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RESUMEN

A principios de 2020, lo gue en un principio era considerado apenas un brote epidémico
de una enfermedad infecciosa, en poco tiempo paso a ser una pandemia, la pandemia COVID-19,
siendo el agente microbioldgico causante el virus SARS-CoV-2.

Ante esta situacion surgio la necesidad de encontrar una pronta solucion, es por ello que
se plante6 el hipotético desarrollo en un tiempo récord de una vacuna para erradicar el virus ante
la inexistencia de un tratamiento farmacoldgico eficaz.

Con el objetivo de analizar y comparar las diferentes vacunas contra el SARS-CoV-2 se
enfocd el estudio en las vacunas basadas en la tecnologia de ARNm. Para ello se realizé una
revision bibliografica en la base de datos PubMed con la literatura publicada desde el afio 2020,
junto con la informacién disponible en la web de la Agencia Espafiola del Medicamento.

La implementacion de estas fue posible mediante el uso de adyuvantes que permitieron
la incorporacion del ARNm en la célula huésped, con el fin de traducirse a antigenos que una vez
presentados en la superficie de estas, provocasen una reaccion inmunitaria que produjera
anticuerpos neutralizantes contra el virus.

La autorizacién en la Unién Europea de dos vacunas basadas en esta tecnologia (las
desarrolladas por las empresas Pfizer-BioNTech y Moderna), condujo a una significativa bajada
en la trasmision de la enfermedad, consecuencia de la alta eficacia que ambas vacunas presentan,
contribuyendo de forma significativa a la bajada en la incidencia de la enfermedad; destacando la

utilidad de esta tecnologia que no habia sido usada con anterioridad.
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1. INTRODUCCION

1.1 CONTEXTO DE LA PANDEMIA ACTUAL DEL COVID-19

A finales de diciembre de 2019 se informé de la aparicién de casos de neumonia grave
causados por un agente microbiolégico no identificado en la ciudad china de Wuhan, en la
provincia de Hubei (Wu etal., 2020). Se trataba de un brote de neumonia de origen incierto,
posteriormente denominado Enfermedad por Coronavirus 2019, (Coronavirus disease 2019,
COVID-19). El agente etioldgico se identificd més adelante, el 11 de enero de 2020, como un
virus de la familia Coronaviridae, un B-CoV, el SARS-CoV-2, (por sus siglas en inglés: Severe
Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2) (Lu et al., 2020; Lv et al., 2020).

El foco, de origen zoonotico, igual que otras pandemias a gran escala producidas por virus
Coronavirus, como SARS, (Severe Acute respiratory syndrome), o MERS, (Middle East
respiratory sindrome); se hallaba en el mercado mayorista de pescado en Wuhan (Ji et al., 2020),
donde se encontraban animales salvajes, como murciélagos (Malaiyan et al., 2021) conocidos por
ser reservorios naturales de virus de esta familia, comprobandose que los casos iniciales del brote
tenian en comun la exposicion a este mercado (Pandey et al., 2020).

Desde entonces, 1o que era un brote epidémico se extendid rapidamente a otros paises, en
parte a consecuencia de la migracion masiva de personas por la celebracion del Afio Nuevo Chino
(Liu y Saif, 2020). Con lo que el 30 de enero de 2020 la Organizacién Mundial de la Salud,
(OMS), declard este brote por COVID-19 una emergencia de salud publica internacional, y méas
adelante, el 11 de marzo de 2020, fue declarado como una pandemia tras su rapida expansion a
nivel global, que hasta la fecha ha causado millones de infectados y fallecidos a lo largo del
planeta, derivando en terribles consecuencias tanto demograficas como econémicas.

De expansion imparable debido a la alta tasa de replicacidn de este virus, una de las posibles
soluciones para poder poner fin a esta pandemia evitando méas muertes seria el uso de vacunas
que, de forma segura, eficaz y efectiva, consiguieran erradicar este virus, o al menos mitigar sus

sintomas y volver de alguna manera a la normalidad.

