la rabia recombinante de la reivindicacion 1, en donde la al menos una glicoproteina de
filovirus es una glicoproteina del virus del Ebola.

3. Una célula huésped que comprende el vector del virus de la rabia recombinante de una cualquiera de las
reivindicaciones 1-2.

4. Viriones aislados, preparados a partir de células huéspedes infectadas con el vector del virus de la rabia
recombinante de una cualquiera de las reivindicaciones 1-2.

5. Una vacuna multivalente, eficaz para proteger tanto frente a la rabia como a filovirus, que comprende un vector
del virus de la rabia recombinante que expresa al menos una glicoproteina de filovirus o un fragmento inmunogénico
de la misma.

6. La vacuna multivalente de acuerdo con la reivindicacion 5, en donde la al menos una glicoproteina de filovirus es
una glicoproteina del Ebola.

7. Una célula huésped que comprende la vacuna multivalente de una cualquiera de las reivindicaciones 5-6.

8. Viriones aislados, preparados a partir de células huéspedes infectadas con la vacuna multivalente de la
reivindicacion 7.

9. Una composicién de vacuna que comprende una o mas vacunas multivalentes de acuerdo con una cualquiera de
las reivindicaciones 5-8 y un soporte farmacéuticamente aceptable.

10. Una vacuna de virus que comprende un vector del virus de la rabia recombinante atenuado que expresa la
glicoproteina del Ebola, en donde la vacuna de virus protege tanto frente a una infeccion por el virus de la rabia
como una infeccion del virus del Ebola.

11. Una cantidad terapéuticamente eficaz de una vacuna multivalente que comprende un vector del virus de la rabia
recombinante que expresa al menos una glicoproteina de filovirus o un fragmento inmunogénico de la misma, para
uso en un método de inducir una respuesta inmune que protege frente a un filovirus y a un virus de la rabia en un
sujeto.

12. Una cantidad terapéuticamente eficaz de una vacuna multivalente que comprende un vector del virus de la rabia
recombinante que expresa al menos una glicoproteina de filovirus o un fragmento inmunogénico de la misma, para
uso en un método de inducir anticuerpos neutralizantes contra un filovirus y/o un virus de la rabia en un sujeto
infectado con, o que ha estado expuesto a uno o a ambos de dichos virus.

13. Una cantidad terapéuticamente eficaz de una vacuna multivalente que comprende un vector del virus de la rabia
recombinante que expresa al menos una glicoproteina de filovirus o un fragmento inmunogénico de la misma, en
donde dicha vacuna induce una respuesta inmune eficaz contra uno o ambos de dichos virus, para uso en un
método de tratar a un sujeto infectado con un filovirus y/o un virus de la rabia.

14. Un vector basado en un virus de la rabia, vivo y competente para la replicacion que expresa una glicoproteina
del Ebola.

15. Un vector basado en un virus de la rabia, vivo y deficiente en la replicacion que expresa una glicoproteina del
Ebola.
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FIG. 17A
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