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1. RESUMEN

El acido ribonucleico mensajero es una molécula monocatenaria que porta
consigo la informacion genética necesaria para elaborar proteinas. En células
eucariotas dicha informacién se obtiene del ADN en el nucleo celular, y

posteriormente se traduce a proteinas en el citoplasma.

El desarrollo de vacunas de ARNmM tiene como propdsito codificar la
informacidn genética de una proteina de interés, e introducir dicha secuencia
en el interior de una molécula de &cido ribonucleico mensajero sintetizado in

vitro.

La combinacion de ARNm y secuencia antigénica de interés se une a un
sistema de transporte, que la conducira hasta la célula diana. Una vez ahi se
inserta en el citoplasma de la célula por endocitosis, donde el ARNm
procedera a traducirse, obteniendo asi la proteina o proteinas que

posteriormente seran presentadas al sistema inmune mediante el MHC.

Esta tecnoldgica de formulacion de vacunas ofrece multitud de posibilidades

en el &mbito terapéutico

2. INTRODUCCION

2.1. MARCO HISTORICO

2.1.1. ORIGEN DE LAS VACUNAS
Aproximadamente han transcurrido mas de doscientos afios desde que la
primera vacuna fue desarrollada, un hito histérico que revolucion6 el campo de
la medicina, con el consecuente impacto sobre la mejora de la calidad de vida 'y

la longevidad de la humanidad.

La viruela es una enfermedad virica con una elevada tasa de contagio cuyo
comienzo se estima que fue alrededor del 10.000 A.C, dicha afeccion arremetio

contra la vida de millones de personas durante decenas de siglos. (1)



Estudios consideran que la viruela se origind en el continente africano, desde
donde se propag6 a la India y al resto de oriente, a causa de los comerciantes

egipcios. No fue hasta la edad media que se extendi6 al continente europeo.(1)

La variolizacion fue una técnica desarrollada en oriente, la cual consistia en
infectar, de forma premeditada, a un individuo sano, mediante técnicas como la
inoculacién de polvo de costra perteneciente a un enfermo de viruela, o bien
introduciendo pus de las pustulas infectadas en el interior de las fosas nasales
del individuo sano. Dichas acciones se realizaban con el fin de que los individuos

sanos quedaran protegidos ante la infeccién por el virus.(2)

Lady Montagu, esposa del embajador de Inglaterra en Estambul, fue la
responsable de importar la técnica de variolizacion a Inglaterra en el siglo XVIII.
Este suceso fue clave en el posterior desarrollo de la vacuna contra la viruela por

parte de Edward Jenner.

Jenner fue un médico britanico que recibe el titulo de padre de la inmunologia, a
consecuencia de ser el autor de la primera vacuna desarrollada en la historia, la
cual inmunizaba contra el temido virus de la viruela.

El médico britanico escucho rumores entre las mujeres encargadas de ordefar
a rebafios de vacas, las cuales afirmaban que, al haber contraido la viruela
vacuna se hallaban, de alguna manera, protegidas ante la exposicion con viruela

humana.

Los comentarios de las ordefiadoras inspiraron afios después las investigaciones
de Jenner sobre la viruela. En 1796, Edward inoculé a un nifio materia de una
pustula de viruela obtenida de una ordefiadora. Transcurridas seis semanas,
repitié el procedimiento, esta vez inoculando al mismo nifio con virus de viruela

humana. El individuo no enferma, con lo que el experimento fue un éxito.

En septiembre de 1798, Edward Jenner hizo publica su famosa investigacion

Investigacion acerca de las causas y efectos de la viruela vacuna, a partir de lo



gue comenzO una campafia en pos de la vacunacién, que causO gran

controversia entre la comunidad médica.

Transcurridos dos siglos desde el hallazgo de Jenner, en 1980, se certifico el
logro la erradicacidén de la viruela, a consecuencia de la enorme inversion en
campafas de vacunacion contra esta, llevadas a cabo durante el siglo XX por
parte de la Organizacién Mundial de la Salud.

2.1.2. VACUNAS DE LA HISTORIA

La vacuna contra el virus de la viruela dio paso a la investigacion de otras
enfermedades, y consigo a la creacion de vacunas desarrolladas a partir de

distintas premisas.

En la siguiente tabla (Tabla 1), se exponen algunas de las vacunas mas

relevantes descubiertas a lo largo de la historia:

VACUNAS A LO LARGO DE LA HISTORIA

ANO PAIS DESCUBRIDOR DESCUBRIMIENTO

1796 | Gran Bretafia Edward Jenner Vacuna contra la Viruela

1881 @ Francia Louis Pasteur Vacuna contra el Antax

1885 @ Francia Louis Pasteur Vacuna Antirrabica

1892 Rusia Hapfkine Vacuna anticolérica

1898  Gran Bretafia Wright Vacuna contra el Tifus

1921  Francia Calmette y Guérin vacuina contra fa
Tuberculosis

1923  Francia Ramon y Glenny Vacuna contra la Difteria

1923  Gran Bretafia Madsen Vacuna contra la Tos ferina

1927  Francia Ramon y Zoeller Vacuna contra el Tétano

1937 EEUU Salk Primera vacuna Antigripal

o EELU Salk Vacuna Antipoliomielitica

inerte




1960 EEUU Engers Vacuna contra el Sarampion

1962 EEUU Weller Vacuna contra la Rubéola
1976  Francia Maupas Vacuna contra la Hepatitis B
1983  Japodn Takahshi Vacuna contra la Varicela

Vacuna triple
1986  Francia Mérieux antisarampionosa, contra
las paperas y larubéola

Primera vacuna por

1986 EEUU Laboratorios Chiron Ingenieria Genética contra la

Hepatitis B

Vacuna contra el virus del
2005 - - :

papiloma humano (VPH)
2020 - - Vacuna contra el COVID-19

Tabla 1. Tabla agrupadora de las vacunas transcendentales de la historia @

2.2. VACUNAS
Entendemos como vacuna a un preparado de microorganismos, (atenuados,

inactivados o sus fracciones), destinado a estimular la respuesta inmune del
organismo ante ciertos agentes patdgenos, con el fin de prevenir o proteger al
sujeto de una enfermedad. La via mas usual de administracion es la inyeccion,
aungue en algunas vacunas se emplean alternativas como la administracion

mediante un vaporizador nasal.

Al administrar una vacuna en un sujeto sano, se generara una respuesta
inmunitaria, provocada por el reconocimiento de antigenos como células
extrafias. Posteriormente al reconocimiento antigénico, se producird una
respuesta humoral (linfocitos B, células plasmaticas) y/o celular (linfocitos T),
procediendo a eliminar o neutralizar el antigeno, frenando de esta manera la
enfermedad. De este modo los antigenos contenidos en la vacuna o producidos
endégenamente, en el caso de las vacunas de material genético, seran
eliminados, mientras que en el sujeto quedaran anticuerpos especificos contra

la enfermedad.



Dichos anticuerpos actuaran si la persona es expuesta a la enfermedad contra

la que ha sido vacunada, evitando que dicho sujeto enferme (inmunizacién), o

previniéndolo de sufrir dicha enfermedad de forma aguda.

2.2.1. TIPOS DE VACUNAS

Existen una gran variedad de vacunas las cuales pueden clasificarse por

diversos criterios tales como su composicion, utlidad clinica, via de

administracion, tecnologia de fabricacion, microbiologia...

Organizacion en base a la tecnologia empleada en fabricacion®: 4);

o Vacunas basadas en virus o bacterias:

Vacunas con patdgenos inactivos. Se usa el agente patégeno muerto o
completamente desactivado, a partir de distintas técnicas como aplicacion
de calor, utilizacién de productos quimicos o radiacion. Dichos métodos
arrebatan la capacidad de divisibn de la bacteria o virus en cuestion,
impidiendo la produccion de la enfermedad. Este tipo de vacunas requiere
administrar varias dosis al paciente espaciadas en el tiempo para conseguir
inmunidad. Algunas de las vacunas en las que se ha usado esta técnica son

la vacuna contra el Tifus, antirrabica, antigripales...