1.1.1 EPIDEMIOLOGIA Y CARACTERISTICAS CLINICAS

Al no existir inmunidad previa frente al SARS-CoV-2, todas las personas son susceptibles de
padecer la enfermedad COVID-19. Tras la infeccion, la mayoria desarrollaran inmunidad en
relacion a una respuesta inmune en forma de anticuerpos neutralizantes contra el virus. Segln
datos de la Organizacion Mundial de la Salud, un 80% de las personas infectadas no requeriran
hospitalizacion, mientras que el 20% restante padecera una forma grave de la enfermedad,

requiriendo cuidados intensivos un 5% del total de infectados.




Los factores de riesgo para sufrir una forma grave de la enfermedad seran principalmente la
edad y padecer otras enfermedades concomitantes, como pueden ser: hipertension arterial,
diabetes u obesidad entre otras.

Los sintomas mas comunes de la enfermedad son: fiebre, tos, falta de aire, escalofrios, pérdida
del gusto y olfato, dolor de garganta, diarrea, vomitos, nauseas, fatiga, dolor de cabeza, congestion
nasal y rinorrea. En los casos mas graves encontramos: fiebre elevada, tos seca, disnea, mialgias
0 debilidad muscular; pudiendo llegar al sindrome de dificultad respiratoria aguda,

desencadenando en fallo multiorgénico y muerte.

1.2 VIRUS SARS-COV-2

1.2.1 FAMILIA CORONAVIRIDAE

El virus SARS-CoV-2, responsable de la pandemia COVID-19, forma parte de un mas amplio
grupo de virus, conocidos como coronavirus; generalmente abreviados CoV, pertenecientes a la
familia Coronaviridae, dentro del orden Nidovirales (Cui et al., 2019).

Estos coronavirus fueron descubiertos en la década de 1960, y deben su nombre a su
estructura en forma de corona; con un genoma compuesto de una sola cadena positiva de ARN
de unos 30kb de longitud, se trata de los virus de ARN mas grandes conocidos (Chen et al., 2020).
Y, al igual que los demas virus del orden Nidovirales, se caracterizan por poseer: largas cadenas
de ARN, una alta tasa de replicacion por su conservada organizacion genética, actividades
enzimaticas unicas y un amplio desplazamiento del marco ribosémico. Son destacados patdgenos
de vertebrados, que pueden infectar al: sistema respiratorio, sistema nervioso, tracto

gastrointestinal, sistema hepatico y sistema nervioso entre otros (Rana, 2020).

1.2.2 SARS-COV-2

El SARS-CoV-2, (Figura 1), es un virus perteneciente a la familia Coronaviridae, un
coronavirus, mas especificamente un [3-coronavirus. Posee una nucleocapside helicoidal unida al
ARN en una conformacion continua de tipo cordén. Con un diametro aproximado de 65 a 125
nandmetros, y un genoma con una longitud de 26 a 32 Kbs, posee su nicleo genético envuelto en
una bicapa lipidica donde se anclan las proteinas estructurales del virus.

Mediante un andlisis filogenético se identificO que este SARS-CoV-2 tenia un 88% de
similitud con los virus coronavirus que se encontraban en los murciélagos de forma habitual, el
bat-SL-CoVZC45'y bat-SL-CoVZXC21 (Ji et al., 2020), con lo que se concluy6 que este tuvo que
evolucionar a partir del virus existente en los murciélagos, y llego a la especie humana mediante
una fuente intermedia no identificada, produciéndose un cruce entre especies, que mediante

diferentes mutaciones dio lugar a la estructura final de este SARS-CoV-2 (Pandey et al., 2020).
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Figura 1 Estructura del virus SARS-CoV-2 con sus proteinas estructurales (Hussain et al., 2020).

