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Secuencias de Espicula (S) recortadas usadas en algoritmo mosaico
L 1

Archivos crudos de secuencias génicas

Secuencias duplicadas, parciales, incompletas e incorrectas tamizadas
L

[nicio
Secuencias

Recombinacion popjaciones secuencias recombinadas
en dos puntos =

Repetirpara

genefar,
poblaciones = —
. CC———— . )
dglsecuenC|§§ L
[ meee—
7 Calculo de cobertura —
/ Coctel de vacunas

\ una secuencia mosaico de cada poblacion

vacunas actual tendria si la secuencia evaluada fuese la
representativa de su poblacion

para puntuar Coctel hipotético

(célculo de cobertura)

Cobertura de coctel: la fraccion de secuencias de 9 nt. contenidas
en el coctel, promediada para todas las secuencias naturales

Coctel de vacunas - 1

C Poblaciones de secuencias mejoradas en evolucion

1. Elegir dos secuencias “parentales”:
) Tomar al azar 2 secuencias, mantener “filtro” uno

i) Repetir (i) o tomar al azar 1 secuencia natural
Ny LiLmejordepar, | 2 Recombinar parentales

Iterar los pasos 1-4:
Realizar 0 a 10 rondas de

generacion

proceder a siguiente poblacion;
continuar evolucion de cada
poblacién por turnos hasta que
no haya mejoras

\“1 1] 1A
= : para generar “hija
N L.ii) mejor de par '\ |Rechazar si sec. de 9 nt creadas raras
e ‘\‘ X X
O ”.-
— T.11) una Secuencia ! }
| natural | T —

7 3. ¢Insertar hija en poblacion?)
omar al azar 4 secuencias

de poblacion; si la aptitud de hija

excede la de cualquiera de ellas, reemplazar
la de puntuacion inferior por la hija.

| 4. ¢Agregar hija a coctel? |
Si aptitud de hija es la nueva mejor
para la poblacion, se convierte en la
representativa para su poblacion en
| el coctel de vacunas.

de hijas, luego

‘ AFIG. 2B

FIG. 2A
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Clonada en MVA

<=

FIG. 2B

Secuencia mosaico con mejor cobertura

Retrotraducida: con codones optimizados,
reduccion de estructura secundaria de ARN,
eliminacion de sitios de unién a ribosomas y
terminadores de transcripcion.

[A%L



Genoma de MVA
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FIG. 3A - MVA-MoCoV-M2-M3
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Genoma de MVA
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FIG. 3B — MVA-MoCoV-MB
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FIG. 3C — MVA-MoCoV-MB-M2-M3
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Genoma de MVA
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FIG. 3D — MVA-MoCoV-M4
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FIG. 3E — MVA-MoCoV-M4-M2-M3
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MVA Marcador MB MB-2-3 Estandar

—

Mosaico Tamano Tamano Peso molecular
nucleotidico proteina
MB 3822 pb 1273 aa 141.1 kDa
M-2 4062 pb 1353 aa 149.4 kDa
M-3 4071 pb 1356 aa 149.7 kDa

FIG. 4
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Tabla Uso de Codones para Pollo

1ro T C A G

T TTT 0.41 | Phe TCT 0.18 | Ser TAT  0.37 | Tyr TGT 0.36 | Cys
TTC  0.59 TCC 0.22 TAC  0.63 TGC 0.64
TTA 0.05 | Leu TCA 0.15 TAA 0.26 | TERM TGA 0.61 | TERM
TTG 0.13 TCG 0.07 TAG 0.13 TGG 1.00 | Trp

C CTT 0.13 | Leu CCT 0.27 | Pro CAT 0.40 | His CGT 013 | Arg
CTC 0.18 CCC 032 CAC 0.60 CGC 0.20
CTA 007 CCA 0.29 CAA 029 | Gin CGA 0.09
CTG 043 CCG 0.12 CAG 0.71 CGG 0.15

A ATT 0.34 | lle ACT 0.24 | Thr AAT 041 | Asn AGT 0.12 | Ser
ATC 0.51 ACC 0.34 AAC 0.59 AGC 0.27
ATA 0.15 ACA 0.29 AAA 0.38 | Lys AGA 0.22 | Arg
ATG 1.00 | Met ACG 0.13 AAG 0.62 AGG 0.21

G GTT 0.20 | val GCT 0.32 | Ala GAT 048 | Asp GGT 0.21 | Gly
GTC 0.24 GCC 0.33 GAC 0.52 GGC 0.31
GTA 0.12 GCA 0.25 GAA 0.40 | Glu GGA 0.27
GTG 0.45 GCG 0.10 GAG 0.60 GGG 0.22

cel/8
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Tabla Uso de Codones para Humano

1ro T C A G

T TTT 043 | Phe TCT 0.18 | Ser TAT 042 | Tyr TGT 0.42 | Cys
TTC 057 TCC 0.23 TAC 058 TGC 0.58
TTA 0.06 | Leu TCA 0.15 TAA 0.22 | TERM TGA 0.61 | TERM
TTG 0.12 TCG 0.06 TAG 0.17 TGG 1.00 | Trp