Vacunas con patdgenos atenuados. Se emplea el agente patdgeno vivo,
atenuado o modificado, es decir, conserva su cualidad de dividirse. Se
produce la atenuacion de un virus a partir de su cultivo en células humanas
0 animales, hasta que desarrolle las mutaciones que lo hagan menos
virulento, con el fin de disminuir la posibilidad de que provoque la
enfermedad. La vacuna contra el sarampion, paperas y rubeola fueron

desarrolladas con este método.

o Vacunas basadas en proteinas. Consisten en administrar fragmentos del

antigeno que desencadena la respuesta inmune, es decir, se administran

proteinas antigénicas, que pueden ir aisladas, o bien en armazones proteicos



O

gue simulen la apariencia de un virus determinado. Se distinguen dos tipos de

vacunas basadas en proteinas:

Vacunas de subunidades. Se desarrollan a partir de subunidades de las
estructuras externas del virus, las cuales suelen corresponder a los
principales sitios antigénicos. Los antigenos seleccionados se usan como
epitopos (parte de una molécula que sera identificada por el sistema inmune)
utilizados con el fin de incentivar la aparicién de anticuerpos. Esta clase de
vacunas ofrece gran seguridad, ya que reduce las posibles reacciones
adversas, al contrario que otro tipo de vacunas como pueden ser las
atenuadas. Ejemplos de este tipo son las vacunas contra hepatitis B, C, y
contra la Covid-19 (Nuvaxovid).

Vacunas virus-like particles. Este tipo de vacunas se desarrollan a partir de
los armazones viricos vacios (virus like particles, capsida del virus sin
material genético), imitando la estructura del virus sin la cualidad de ser
infeccioso. Este tipo de vacunas provoca respuesta tanto humoral como
celular, y un ejemplo conocido de estas son las vacunas contra el virus del

papiloma humano.

Vacunas basadas en material genético

Vacunas de vectores virales. Este tipo de vacunas acarrean informacién
genética del virus que queremos combatir, en un virus mas inocuo como un
adenovirus, que actua como vector, diseflado para que no sea capaz de
replicarse en el huésped. Este “vector” se utiliza como plataforma para
introducir el fragmento del patégeno en el organismo el cual, posteriormente,
inducira una respuesta inmunitaria. Un ejemplo de este tipo de vacunas es

la vacuna contra el ébola.

Vacunas de acidos nucleicos. Estan conformadas por acidos nucleicos
desnudos o bien encapsulados en nanoparticulas. Ya que la informacion
genética no la porta un vector viral, esto elimina el riesgo de que exista
inmunidad previa contra el vector, lo cual podria disminuir su eficacia. A

diferencia de las vacunas convencionales, este tipo de vacunas se basan en
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el uso de instrucciones genéticas (ADN, ARNm) de una proteina viral para
desatar una respuesta inmunitaria. El acido nucleico, empleado en este tipo
de vacunas, penetra en las células del organismo humano, las cuales
sintetizan la proteina antigena en abundancia desencadenando una
respuesta inmune tanto humoral como celular, que podra combatir el agente

infeccioso productor de la enfermedad.

Si se trata de una vacuna de ADN, al introducirse en las células, se produce la
transcripcion de ADN a ARNm el cual es usado como modelo para la creacion
de proteinas especificas. Si la vacuna es de ARNm se elude el proceso de
transcripcion.

Ejemplos de este tipo de vacunas son las vacunas contra el COVID-19 (Moderna

y Pfizer).

o Vacunas conjugadas: Mas alla de las vacunas ilustradas con anterioridad,

también encontramos las vacunas recombinantes obtenidas a partir de
ingenieria genética. El desarrollo de este tipo de vacunas se da modificando
el agente infeccioso mediante la eliminacion de genes virulentos, con el fin de
conservar la cualidad de estimular al sistema inmune a la par que se evade la
produccion de la enfermedad. Vacunas contra la Hepatitis B, o la del papiloma

humano han sido desarrolladas con ingenieria genética.

2.3. COMPONENTES DE LAS VACUNAS

Una vacuna no se compone unicamente de fragmentos del organismo patégeno,
fragmentos de este o su material genético, sino que también precisan de otros
componentes que resultan indispensables para proporcionarles seguridad y
eficacia. Cada componente tiene una funcion concreta(5):

o Antigenos. Son el compuesto activo de la vacuna, encargado de generar la
respuesta inmunitaria. No todas las vacunas contienen esta figura como tal,
sino que algunas contienen las instrucciones para generar ese antigeno una

vez inoculada en el individuo.



o Conservantes. Imposibilitan que la vacuna se contamine una vez se abra el
vial que la contiene. La utilizacion de conservantes no serd necesaria si se

trata de un vial monodosis.

o Estabilizantes. Evitan que los componentes de la vacuna se adhieran a las
paredes del vial, a la par que impiden la produccién de reacciones quimicas

entre los diversos compuestos de la vacuna.

o Tensoactivos. Preservan todos los componentes de la vacuna mezclados, y
evitan que los elementos existentes en la fase liquida de la vacuna se

aglutinen o sedimenten.

o Sustancias residuales. Son cantidades minimas de diversas sustancias
usadas en la produccién y elaboracion de la vacuna, los cuales no se

encuentran entre los compuestos activos de la vacuna final.

o Diluyentes. Es un liquido, generalmente agua esterilizada, encargado de diluir

una vacuna hasta su concentracién indicada.

o Coadyuvantes. Son sustancias, de estructura quimica muy diversa, usadas

para fortalecer la respuesta inmune a la vacuna.(5)

2.4. FASES EN EL DESARROLLO DE UNA VACUNA

Asi como todos los farmacos, las vacunas también precisan de numerosas y
rigurosas pruebas que determinen su seguridad y efectividad previamente a ser

administradas en humanos.

A continuacion, se relatan de forma resumida las fases a las que se somete una

vacuna para su desarrollo®):



Fase preclinica. Se llevan a cabo estudios de investigacion, con el propésito de

identificar los antigenos que se usaran para desembocar una respuesta

inmunitaria en el organismo del sujeto.

En este paso las vacunas experimentales obtenidas se testean en animales con
el fin de evaluar su potencialidad en la prevencion de una enfermedad a la par
que su seguridad. Si la vacuna provoca respuesta inmunitaria y supera los

requisitos de seguridad pasara a la siguiente fase.

Fase 1. La vacuna se inocula a un namero limitado de voluntarios humanos
(entre 20 y 100), generalmente jovenes y sanos, con el objetivo de verificar que
exista una respuesta inmunitaria, a la par que determinar una dosis concreta y

evaluar su seguridad en personas.

Fase 2. La vacuna se administra a cientos de voluntarios, con la meta de
comprobar su capacidad de desembocar una respuesta en el sistema inmune de
estos. En esta fase se evalla la eficacia y se pone a prueba la seguridad de la

vacuna.

Los voluntarios, en esta fase, forman diversos grupos etarios, a su vez estos
comparten caracteristicas similares (edad,sexo...) a las de las personas a las

gue van dirigidas estas vacunas.

En esta fase suele incluirse un grupo control, al cual no se le administra dicha
vacuna, con el fin de descartar que los cambios producidos en el grupo vacunado

no sean significativos.
Fase 3. La vacuna se administra a miles de voluntarios, entre los que se hallan
sujetos que no recibiran la vacuna, pero si un compuesto semejante. Este

procedimiento es similar al llevado a cabo con el grupo control en la fase anterior.