El genoma, de unos 30.000 pares de bases, flanqueado por regiones UTR, (untranslated
region, region no traducida), codifica por medio de marcos de lectura abiertos, ORF (por sus
siglas en inglés: Open Reading Frame, marco abierto de lectura) (Jin et al., 2020), 16 proteinas
no estructurales Tabla 1, (constituyendo el 67% del genoma total), y 5 proteinas estructurales y
accesorias Tabla 2.

Inhibe la sefializacién de IFN

Funcién no conocida

Proteasa que bloquea la respuesta innata del huésped

Formacidn vesicula de doble membrana

Proteasa principal, Mpro

Restringe la expansion de autofagosomas

Cofactor

Cofactor

Dimerizacion y union de ARN

Proteina-esqueleto para nspl14 y nspl6

Funcion desconocida

Proteina dependiente del cebador
ARN-helicasa
Exoribonucleasa

Endoribonucleasa

Enzima Nucledsido-2-O-metiltransferasa

Tabla 1. Proteinas no estructurales del virus SARS-CoV-2, que desempefian en su mayoria funciones de

replicacion del proteosoma viral (Zhang et al., 2019).

Estas proteinas no estructurales, nsp, (por sus siglas en inglés non-structural protein), (Tabla
1), seran: proteasas virales, como nsp3, cistein proteasa o nsp5; ARN polimerasas dependientes
de ARN, RdRp y nspl2; helicasas: nspl3; y otras proteinas no estructurales de funciones no
conocidas, que se espera participen en la transcripcion y replicacion viral.

Entre las diferentes proteasas, destaca la proteasa principal, conocida como MPRO, codificada
por nsp5. Su importancia radica en que es esencial para la produccion del proteoma viral y la

replicacidn. Sera la primera proteina que se autoescinda y luego escinda a la poliproteina en




miembros individuales en el sitio de unién a la célula, de forma que transforméandose en un
octamero, alcanza su forma activa; mientras que en su forma no activa, su monémero y dimero
coexisten en equilibrio.

También es importante el papel que juegan dentro de las proteinas no estructurales la proteina
ARN polimerasa dependiente de ARN, (abreviada RdRp), codificada por nsp12. Esta forma parte
de un complejo proteico constituido por las proteinas encargadas de la replicacion y transcripcion
viral, siendo clave el papel enziméatico que juega RARp, ya que esta sera la que forme el complejo
junto con otros cofactores, habiendo un surco central en el complejo, donde se catalice la sintesis
de ARN mediada por un molde de ARN, existiendo una interaccion electrostatica entre la cadena
de ARN que se esté formando (positiva) y el complejo (negativo), con lo que se libera el nuevo

material genético.

Proteina Spike o de la espicula
Proteina de la membrana

Proteina de la envoltura

Proteina de la nucleocapside
Proteina de la hemaglutinina esterasa

Tabla 2. Proteinas estructurales del virus SARS-CoV-2, responsables de la patogénesis y multiplicacion del virus
(Zhang et al., 2019).

Por otra parte, las cinco proteinas estructurales antes mencionadas, (Tabla 2), trabajan todas
en sincronia para conseguir la replicacion viral en la célula huésped, de ahi la importancia de estas
en la patogénesis y multiplicacion viral. Entre ellas destacan: la proteina M, proteina de la
membrana de triple extensién, esencial para el ensamblaje del virus; la proteina E, proteina de la
envoltura, que a pesar de ser la mas pequefia tiene un papel central en la maduracion y
germinacion; y por ultimo destacamos la proteina mas importante, la proteina de la espicula, S.

También conocida como Spike, la proteina S forma la espiga trimérica que se extiende desde
la membrana lipidica, dandole al virus la apariencia de corona caracteristica. Es crucial para la
infectividad, el tropismo tisular y la internalizacion del virus en la célula huésped, sera la llave de
entrada del virus en nuestro organismo. Se encuentra en la superficie de la particula del virus
antes de la fusion con la célula huésped, pues, tras esto, la proteina es procesada por las proteasas,
derivando en una eficiente internalizacion del virus.