C CTT 0.12 | Leu CCT 0.29 | Pro CAT 0.41 | His CGT 0.09 | Arg
CTC 0.20 CCC 033 CAC 059 CGC 0.19
CTA 0.07 CCA 0.27 CAA 0.27 | GIn CGA 0.10
CTG 043 CCG 0.1 CAG 0.73 CGG 0.19

A ATT 0.35 | lle ACT 0.23 | Thr AAT 044 | Asn AGT 0.14 | Ser
ATC 0.52 ACC 0.38 AAC 0.56 AGC 0.25
ATA 0.14 ACA 0.27 AAA 040 | Lys AGA 0.21 | Arg
ATG 1.00 | Met ACG 0.12 AAG 0.60 AGG 0.22

G GTT 0.17 | val GCT 0.28 | Ala GAT 0.44 | Asp GGT 0.18 | Gly
GTC 0.25 GCC 0.40 GAC 0.56 GGC 0.33
GTA 0.10 GCA 0.22 GAA 0.41 | Glu GGA 0.26
GTG 048 GCG 0.10 GAG 0.59 GGG 0.23

cel6



Tabla Uso de Codones para Cerdo

T C A G

T TTT 0.38 | Phe TCT 0.15 | Ser TAT  0.35 | Tyr TGT 0.39 | Cys
TTC 0.62 TCC 0.26 TAC 0.65 TGC 0.61

TTA 0.06 | Leu TCA 0.15 TAA 0.13 | TERM TGA 0.79 | TERM

TTG 0.1 TCG 0.06 TAG 0.08 TGG 1| Trp

C CTT 0.1 | Leu CCT 0.24 | Pro CAT 0.34 | His CGT 0.07 | Arg
CTC 0.21 CCC 0.35 CAC 0.66 CGC 0.22
CTA 0.13 CCA 0.27 CAA 0.25 | GIn CGA 0.12
CTG 0.4 CCG 0.13 CAG 0.75 CGG 0.2

A ATT 0.3 | lle ACT 0.19 | Thr AAT 0.37 | Asn AGT 0.12 | Ser
ATC 0.53 ACC 0.41 AAC 0.63 AGC 0.26

ATA 0.18 ACA 0.26 AAA 04 | Lys AGA 0.19 | Arg
ATG 1 | Met ACG 0.13 AAG 0.6 AGG 0.2

G GTT 0.14 | Val GCT 0.24 | Ala GAT 0.38 | Asp GGT 0.14 | Gly
GTC 0.27 GCC 045 GAC 0.62 GGC 0.36
GTA 0.12 GCA 0.2 GAA 0.38 | Glu GGA 0.26
GTG 048 GCG 0.1 GAG 0.62 GGG 0.24

TERM = Terminacion

ce/ol



Vacunacion

Vacunacion 2da Dosis Enfrentamiento Necropsia Necropsia
1ra Dosis (Opcional) N=5 N=5
Semana: ( 3 5 6 10
PRNT PRNT
(Anticuerpos) (Anticuerpos) C\fi‘:gla Cvailrrgla

FIG. 6A
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Variacion de peso (%)

101

--0-- MB

- - - Refuerzo de MB
-2-- MB2.3

- -e- - Refuerzo de MB 2.3
—a— PBS

Dias después de la infeccion

FIG. 6B
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] -- MB
0.5+ - - Refuerzo de MB
T -- MB23

- - Refuerzo de MB 2.3
— Solucién amortiguadora

Probabilidad de Supervivencia

0.0 T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 §) 7 8 9 10

Dias después del enfrentamiento

FIG. 6C
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K18-ACE2 21 dpv
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Variacion de peso (%)

10+
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Refuerzo de MB
MB 2.3

Refuerzo de MB 2.3
Refuerzo de Proteina de la Espicula
PBS

1 2 3
Dias después de la infeccion

FIG. 7A
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| - - Refuerzo de MB
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Probabilidad de Supervivencia
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FIG. 7B
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Log [titulo de PRNT50]

C. Ratones C57BL6J 21 dpv
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Log [titulo de PRNT50]

D. Ratones C57BL6J 35 dpv
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PRNT50(Log10)
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A. Ratones C57BL6J 35 dpv
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B. Ratones K18.hACE-2 35 dpv
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PRNT50(Log10)

B. Ratones K18.hACE-2 35 dpv
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Variante Sudafricana de SARS-CoV-2 — Modelo C57BL/6
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Grupo # de Vacuna Dosis Ruta Refuerzo Muestreo
Animales
1 Sensibilizacién 5 MB 2.3 5x1077 IM No Suero y PBMC
solamente PFU -8, 21, 35 dpv
2 Sensibilizacion+ 5 MB 2.3 IM Si
Refuerzo
3 Control 3 Sham IM No
Sangre (Suero y PBMC) 21 Sangre (Suero y PBMC) 35 dpv
dpv (antes de refuerzo) (antes de enfrentamiento)
| | |
Sensibilizacion Refuerzo Final del Estudio
Dia 0 Dia 21 Dia 35

FIG. 12A
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Marcador
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FIG. 13

MVA MOI
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Control
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