Tanto los participantes como los cientificos implicados desconoceran, hasta que

finalice esta fase, cuales son los individuos a los que se les ha administrado la
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vacuna en cuestion o el compuesto semejante. Este tipo de ensayo recibe la

denominacion de ensayo de doble ciego.

Con dichos ensayos clinicos se concretara la eficacia y la seguridad de la vacuna
en un grupo de personas considerablemente grande. A partir de ellos el
consiguiente paso consiste en la aprobacion de la vacuna por las autoridades

sanitarias pertinentes, y su posterior comercializacion.

3. OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo es realizar una revision bibliografica sobre el
disefio y la formulacion de las vacunas de acido ribonucleico mensajero.

En concreto, los objetivos especificos perseguidos son:

1. Identificar las claves para el desarrollo de vacunas de ARNm.
2. Determinar las ventajas de este tipo de vacunas sobre las demas.
3. Comentar las posibles aplicaciones de esta familia de vacunas y sus

previsiones de futuro.

4. MATERIALES Y METODOS

Con el propoésito de poder desarrollar el presente trabajo se ha llevado a cabo
una revision bibliografica de una variedad de articulos, extraidos de bases de
datos relacionadas con el ambito cientifico. Las principales bases de datos
empleadas han sido: MEDLINE (via PubMed), Web of Science y Scopus entre

otras.

Se han definido los siguientes descriptores para realizar las pertinentes
bdsquedas via PubMed:

((((MmRNA Vaccines) OR (RNA, Messenger)) AND ((((Vaccines) OR (Vaccine
Development)) OR (Vaccine Excipients)) OR (Immunogenicity, Vaccine))) AND
((((Nanoparticles)) OR (Nanoparticle Drug Delivery System)) OR (Multifunctional
Nanoparticles))) AND (((Growth and Development) OR (Drug Design)) OR (Drug
Compounding))

11



Con el fin de seleccionar los articulos mas apropiados para nuestro ensayo se

aplicaron a través filtros los siguientes criterios:

CRITERIOS DE INCLUSION CRITERIOS DE EXCLUSION ‘

5 - X Articulos que no se encuentran en
v/ Articulos en inglés. o
inglés o castellano.

v/ Articulos con una antigtiedad no X Articulos anteriores a 10 afios.
superior a 10 afos. (excepto para busqueda manual)
v/ Humanos.

Tabla 2. Criterios de inclusién y exclusion aplicados en la busqueda de

documentos.

Los términos incluidos en la ecuacion se aplicaron de forma similar en otras
bases de datos. Una vez aplicados los criterios de exclusion e inclusion en la
busqueda se obtuvieron un total de x referencias: 27 en MEDLINE, 25 en
Scopus, 10 en Web of Science y 14 a través de busqueda manual.

De los 76 registros totales se han incorporado a esta revision bibliografica un
total de 37.
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5. RESULTADOS

IDENTIFICACION

CRIBADO

Z
e
O
O
Ll
—l
L
0p)

INCLUSION

Tabla 3. Diagrama de identificacién y seleccién de documentos
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6. DISCUSION

La velocidad, en su desarrollo y su alto perfil inmunogénico, han trasladado a las
vacunas de acido ribonucleico mensajero (ARNm) a un primer plano en los
ultimos afios. La pandemia por coronavirus en la que nos hayamos inversos, ha
servido como acelerador en la implementacion de tecnologias de vacunas
ARNmM.

En la presente revision bibliogréfica se comentar, principalmente, como se lleva
a cabo el desarrollo de dichas vacunas, a la par que se trataran otros temas

relacionados.

6.1. SINTESIS DE ARNm in vitro

La produccién de ARNm transcrito in vitro se considera un proceso relativamente
sencillo. El desafio viene dado cuando este ARNm ha de ser:

- con caracter terapéutico,

cumplir ciertos estandares de calidad,

ser altamente traducible

y que no desencadene una respuesta inflamatoria grave en el

organismo.

El primer paso para generar una vacuna de &cido ribonucleico mensajero es
determinar cual es la proteina antigénica de interés. Este proceso variara
dependiendo del tipo de microorganismo, o bien, de una enfermedad como

puede ser un tipo de cancer.

Una vez aislada la proteina antigénica es necesario conocer su secuencia
genética. Esta secuencia sera clave para el desarrollo del ADN a partir del cual
se producira la obtencion del ARNm de interes.

6.1.1. DISENO DE ADN RECOMBINANTE

En primer lugar, obtenemos la secuencia genética de la proteina que produce la

respuesta inmune a partir del material genético secuenciado que la incluye. La
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técnica de escision enzimatica se aplica con el fin de obtener distintos
fragmentos de ADN, usando endonucleasas restrictivas para una secuencia
concreta de ADN deseada.

El proceso de obtencion de un ADN lineal que contenga la secuencia genética
de la proteina que queremos producir, se puede llevar a cabo de diversas formas:
a partir de ADN sintético preparado por PCR, o bien, mediante el uso de

plasmidos recombinantes.

Si aplicamos este Ultimo proceso de obtencion, los plasmidos recombinantes han
de ser disefiados mediante la introduccion de la secuencia genética de la
proteina antigénica de interés en plasmidos! procedentes de células procariotas.
La secuencia del gen de interés se incorpora en el ADN del plasmido por enzimas
de restriccién y ADN-ligasas. La combinacion de nuestro gen de interés y el

plasmido se denomina vector.(

La figura de un plasmido cuenta con varias zonas claves para su aplicacion en
investigacion. Estas son®):

e ORI (origen de replicacion). Secuencia de ADN que permite el inicio de la
replicacion.

e Marcador seleccionable. Gen introducido en el plasmido que le confiere
un rasgo diferenciador.

e Seccion de resistencia antibidtica. Esta seccion es de utlidad en el
momento de seleccion de los plasmidos tras la replicacion.

e Mudltiples sitios de clonacion. Se trata de un segmento del plasmido el cual
cuenta con numerosos lugares de restriccion, lo cual permitira la
introduccién del gen deseado.

e Promotor. Secuencia genética tipicamente localizada cerca del comienzo
del gen de interés, responsable del inicio del proceso de transcripcion.
Esta secuencia consta de un sitio de union para una enzima ARN-
polimerasa especifica.

e Elementos reguladores. Estos determinan cuando se ha de iniciar o

detener el proceso de transcripcion.
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Origin
of
Replication

Figura 1. Mapa de un plasmido y sus zonas clave. Tomada de addgene.com

Mediante ingenieria genética obtenemos plasmidos recombinantes que,
posteriormente, seran inoculados en un hospedador. Usualmente, bacterias con
el fin de llevar a cabo la replicacién de dicho vector o ADN recombinante (ADNTr).
Estas bacterias seran introducidas en medios de cultivo que alberguen los
nutrientes necesarios para su crecimiento. De esta forma, se conseguiran
numerosas copias de dicho ADN recombinante. Es decir, los plasmidos son

usados como vectores genéticos para clonacién y amplificacion de material
genético ("

Habitualmente, se introducen marcadores seleccionados en el ADN del
plasmido. Estos son genes que permiten identificar posteriormente si las colonias
generadas tras la replicacion contienen la secuencia genética deseada. Un

ejemplo de marcador seleccionable puede ser un gen de resistencia a un
determinado antibiotico.

El contenido celular de los cultivos mencionados se concentra por centrifugacion,
y posteriormente se lisa con ayuda de distintos procesos como pueden ser

tratamiento con calor o alcalis, detergentes y disolventes organicos.

Una vez obtenido el ADN del plasmido recombinante, el procedimiento consiste

en determinar la calidad de él, eliminar los posibles contaminantes existentes, y

16



comprobar que la secuencia proteica de interés no haya sufrido mutaciones
debidas al proceso de amplificacion bacteriano. El plasmido recombinante se ha
de linealizar mediante enzimas restrictivas con el proposito de realizar la

transcripcion.®

6.1.2. OBTENCION DE ARNm in vitro Y PROCESO DE
TRANSCRIPCION

La transcripcibn es un acto por el que se produce la transferencia de la
informacion contenida en una secuencia de ADN de doble cadena, a una cadena
de ARN cuya secuencia sera complementaria a una de las dos hebras.