Se trata de una proteina de fusion de clase | trimérica glicosilada, que posee: un gran
ectodominio, una sola porcién transmembrana que ancla la proteina en la membrana lipidica y un
pequefio segmento intracelular. EI ectodominio estara formado por dos subunidades: S1y S2,
ambas se encontrardn formando homotrimeros. El carbono terminal del dominio funcional de S1
estara involucrado en la union al receptor, y en la subunidad S2 encontraremos: un péptido de
fusion, HR1 (heptad repeat region 1, secuencia heptada repetida 1), HR2 (heptad repeat region
2, secuencia heptada repetida 2), un dominio transmembrana y un dominio citoplasmatico que

ayudara en la envoltura viral.




En la proteina S del SARS-CoV-2 encontramos también un poro S1/S2 de tipo furinico, no
presente en otras especies de coronavirus, como en el caso del SARS-CoV, (responsable de la
pandemia SARS). La presencia de este sitio protolitico aumenta la patogenicidad del virus y el
tropismo tisular. Este poro estd correlacionado con el salto entre especies y una eficiente
transmision humano-humano. Con todo esto, vemos que la proteina S esta sometida a una enorme
presion evolutiva: cualquier cambio en la proteina S tendra consecuencias en la transmision e
infectividad del virus; es por ello que seré la proteina mas importante y por lo tanto una posible
diana para acabar con el virus.

El virus, mediante la subunidad S1 de la Proteina S, debido a su afinidad, se une al receptor
en la célula huésped, (Figura 2), que seré la enzima convertidora de angiotensina Il, (por sus siglas
ECA-2). Esta enzima se encuentra casi en su totalidad en las células pulmonares, por esto el
SARS-CoV-2 ataca en su mayoria al sistema respiratorio. Sin embargo, la ECA-2 se encuentra
también en menor medida en: intestino delgado, rifiones, higado y testiculos; por lo que el virus
también puede afectar a estas zonas del organismo; produciéndose en las zonas afectadas: atrofia,
fibrosis, inflamacion y vasoconstriccion, lo que lleva a lesiones tisulares en el ser humano
(Umakanthan et al, 2020).

Tras la unién del virus al receptor se produce la entrada del virus en la célula, posteriormente
a su internalizacién mediante endocitosis mediada por el receptor, liberdndose posteriormente el
material gendmico viral, el ARN, en el citoplasma de esta célula huésped.

El genoma viral sufre un proceso de traduccion con la posterior formacién de proteinas no
estructurales, constituyendo el complejo de transcripcién de replicacion, lo que conduce a la
formacion de ARN mensajero, codificando las proteinas estructurales y accesorias.

El nuevo ARN viral unido a la proteina N y otras proteinas accesorias es transportado en
forma de vesiculas desde el reticulo endoplasmatico y aparato de Golgi de la célula hasta la
membrana plasmatica, donde se fusionara liberandose fuera de la célula nuevas copias del virus
(Chowdhury et al., 2020).

Al igual que en el contacto del organismo ante otros antigenos extrafios, se produce una
respuesta inmune, tanto humoral, mediada por linfocitos T que ayudados por linfocitos B
produciran anticuerpos contra el SARS-CoV-2; como una respuesta inmune celular, mediada por
linfocitos T colaboradores y citotdxicos que por medio de las células presentadoras de antigenos
liberaran diferentes citocinas, de forma que las células infectadas por el virus sean destruidas
(V’kovski et al., 2021).

Segun los datos que se tienen hasta la fecha, la produccion de anticuerpos se produce de siete
a catorce dias desde el contacto con el virus: inmunoglobulina M (al comienzo de la infeccion),
inmunoglobulina G (tras la inmunoglobulina M), e inmunoglobulina A, esta Ultima en mucosas;
la cantidad de estas serd proporcional a la gravedad de la infeccion. Asi pues, estd combinacién

de inmunidad celular y humoral seré lo que queramos conseguir mediante la vacunacion.
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Figura 2. Esquema que muestra el ciclo infectivo del SARS-CoV-2 al entrar en contacto con una célula del

huésped: entrada del virus, replicacion y formacion de nuevos viriones. Fuente: (ViralZone, 2021).