El ADN lineal, obtenido por PCR o plasmidos recombinantes, consta de
promotores. Estos son secuencias especificas que determinan el inicio del
proceso de transcripcion de ADN. Por lo general, en procariotas son usadas

secuencias promotoras de ARN-polimerasas T7, T3 o SP6.(10)

Una vez se produce la union del ARN-polimerasa a su respectiva secuencia
promotora, comienza el proceso de transcripcion, direccion 5°-> 37, de la hebra
templete (no codificante). Mediante este proceso, obtenemos una molécula de
ARNmM inmaduro, cuya secuencia corresponde a la de la hebra codificante.
Considerando que las bases nitrogenadas en ADN son (Adenina-Timina vy
Citosina-Guanina) y en ARN (Adenina-Uracilo y Citosina-Guanina).

Polymerase
movement

RNA POLYMERASE

Coding
strand

Rewinding Unwinding

Nucleotide being added
to the 3’ end of the RNA

RNA-DNA
hybrid region
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Figura 2. Proceso de transcripcion de ADN a ARNm. Tomada de National

Human Genome Research Institute of USA

6.1.3. PURIFICACION DE ARNm OBTENIDO in vitro

El producto de la transcripcién puede contener multiples contaminantes. Entre
ellos se incluyen moléculas de ARNm de doble cadena ((dc)ARN), fragmentos
de ARN producidos por iniciacion abortiva de la ARN-polimerasa y presencia de

ARNasas, entre otros.

Purificar ARNm obtenido in vitro es clave para obtener un alto nivel de
traducibilidad de este y, aminorar la posibilidad de activacion exacerbada de la
respuesta inmune innata. Esta respuesta estimula la secrecién de interferén | y

citoquinas inflamatorias.

En procedimientos de desarrollo de vacunas se trabaja con largas cadenas de
ARN, por lo que se precisan de técnicas reproducibles y eficaces a gran escala.
La cromatografia basada en la exclusién por tamafio (SEC), es capaz de eliminar
nucleodtidos libres, pequefias secciones de transcripcion abortiva y restos del
templete pertenecientes al plasmido. Sin embargo, su eficacia se ve limitada ante

contaminantes con un tamafo similar al del ARNm que se busca purificar.

Con el fin de paliar ese handicap, estudios realizados por Katalin Kariko et al.
(11) concluyeron que la implementacion de técnicas como la cromatografia
liguida de alta eficacia (HPLC) o la cromatografia liquida de proteinas a alta
velocidad (FPLC), permitia eliminar de manera efectiva ARN de doble cadena
del ARNm de interés.

Actualmente existen numerosos kits de purificacion de ARNm comercializados.

6.1.4. OPTIMIZACION DE ARNm Y DISENO DE ARNm MODIFICADO

El ARNm sintético elaborado con fines terapéuticos, se disefia siguiendo el

patrén del ARNm producido por células eucariotas. Existen algunos elementos
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estructurales basicos que han de formar parte del ARNm sintético, que resultan

esenciales para mantener la estabilidad y la funcionalidad de dicha molécula.

Estos elementos basicos son:
e Caperuza en el extremo 5°.
e Regiodn sin traducir en el extremo 5 (5 UTR: Untranslated region).
e Region sin traducir en el extremo 3" (3" UTR: Untranslated region).
e Marco abierto de lectura (ORF: open reading frame).

e Estructura de cola poli A (cola poliadenilada en el extremo 3").

Con el propésito de mejorar la durabilidad®? y la expresion antigénica del ARNm
sintético, existen una serie de estrategias que implican la modificacion de

algunos de los elementos estructurales mencionados con anterioridad.

A continuacion, se relatan algunos de los elementos que son objeto de

modificacion®3): ). (10):

A) Caperuza 5™ (cap)
Durante el proceso de transcripcion la caperuza puede ser introducida en el
ARNmM, mediante la introduccion de un analogo de cap en la reaccién. Sin
embargo, se ha demostrado que dicho analogo es incorporado, usualmente, en
la orientacidn inversa, lo que provoca que el nucleétido 7-metilguanosina se
convierta en el primer nucle6tido transcrito, en lugar de constituir la caperuza.

Esto desemboca en un ARNm poco traducible y altamente ineficiente.

Con el objetivo de evadir la cap no metilada por la inversion de la orientacion de
esta, el ARNm puede ser transcrito sin analogo de cap, y esta Ultima ser afiadida
con posterioridad mediante un complejo enzimatico. EI complejo enzimatico en
cuestion, consta con actividad trifosfatasa, guaniltransferasa y (7-guanina)-
metiltransferasa, que le permite afiadir una caperuza en el extremo 5  de la
molécula de ARN. No obstante, esta opcion resulta ineficaz en producciones a

gran escala.
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Alternativamente, la orientacién correcta de la caperuza se puede obtener
mediante la implementacibn de wunos anélogos de cap anti-inversion,
denominados ARCAs (anti-reverse cap analogs). Las posiciones C2 o C3 de
dichos analogos son modificadas, con el objetivo de asegurar que los grupos

metilo reaccionen con los hidroxilos en el sitio correcto durante la transcripcion.

B) Regiones no traducidas (UTRS)
Las UTR son regiones no codificantes localizadas en los extremos 3" y 5” de la
hebra de ARNm. A pesar de tratarse de fragmentos no traducidos, las UTR
contienen secuencias reguladoras asociadas tanto con la mejora de la
traducibilidad y estabilidad, como con el reconocimiento de ARNm por los

ribosomas.

Por medio de interacciones con las proteinas de union al ARN, las UTR pueden
influenciar en el grado de degradacion de ARNm y su traducibilidad. A
continuacion, se exponen algunas de las modificaciones que se pueden realizar

en estas regiones:

La region 5" no traducida puede ser modificada mediante distintas estrategias,
como pueden ser: evitando la presencia de codones de inicio candnicos y no
candnicos en la 5" UTR, que puedan interrumpir el marco abierto de lectura, o

usando UTR 5" mas cortos han probado mejorar la traduccion del ARNm.

La 3" UTR se considera una region repleta de factores inestables en el ARNm.
Si evitamos dichos factores mientras se produce la sintesis en esta region,
reduciriamos la inestabilidad del acido ribonucleico mensajero. La secuencia de
la 3" UTR derivada de a-globulina y B-globulina contiene numerosos elementos
reguladores. Esta cualidad la convierte en una estrategia ampliamente usada en

ARNM sintético.

Incluir un sitio de entrada al ribosoma (IRES), en ARNm transcrito in vitro,

ensalza la expresion de proteinas terapéuticas.
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C) Marco abierto de lectura (ORF)
La eleccion apropiada de los codones en esta region puede optimizar la
traduccion del ARNm.

La estrategia de modificacién de los codones en el ORF dependera de la
naturaleza de la proteina antigénica. La sustitucion de codones extrafios en ORF,
por otros que sean mas frecuentes, permite que los genes altamente expresados
puedan ser traducidos mediante los mismos codones del huésped, a la par que
garantizan la abundancia del ARNt durante la expresion del ARNm exégeno. Por
otro lado, esta tactica no es beneficiosa si se trata de proteinas que requieren
una baja tasa de traduccidn, ya que necesitan plegarse adecuadamente. En este
ualtimo caso, se implementaria el uso de codones con baja frecuencia en el marco

de lectura.

D) Estructura de cola poli A
Situada en el extremo 3" de la hebra de ARNm, se halla una region poliadenilada,
denominada cola poli A. Tanto la estructura de caperuza como la cola poli A,

estan directamente ligadas con la esperanza de vida de la molécula de ARNm.

Las dimensiones de la cola poli A repercuten sobre la degradacion del ARNm
(Conry et al.)®): |lo que convierte a esta caracteristica en una diana de

modificacion.

La poliadenilacion del extremo 3" del ARNm in vitro, puede venir codificada en el
templete del vector (plasmido recombinante), o bien, se puede llevar a cabo

mediante enzimas poli (A) polimerasas recombinantes.

La insercion de nucleotidos modificados en la cola poli A, por via poli (A)
polimerasas, inhibe la desadenilacion llevada a cabo por nucleasas (Korner y
Wabhle)®),

En células eucariotas de mamiferos la longitud de la cola poli (A) se extiende,
aproximadamente, hasta 250 nucleétidos. Esta cola se ve reducida durante su

estancia en el citoplasma.
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Por otro lado, cuando se trata de ARNm sintético colas poli A de unos 100

nucledtidos, resultan mas convenientes si se emplean con fines terapéuticos.

E) Modificacion de nucleétidos
Las moléculas de ARN estdn compuestas por cuatro nucledétidos basicos (ATP,
GTP, UTP y CTP). Durante el proceso de maduracion del ARN transcrito,
algunos de los nucleotidos sufren modificaciones de caracter natural. Entre estas
posibles transformaciones se pueden encontrar nucleétidos como la

pseudouridina y la 5-metilcitosina.

Segun ensayos realizados por Kariké et al.(%) |a implementacion de estas bases
modificadas, permite evitar el reconocimiento del ARNm in vitro por receptores
como receptores tipo Toll (proteina transmembrana) o proteina quinasa-R
(implicacion en apoptosis celular). Estos pertenecen al sistema inmune innato, y

su activacion puede desencadenar respuestas inflamatorias no deseadas.

Existe cierta controversia, en la comunidad cientifica, entorno al uso de
nucleétidos modificados. En diversos estudios realizados en los ultimos afos,
como los realizados por Thess et al. ") \no se observa una clara relacion entre

la estabilidad del ARNm vy la variacion de estructuras de nucledtidos.

6.2. SISTEMAS DE TRANSPORTE PARA ARNmM

Contrariamente al ARNm producido endégenamente, el ARNmM sintético
generado in vitro ha de introducirse en el citoplasma desde el espacio
extracelular.

El &cido ribonucleico mensajero es una molécula muy proclive a ser degradada
por ribonucleasas, este handicap le confiere su fama de inestable. Por otro lado,
el ARNm tiene un tamafio considerable (10°-10° Da), a la par que se halla
cargado negativamente, lo que dificulta su endocitosis celular, aminorando asi

las probabilidades de ser traducido.®8)
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Con el objetivo de deshacerse de esos inconvenientes se han desarrollado

multiples sistemas de transporte de ARNm in vivo.

El arquetipo de sistema de transporte ha de proporcionar proteccion ante la
degradacion por ARNasas, facilitar la endocitosis del ARNm y dirigirse a células

presentadoras de antigeno (APC).

En esta seccion del trabajo se procederd a comentar los distintos métodos
usados con el fin de que la molécula de ARNm de interés llegue al citoplasma

celular.

6.2.1. ARNm DESNUDO

Las vacunas de ARNm pueden ser inoculadas sin necesidad de transportador.
Este método se caracteriza por su facilidad de preparacion y almacenaje.

El ARNm es diluido en un sistema tampon, y posteriormente inoculado via
intramuscular, intradérmica, nodular, intravenosa... Usualmente, se emplean
como sistema tampon Ringer lactato o solucién Ringer. Ambos contienen calcio
lo que dio pie a sugerir que este elemento puede suscitar la endocitosis del
ARNmM (Probst et al. 19),

En presencia de un reactivo, el ARN desnudo puede permanecer estable a

temperaturas de 4°C, durante unos 10 meses (Jones et al. ?9)

Otra de las cualidades de la inoculacion de ARNm desnudo, es su
inmunogenicidad. Por un lado, la inmunogenicidad puede ensalzar la respuesta
ante la vacuna, proporcionando actividad adyuvante, que potencia el
reconocimiento de ARNm por receptores caracteristicos del sistema inmune
innato (TLR, RIG-I, PKR). Este hecho desembocara en la produccién de
quimioquinas y citoquinas que a su vez estimularan la produccion de una
respuesta humoral y celular mas potente (respuesta inmune adaptativa). Por otro

lado, esta cualidad puede convertirse en un inconveniente, ya que puede
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provocar una respuesta inflamatoria no deseada tras la administracién de la

vacuna.@b

Como se ha mencionado anteriormente, el ARNm desnudo in vivo presenta
numerosos inconvenientes, como son: su facilidad de ser degradado por ARN
nucleasas, su polaridad negativa y su tamafio considerable, que dificulta la

endocitosis al interior celular.

6.2.2. TRANSPORTE MEDIADO POR CELULAS DENDRITICAS ex vivo.

Las células dendriticas (CD) son potentes células presentadoras de antigenos
(APC), capaces de estimular la respuesta inmunitaria celular y humoral. Estas
células presentan el antigeno a través del complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC), estimulando el crecimiento de linfocitos T colaboradores (CD4+) y
citotoxicos (CD8+), lo que desemboca en la produccién de respuestas inmunes

especificas.?V)

Con el proposito de utilizar las células dendriticas como transportadoras, se les
introduce in vitro el ARNm que codifica al antigeno o proteina de interés. Tras

esto se transfieren de vuelta en el organismo del hospedador.

La introduccién del ARNm en la célula dendritica ex vivo se puede llevar a cabo
a través transportadores derivados de lipidos, o bien, mediante electroporacion.
La electroporacion es la técnica mas recurrente. En esta, se emplea una
descarga eléctrica que aumenta la permeabilidad de la membrana celular

dendritica, lo que facilita la introduccién del ARNm de interés en su interior.?)

Las rutas de administracion del complejo CD-ARNmM suelen ser subcuténea,
intravenosa, nodular o intradérmica. En ocasiones se combinan varias vias de

administracion para un mismo objetivo.

Las células dendriticas se han empleado mayoritariamente en estudios de
inmunoterapia para el cancer. En un ensayo realizado por Van Nuffel et al., se

usaron las CD autdlogas de un paciente con un melanoma de estadio IV.
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Mediante electroporacién se introdujo una mezcla de ARNm que codificaban
para diversos antigenos asociados al melanoma y distintas proteinas
inmunoestimuladoras. El paciente respondié positivamente al tratamiento, la
enfermedad se estabilizé y se detectaron en sangre linfocitos CD8+ y CD4+

especificos para el antigeno tumoral. 22

La desventaja que presenta este transporte en concreto recae en la complejidad
de la manipulacion y caracterizacién de CD.

6.2.3. VECTORES VIRALES

Este tipo de transporte consiste en el uso de virus genéticamente modificados
que acarrean el material genético de interés (ARNm) hasta la célula. Los virus
mas recurrentemente empleados en esta técnica son adenovirus, Vvirus

adenoasociados, lentivirus, y retrovirus.®3

Mediante ingenieria genética se sustituye gran parte del genoma viral con los
acidos nucleicos de interés. La accion que se lleva a cabo sobre estas se realiza

con el propdsito de eludir el caracter patdégeno del virus.

Un vector viral idoneo es aquel que conserva sus capacidades biologicas de
unién a la membrana celular, internalizacion en la célula y fuga del endosoma.

Estos vectores presentan altas tasas de transfeccion.