1.2.3 SARS, MERSy COVID-19

A pesar de conocerse los virus coronavirus desde los afios 1960, no fue hasta la pandemia del
SARS, comenzada en China en el 2003 por el virus SARS-CoV, y la del MERS en Oriente Medio
en el 2012 por MERS-CoV, cuando se empezaron a conocer estos virus mas ampliamente. Sin
embargo, estas dos pandemias no llegaron a producir consecuencias tan devastadoras como si lo
ha hecho el COVID-19, en parte porque no llegaron a propagarse mucho mas alla de sus lugares
de origen.

En el caso del SARS y MERS si que se conoce el animal intermedio que introdujo el patégeno
en la especie humana, siendo las civetas y los dromedarios respectivamente a partir del
murciélago, reservorio habitual de ciertas especies de coronavirus.

Tras la realizacion de estudios filogenéticos se concluy6 que el nuevo SARS-CoV-2 tenia un
79% de similitud con el virus del SARS, y un 50% con el del MERS (Cui et al., 2019) ; con lo
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gue podemos apreciar las enormes diferencias entre los tres virus, algo que es especialmente
llamativo al ver las dianas fisiologicas de estos, ya que aunque SARS-CoV y SARS-CoV-2 se
unen a la misma diana, la enzima convertidora de angiotensina, (MERS-CoV se une, por otra
parte, a la proteina DPP4, dipeptidil peptidasa-4); SARS-CoV-2 presentara diez veces mas
afinidad por la ECA-2 , con lo que es méas patdgena, produciendo una conexién pulmonar mas
grave. Una de las razones de esta mayor afinidad podria ser la presencia en el SARS-CoV-2 del
poro de tipo furinico entre las subunidades 1 y 2 de la proteina S, como ya se explicd con
anterioridad; y otra seria la presencia de aminoacidos no polares en la proteasa principal dimérica
a diferencia de SARS-CoV, con lo que aumentaria la actividad catalitica de esta proteasa en el
SARS-CoV-2.

Con lo cual, a pesar de ser virus de la misma familia, sus diferencias tanto en términos
epidemioldgicos como de patogenicidad son mas que notables, no pudiendo interpolar a esta
pandemia actual los datos de estas dos anteriores.

1.3 JUSTIFICACION DEL USO DE VACUNAS

Ante la falta de tratamiento farmacoldgico efectivo contra esta enfermedad por la rapida
extension, multiplicacion y patogenicidad a nivel mundial del SARS-CoV-2, desde el inicio de la
pandemia uno de los principales objetivos ha sido el desarrollo de vacunas que pudieran frenar la
alta tasa de contagios y mortalidad (Andersen et al., 2020).

Asi, los principales laboratorios farmacéuticos comenzaron su carrera para conseguir la
vacuna desde que el virus comenzé a propagarse sin control a nivel mundial, con un importante
apoyo econémico por parte de los gobiernos.

La urgencia a la hora de obtener una vacuna ha supuesto un cambio de paradigma en lo que
se conocia hasta ahora en el desarrollo de vacunas: hemos pasado de obtener una vacuna en una
media de 15 afios a obtenerla en menos de un afo. Esto solo ha sido posible mediante el esfuerzo
de muchos organismos que actuando conjuntamente han logrado que los ensayos clinicos de fases
1, 2 y 3 se hayan hecho de forma solapada, con procedimientos mas acelerados, y una mayor
farmacovigilancia en la fase 4.