A pesar de que este tipo de transporte resulte eficiente, ha pasado a un segundo
plano a consecuencia de los inconvenientes que presenta. Entre estos
inconvenientes encontramos: 4. (23)
e Replicacién del vector virico.
e Reconocimiento del vector por parte del sistema inmune, con la
consiguiente respuesta que dificulte el transporte del ARNm de interés.
¢ Integracion genomica.

e Inmunogenicidad
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De las problematicas recién enumeradas, nace la necesidad de implementar

vectores no viricos, los cuales seran expuestos a continuacion.

6.2.4. POLIMEROS CATIONICOS

Los polimeros cationicos atrapan el ARNm de interés en el interior de complejos
denominados poliplejos. Estos complejos pueden tener numerosas formas y
tamafios, su disefio variara en funcion del tipo de células en las que se busque

realizar la endocitosis.

A pH fisiolégico los polimeros con carga positiva interaccionan de manera
electrostatica con los grupos fosfato del ARNm, lo que da lugar a su
condensacion y el desarrollo de particulas que permiten custodiar y liberar el

material genético en el interior celular. 18). 24

Entre los polimeros mas empleados encontramos polietilenimina (PEI) y
dendrimeros derivados de poliamidoamina (PAMAM).

En concreto, PEI es el polimero catibnico mas empleado en transporte in vitro de
material genético. Su eficacia en la transfeccion in vitro de ARNm es muy
elevada. Sin embargo, su aplicacion clinica se ha visto limitada por su toxicidad,

debida a su alta densidad de carga.??)

Recientemente se publicé un estudio llevado a cabo por Moyo et al., en el que
se hacia uso de formulaciones basadas en PEI en combinacion con ARNm que
codificaba proteinas Gag y Pol del VIH-1. Tras una inoculacion intramuscular en
ratones, se observd respuestas especificas mediadas por linfocitos CD8+ y
CD4+.(%)

Con el propoésito de mitigar estos inconvenientes, se han aplicado estrategias

como usar formas de bajo peso molecular, incorporar PEG en la formulacion de

PEI, conjugar con ciclodextrina, o desarrollar polimeros biodegradables.%
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6.2.5. PEPTIDOS CATIONICOS

Otro de los sistemas de transporte de ARNmM son los péptidos cargados
positivamente. Su composicibn basada en unidades monoméricas y
aminoécidos biodegradables los convierte en una opcidon altamente
biocompatible. Entre los péptidos vectores mas representativos encontramos las

protaminas y los péptidos de penetracion celular (CPPs).?"

Las protaminas son pequefos péptidos (4000 Da aprox.), ricos en residuos de
arginina que le confieren la carga positiva. Estas cargas positivas reaccionan
mediante interacciones electrostaticas con la molécula de ARNm de interés,
protegiéndolas de la degradacibn mediada por ribonucleasas. Las
nanoparticulas de protamina estimulan la produccién de IFN-a, encargado de

regular las respuestas inmunes innata y adaptativa (funcién auto-adyuvante). 2%

Por otro lado, los péptidos de penetracion celular (CPP) son pequefios
polipéptidos constituidos por menos de 30 residuos de aminoacidos. Estos son
capaces de cruzar la membrana celular para un transporte efectivo de ARNm al
citoplasma celular. Udhayakumar et al.?® describen el papel interpretado por
CPPs que contienen un motif anfipatico RALA. Este condensa al ARNm en
nanocomplejos que permiten que dicho acido ribonucleico escape del interior del
endosoma, siendo liberado en el citoplasma de CD para su traduccién. A su vez,
en este estudio se relata como el uso de bases modificadas induce una potente

respuesta inmune contra el antigeno codificado mediada por linfocitos T.

La accion conjunta de péptidos con poliplejos (polimero+ARNmM) o lipoplejos

(liposoma+ARNmM) facilita que el vector llegue a la célula diana.

6.2.6. NANOEMULSIONES CATIONICAS (CNE)

Se trata de particulas cuyo diametro ronda los 130nm, y se hallan compuestas
por aceite, agua y agentes emulsionantes. Las nanoemulsiones usan
emulsionantes hidréfilos e hidrofébicos para estabilizar el nlcleo oleoso de la
fase acuosa (O/W).
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Este tipo de emulsiones pueden ser inducidas por numerosos métodos entre los

gue se incluyen agitacion vigorosa, ultrasonido y microfluidos.

Un ejemplo relevante de este tipo de vectores es el MF59, se trata de una
nanoemulsién aprobada por la FDA como adyuvante de la vacuna de la gripe.
Su objetivo es aumentar la inmunogenicidad de la vacuna inactivada de la gripe.
Los componentes de MF59 incluyen escualeno (lipido), Span™85 (triéster de

sorbitan), Tween™80 (polisorbato 80) y un tampén de citrato.): (18)

Una pieza clave para la encapsulacion del ARNm negativamente cargado en
CNEs es el uso de un lipido cati6nico, como puede ser DOTAP. Esta
combinacion posibilita la proteccion de ARNm ante la degradacion mediada por

ribonucleasas, a la par que facilitan el transporte hasta la célula. %

Actualmente, Gennova Biopharmaceuticals Ltd ha desarrollado una
nanopatrticula lipidica inorganica candidata a vacuna contra el SARS-CoV-2 que
se encuentra bajo ensayos clinicos. La cualidad mas disruptiva de esta candidata
a vacuna es su estabilidad, ya que se estima que almacenada a temperaturas
entre 4° y 25° tiene un periodo de validez de 3 meses. Un hecho que contrasta
con el periodo de validez que ofrecen las vacunas contra el SARS-CoV-2 de
Moderna (6 meses a -20 °C; hasta 30 dias a 2-8 °C y 12 horas a temperatura
ambiente), y Pfizer-BioNTech (6 meses entre -80°C/-60 °C; hasta 5 dias a 2—-8
°C y hasta 2 h a temperatura ambiente).(1®)

6.2.7. NANOPARTICULAS LIPIDICAS (LNP)

En los ultimos afos el desarrollo de nanoparticulas lipidicas (LNPs) se ha
posicionado en un primer plano, considerandose actualmente como una de las
tecnologias mas prometedoras en cuanto a sistemas de transporte in vivo.
Esto es debido a las numerosas ventajas que presentan los sistemas LNP, entre
las que encontramos®”):

e Baja inmunogenicidad.

e Biocompatibles.

e Seguros y estables.
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e Flexibilidad de disefio.
¢ Alta eficiencia en encapsulacion y transporte.
e Gran capacidad de carga.

e Produccién a gran escala.

Las LNP son sistemas de nanoparticulas, con un didmetro de 100nm o menos,
compuestas de materiales lipidicos de origen sintético o fisiologico. No solo son
idoneos protegiendo al ARNm de la degradacion mediada por ribonucleasas,
sino que ademéas conducen eficientemente el material genético hasta el
citoplasma.
Los componentes de estos sistemas de transporte son(1®):

e Lipidos ionizables catidnicos que formen complejos (lipoplejos) con el

ARNmM de interés.

e Lipidos estructurales entre los que hallamos:

o Lipidos de polietilenglicol (PEG). Estos se emplean recubriendo la
superficie de las nanoparticulas (PEGilacion), con el propdésito de
impedir la agregacion de otras particulas en la superficie del
vector, a la par que mejorar la eficiencia de la administracion del
ARNmM a las células diana.

o Fosfolipidos. Mantienen la estructura de la bicapa lipidica.

o Colesterol. Estabiliza la estructura de las nanoparticulas lipidicas.
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Figura 3. Representacion de las partes claves implicadas en la formulacién
LNPs.7"
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A continuacion, se desarrollara en profundidad los aspectos clave en la
formulacién de nanoparticulas lipidicas®8): 24),

e Lipidos cationicos ionizables. Los lipidos catidnicos son esenciales
para la encapsulacion del ARNm cargado negativamente. Las cargas
positivas del lipido interaccionan con las negativas de la molécula de
ARNmM mediante interacciones electrostéaticas, formando un lipoplejo.

Se aplican modificaciones en la estructura del lipido cationico ionizable,
de manera que a pH inferiores al pKa del grupo amino en cabeza, esos
lipidos catidnicos se protonan adquiriendo carga positiva. Sin embargo,
permanecen neutros (sin carga) a Ph superiores al pKa mencionado.
Esto se traduce en que cuando las LNPs viajen por el torrente
sanguineo (pH~7.4) permaneceran sin carga, y una vez se encuentren
en el interior del endosoma celular (ph~6.5) se protonaran facilitando su
fusion con la membrana del endosoma, quedando libre en el citoplasma
de la célula diana.

Algunos de los ejemplos de lipidos catidnicos ionizables empleados
actualmente son: ALC-0315, DLin-MC3-DMA....

e Polietilenglicol (PEG). Se emplea recubriendo la superficie de las

nanoparticulas (PEGilacion), con el propésito de impedir la agregacion
de otras particulas en la superficie del vector, a la par que mejorar la
eficiencia de la administracion del ARNm a las células diana.
A su vez, los lipidos PEG mejoran la estabilidad de almacenaje de LNP,
debido a que evitan que se produzcan fenbmenos de agregacion en la
solucién. Dichos fenbmenos de agregacion podrian dar lugar a un
incremento en el tamafio de las LNPs, desembocando en la liberacion
prematura del ARNm encapsulado.

e Fosfolipidos. Se trata de lipidos que confieren estabilidad a la bicapa
lipidica de LNPs. Estos son claves tanto en la distribucion como en la
capacidad de fusion de las nanoparticulas lipidicas.

Algunos de los fosfolipidos mas empleados son DSPC y DPPC.
e Colesterol. Es una sustancia lipidica que se intercala en la bicapa

lipidica aportandole rigidez y estabilidad.
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SISTEMAS DE TRANSPORTE PARA ARNmM
ARNmM desnudo m Vectores Vectores

virales no virales

I I I I
Polimeros Péptidos CNE LNP

Tabla 4. Resumen de los sistemas de transporte para ARNm

6.3. MECANISMO DE ACCION DE VACUNAS ARNm. TIPOS.

6.3.1. MECANISMO DE ACCION GENERAL DE VACUNAS ARNm

Una vez el ARNm es inoculado se transporta hasta la célula donde se introduce
por endocitosis. Una vez incorporado en el citoplasma por endocitosis, se
traduce enddégenamente por el complejo ribosémico de manera inmediata. Las
proteinas, fruto de esta traduccion, pueden permanecer en el interior de la célula,

0 bien, secretadas al espacio intercelular.

En el primer caso, algunos de los péptidos son presentados en la superficie de
la membrana celular a través del complejo de histocompatibilidad | (MHCI). El
MHC | forma parte de la mayoria de las células del organismo, la presentacion
del antigeno por este complejo desencadena la accion de los linfocitos T
citotoxicos (CD8+).

En el segundo de los casos algunos de los péptidos secretados podran ser
fagocitados por células presentadoras de antigenos (APCs). Este tipo de células
(macroéfagos, células dendriticas, células B) expondran el antigeno mediante el
complejo mayor de histocompatibilidad II (MHC 1), lo que desencadena la
activacion de linfocitos T ayudantes (CD4+), esto lleva consigo la produccion de

una respuesta inmune mas especifica.(29)
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Las vacunas de ARNm estimulan sistema inmune innato, activando receptores
de reconocimiento de patrones (PRR) ubicados en el endosoma y citoplasma
celular. Dicha activacién genera la secrecién de quimiocionas y citocinas como
interferdn |, interleucina-12 y factor de necrosis tumoral (TNF). Esto conduce a
una fuerte respuesta especifica tanto humoral como célular, lo que confiere una
alta inmonogenicidad a este tipo de vacunas.(30)

Por tanto, las vacunas de ARNm producen una potente respuesta inmune

adaptativa.

6.3.2. TIPOS DE VACUNAS ARNmM

Actualmente existen dos tipos de vacunas ARNm, las cuales son resumidas a
continuacion:

e Vacunas de ARNm convencionales. Son conocidas como vacunas de
ARNmM no replicables, estas vacunas llevan codificada la secuencia
antigénica de interés entre las regiones 3" y 5° no traducidas. A su vez
estdn conformadas por los elementos estructurales esenciales que
desarrollaremos posteriormente, estos son el marco de lectura abierto,

caperuza, y cola poli A. (31)

e Vacunas de ARNm autoamplificables (saARNm). Este tipo de vacunas
no solo codifican el antigeno de interés y contienen los elementos
estructurales tipicos, sino que, ademas, incorporan maquinaria de

replicacion virica.

Las vacunas con saARN usan ARN-polimerasas derivadas del ARN de un
virus, comunmente un alfavirus. Los alfavirus conforman un grupo de virus
pequefios de ARN cadena positiva, los cuales, durante el proceso de
replicacion, son capaces de producir gran cantidad de ARN subgendmico

codificado en las proteinas estructurales de estos virus.(29)

El reemplazo de la informacion genética de las proteinas viricas

estructurales por el antigeno de interés generara replicones que, al ser
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introducidos en las células hospedadoras, seran autoamplificados por
medio del complejo de ARN polimerasa viral codificado en el replicon.

A consecuencia de esto se produce la expresién de grandes cantidades
de antigeno de interés, lo que desemboca en una respuesta inmune mas

potente.
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6.4. APLICACIONES DE VACUNAS ARNmM

Para culminar con el apartado de discusién se van a comentar una serie de
patologias, incidiendo en la repercusion que tiene, o puede llegar a tener, la

aplicacién de vacunas de ARNm en su tratamiento.

6.4.1. SARS-CoV-2.

Virus perteneciente a la familia Coronaviridae responsable de causar la
enfermedad por coronavirus. Se trata de un virus de ARN monocatenario
positivo, causante de la pandemia transcurrida en los Ultimos afios.

A nivel bioquimico, la diana terapéutica de este virus se trata de una proteina
espicula (proteina Spike), cuya funcidén es la de unirse a unos receptores de

membranas celulares denominados ACE2 (enzima convertidora de angiotensina
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2). Dicha union es la encargada de mediar la endocitosis del virus en el interior

celular.3?

SARS-CoV-2

Membrane Spike protein, spike protein
Spike receptor-binding domain

glycoprotein Emerging variants?*

Nucleocapsid —r
Multivariant booster?,

Envelope pancoronavirus vaccine’!?

Figura 5.Estructura de SARS-CoV-2%), Subrayada en verde se halla la proteina

antigénica.

Los tratamientos contra el virus SARS-CoV-2 se basan en vacunas cuyo

desarrollo se envuelve alrededor del uso de la proteina Spike.

A continuacién, se muestran las tecnologias implicadas en el desarrollo de

vacunas contra la COVID-19G3);

Vacunas de ARNm. Estas son Comirnaty™ desarrollada por
Pfizer/BioNTech, y Spikevax™ realizada por Moderna. Se basan en la
secuencia genética de la proteina Spike incorporada en una molécula de
ARNmM sintético. Este ARNm sintético es transportado hasta las células
diana por LNPs.

Vacunas con vectores viricos. Dos vacunas representativas de esta
tecnologia son Jcovden™ desarrollada por Janssen y Vaxzevria™
generada por AstraZeneca. Este tipo de vacunas consiste en el uso de un
virus modificado, generalmente un adenovirus, que contiene y transporta
el gen para la formacion de la proteina Spike en las células diana.
Vacunas de subunidades peptidicas. Nuvaxovid™ desarrollada por

Novavax, se basa en el uso de una version de la proteina Spike.

Todas las vacunas recién mencionadas tienen en comun el objetivo de
que las APCs presenten, mediante MHCs, la proteina S al sistema
inmune, generando las pertinentes respuestas inmunitarias contra esta.