Los principales objetivos seran la obtencién de una molécula que, administrada de forma
segura, eficiente y con una adecuada via de administracién, induzca una respuesta inmune
equilibrada en el sujeto, de forma que este pueda adquirir anticuerpos neutralizantes contra el
virus SARS-CoV-2, generando en la poblacion en conjunto inmunidad global contra este virus,
duradera y eficaz, acabando asi con la pandemia COVID-19.

La importancia del uso de vacunas, en especial las vacunas basadas en la incorporacion de la
tecnologia del ARNm (ARN mensajero), se vio reflejado entre diferentes aspectos, en el nimero

de articulos publicados en relacion a esta tecnologia.

11



Para ello nos servimos de la herramienta PubMed, donde tras la busqueda de “RNA vaccine”
(Gréfica 1), se puede ver el nimero de articulos publicados a lo largo del tiempo; con ello queda
reflejado el interés internacional respecto a esta tecnologia vacunal, duplicandose el nimero de
articulos publicados en el Gltimo afio tras la irrupcién de la pandemia COVID-19, ya que como
se ha venido comentando, el uso de una posible vacuna siempre ha estado presente para erradicar
el virus, y en especial estas vacunas.

Resultados busqueda "RNA vaccine"
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Grafica 1. Relacion entre el nimero de revisiones encontradas con los términos descritos y el afio de publicacion.
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2. OBJETIVOS DE LA REVISION

El objetivo principal de esta revision fue analizar y comparar las diferentes vacunas de ARNm
existentes contra el virus SARS-CoV-2, causante de la pandemia COVID-19. Para resolver este

objetivo intentaremos responder a dos preguntas:

» ¢Por qué el uso de vacunas contra este virus es la mejor opcion a dia de hoy?, y una
segunda:
» ¢Por qué usar vacunas de ARNm contra el SARS-CoV-2 cuando no existe experiencia

previa, y qué ventajas nos aportan estas vacunas de ARNm frente a otra clase de vacunas?
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3. METODOLOGIA

Con el fin de dar respuesta al objetivo de esta revisidn se realiz6 una busqueda de la literatura
publicada hasta la fecha. Para ello, se recopil6 la informacion mas relevante en PubMed,
consultando también las referencias bibliograficas de los articulos revisados, y adicionalmente,
se consultaron diversas revistas cientificas como son: Science, Nature, Cell y The Lancet.

Por otra parte, la informacion mas actualizada de las diferentes vacunas analizadas la
obtuvimos de: EMA, (por sus siglas en inglés, European Medicines Agency, Agencia Europea del
Medicamento), FDA, (por sus siglas, Food and Drug Administration), OMS y la Agencia
Espafiola del Medicamento.

Para la busqueda de informacion en PubMed, se realiz6 una primera busqueda de
aproximacion con la palabra “Vaccine” y “RNA” en la base de datos, filtrando posteriormente los
resultados desde el afio 2020 a la fecha de consulta (1 de junio de 2021) pulsando en la categoria
Review, y dentro de las restricciones se selecciond la opcion que mostrara los articulos cuyos
términos aparecieran en el titulo o en el resumen (Title/abstract), obteniendo asi 282 resultados,
(Figura 3).

(vaccing*[Title/dbstract] AND RNA[Title/Abstract]) AND (("2020"[Date - Entry] : "3000"{Date - Entry]))

Figura 3. Barra de basqueda de articulos en la herramienta PubMed con los términos “Vaccine” y “RNA”en el

tltimo afo.

De esta forma, se obtuvo una busqueda con un nimero de articulos abarcables para su
revision, de los que ocho se seleccionaron (Anderson et al., 2020; Khehra et al., 202; Lozano
Jiménez et al., 2020; Pandey et al., 2020; Polack et al., 2020; Sahin et al., 2020; Tombécz et al.,
2021; Walsh et al., 2020) para asi responder al objetivo y las preguntas de esta revision.

Mas adelante se completaron las fuentes de informacion con la busqueda de algunos
articulos citados o referenciados en estos utilizando la herramienta Wok of Science, incluyéndose
finalmente todos estos articulos en la bibliografia.