Vacunas de virus inactivado. El desarrollo de este tipo de vacunas se basa
en la inactivacion del virus. Entre los distintos ejemplos encontramos

CoronaVac y Wuhan Sinopharm.
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A continuacién, se resumen las ventajas que ofrecen las vacunas de ARNm

contra el SARS-Cov-2 con respecto al resto(34), %6):

Facilidad de obtencidon de una vacuna. Esto viene dado a que una vez
secuenciado el genoma del virus, y ubicado su antigeno patégeno, se
puede desarrollar una molécula de ARNm sintético en un tiempo muy
limitado. Un ejemplo de esto es la vacuna Spikevax, la cudl entro en la
fase | de ensayos clinicos en tan solo 42 dias tras la publicacion de la
secuencia genética del SARS-CoV-2.

Alto perfil de seguridad. EIl ARNmM mensajero una vez entra en la célula
diana por endocitosis se traduce en el citoplasma y es consiguientemente
degradado. Es decir, no se produce integracion en el genoma de la célula
diana.

Habilidad de adaptar, velozmente, el disefio de la vacuna ante la aparicion
de nuevas cepas viricas.

Potente cualidad autoadyuvante, lo que le confiere un alta
inmunogenicidad. No precisa de la implicacién de potentes coadyuvantes
en su formulacion, como es el caso de las vacunas peptidicas
(Nuvaxovid).

Contrariamente a las vacunas de virus inactivado (CoronaVac), no se
precisan técnicas de cultivo e inactivacion viricas. Dichas técnicas
demoran el proceso de desarrollo de la vacuna.

Se descarta la existencia de inmunidad previa al vector, situacion inversa
a la que nos encontramos con vacunas cuyo vector se trata de un

adenovirus.

6.4.2. VIH

VIH o virus de la inmunodeficiencia humana es un virus perteneciente a la familia

de los retrovirus, el cudl infecta células del sistema inmune (T CD4+, macréfagos

y células dendriticas).

El VIH afecta aproximadamente a unos 38 millones de personas. Pese a la

urgencia de encontrar una solucion contra este virus, no se ha desarrollado

ningun tratamiento efectivo. Este hecho es debido principalmente a la diversidad
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antigénica que presenta la envoltura viral de dicho virus, y al escudo de glicanos

que oculta los epitopos.©>

HIV

Surface, gp120
[ransmembrane, |V cqocamved regions of
gp41 surface glycoproteins

Integrase Rapid mutations***,

pol  proteoglycan shielding
Reverse critical epitopes™
transcriptase

Protease

Broadly neutralizing

Nucleocapsid : e
“ antibodies'"’

Vif, Vpr, Matrix gag
Vpu, Nef Capsid, p24

Figura 6. Estructura VIH (2¢)

Los tratamientos actuales para el VIH se basan en terapias antirretrovirales
(TAR), estas no ofrecen una cura al infectado, sin embargo, brindan la posibilidad
de controlar el virus y mejorar su calidad de vida.

La implementacion de la tecnologia de vacunas ARNm ha supuesto un punto de
inflexién en la investigacion de la lucha contra el VIH.

En marzo de 2022, la empresa biotecnolégica Moderna, comunicé que se estan
llevando a cabo ensayos clinicos en fase | de una vacuna de ARNm contra el
VIH. En los ensayos clinicos de fase | que estan aconteciendo, se pondran a
prueba distintas vacunas de ARNm®©®: BG505 MD39.3 mRNA; BG505 MD39.3
gp151 mRNA, y BG505 MD39.3 gp151 CD4KO mRNA.

El objetivo de estas vacunas es codificar una determinada proteina antigénica
del VIH en una molécula de ARNm. Esta molécula de ARNm, respaldada por un
vector, se introducira en el citoplasma de células diana (ej. células dendriticas).
Una vez en el interior celular el ARNm se traducira en la proteina objetivo, esta

sera presentada a células del sistema inmune a través del MHC.

Lo que convierte en idoneo el uso de tecnologias ARNm en el desarrollo de una

vacuna contra el VIH es su perfil seguro y selectivo.

6.4.3. TRATAMIENTO CONTRA EL CANCER
El cancer es la consecuencia de un crecimiento celular anormal en una o

diversas partes del organismo.
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Los tratamientos contemporaneos contra el cancer incluyen radioterapia,
quimioterapia e intervenciones quirdrgicas. A pesar de los avances
implementados en estos tratamientos, son incapaces de ayudar a un significante
nimero de pacientes-¢?
El desarrollo de vacunas de ARNm contra el cancer siguen alguna de los
siguientes objetivos en su desarrollo:
e Lainmunizacion de los pacientes a través de una molécula de ARNm que
lleve consigo un gen o genes codificados correspondientes a antigenos
tumorales.

e Usar el ARNm con el fin de modificar el microambiente tumoral.

La selectividad sobre las células diana es una caracteristica clave de las vacunas
de ARNm, de especial relevancia en la aplicacién de esta tecnologia al ambito
tumoral. Mediante la secuenciacion de las mutaciones especificas responsables
de provocar el crecimiento celular anormal, se podria desarrollar una vacuna de
ARNmMm especifica para una o varias mutaciones.

Compafias biotecnolégicas como la antes mencionada Moderna, trabajan en

desarrollar tratamientos personalizados contra el cancer.

Las Unicas vacunas de ARNm comercializadas por el momento son Comirnaty
(Pfizer/BioNTech) y Spikevax (Moderna). Las mencionadas en este apartado se
hallan bajo estudio. Actualmente se estudia la aplicacién de vacunas ARNm en
otras enfermedades infecciosas o patologias, como son el Zika, Rabia, Gripe o

enfermedades cardiovasculares, ademas de las desarrolladas en este apartado.
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7. CONCLUSIONES

e La molécula de ARNm presenta un alto grado de inestabilidad y se debe
encpasular para que ARNasas presentes en el torrente sanguineo no la
degraden. Actualmente los vectores mas empleados en el desarrollo de

vacunas ARNm se tratan de nanoparticulas lipidicas cationicas (LNPS).

e Las principales ventajas de las vacunas ARNm respecto a otras vacunas
son:
o Elevado caracter inmunogénico.
o Facilidad de desarrollo a partir de la secuencia genética de la
proteina antigénica.
o Incapacidad de incorporarse en el genoma de la célula diana
o Bajo coste de produccion.

o Alto nivel de biocompatibilidad.

e La tecnologia basada en vacunas de ARNmM presenta con un enorme

potencial cuyas posibilidades en el &mbito terapéutico son innumerables.
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ANEXO |. GLOSARIO

APC: células presentadoras de antigenos.
ARCA: del inglés anti-reverse cap analogs.
ARNmM: &cido ribonucleico mensajero.

ATP: adenosin trifosfato.

CAP: caperuza.

CD: células dendriticas.

CPP: péptidos de penetracién celular

CTP: citidina trifosfato.

dc ARN: ARNm de doble cadena.

FDA: food and drugs administration.

GOl (Figura 4): gen de interés.

GTP: guanosin trifosfato.

HPLC: cromatografia liquida de alta eficacia.
LNP: nanoparticulas basadas en lipidos.

MHC: complejo mayor de histocompatibilidad.
mod ARNmM: ARNm modificado.

PAMAM: poliamidoamina.

PCR: reaccién en cadena de la polimerasa.

PEG: polietilenglicol.

PEI: polietilenimina.

Poly A: referencia a la poliadenilacién del extremo 3’ del ARNm.
RALA: péptido rico en arginina.

RIG I: retinoic acid inducible gen

SARS-CoV-2: coronavirus tipo 2 causante del sindrome respiratorio
agudo severo.

Span™85 y Tween™80: agentes emulsionantes.
TLR: toll like receptor o receptores tipo toll

TTP: timidina trifosfato.

UTR: untraslated regions (regiones no traducidas).
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