Por ltimo, con el fin de recopilar y almacenar los articulos y demaés fuentes
bibliogréficas, la informacion fue organizada mediante la herramienta Zotero, gestor de
referencias bibliogréficas que nos permitio gestionar las diferentes colecciones bibliogréficas de

las que nos servimos para la realizacion de este trabajo.

14



4, RESULTADOS Y DISCUSION

Debido a la situacion de emergencia mundial originada por la pandemia COVID-19, los
principales laboratorios a nivel mundial (Callaway, 2020) dispusieron sus medios y fondos a la
investigacion y posterior desarrollo de una vacuna que pudiera acabar con el virus SARS-CoV-2
tras la ineficacia de los tratamientos farmacoldgicos existentes.

Asi, se teorizaron diferentes tecnologias para poder obtener rapidamente una solucion,
llegando a la conclusion que una posible vacuna de ARNm, nunca usada hasta la fecha, podria
ser de gran utilidad por la rapidez con la que podria obtenerse. Basados en ensayos clinicos
realizados con anterioridad, varias empresas farmacéuticas apostaron por el desarrollo de una

vacuna de esta categoria.

4.1 PRODUCCION Y DESARROLLO: TECNOLOGIA DE LAS VACUNAS DE
ARNmM

4.1.1 ¢(POR QUE VACUNAS DE ARN?

Las vacunas son consideradas en la actualidad el medio més exitoso para la prevencion y
control de enfermedades infecciosas. Descubiertas por el médico inglés Edward Jenner a finales
del siglo XVIII, se estima que cada afio previenen dos millones y medio de muertes en el mundo
(De Gregorio y Rappuoli, 2014).

Aunque conocidas con anterioridad, fue a lo largo del siglo XX cuando su uso y desarrollo se
generalizé, llegando incluso a la erradicacion de enfermedades infecciosas, como es el caso de la
viruela (Plotkin, 2014; Tognotti, 2010).

Hasta los afios 60, hablabamos de dos tipos de vacunas: vacunas inactivadas y vacunas vivas
atenuadas; sin embargo, desde la década de 1980, los avances en el conocimiento de la biologia
molecular y el descubrimiento de nuevas tecnologias de ingenieria genética han permitido el
descubrimiento de nuevas formas de vacunas mas seguras y efectivas: las basadas en subunidades
y péptidos, y por otra parte, los acidos nucléicos de administracion no viral.

Estos dltimos, los &cidos nucléicos de administracion no viral (tanto ADN como ARN
dependiendo de su tipo de azucar), imitan a la infeccién por el microorganismo vivo, produciendo
una fuerte y amplia respuesta inmune, induciendo la sintesis de antigenos en las células
transfectadas; y a diferencia de otras clases de vacunas, su fabricacion es segura, y facilmente
escalable a nivel industrial en poco tiempo, es por ello que en la situacion de pandemia actual esta
fue una de las primeras ideas de vacuna que se manejo (Zhang et al., 2019).

Sin embargo, cabe destacar que las vacunas basadas en &cidos nucléicos de tipo ADN no
llegaron a prosperar: ya gque por una parte, para poder traducirse a proteinas antigénicas de interés
requerian atravesar la membrana plasmatica de la célula en cuestion, (Figura 4), atravesar la

membrana nuclear, transcribirse a ARNm, regresar al citoplasma y una vez alli iniciar la
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traduccion en los ribosomas; y por otra parte, a pesar de usar la tecnologia de electroporacién para
poder introducir mas facilmente el material genético, de forma que mejorase la potencia
suboptima vista en los primeros ensayos clinicos (Kutzler & Weiner, 2008) ello no disminuyo el
riesgo potencial de introduccion de ADN exdgeno en el genoma del huésped, con el consiguiente
riesgo de producir mutagénesis (Tombécz et al., 2021).

Asi, han sido Unicamente las vacunas basadas en ARNm las que han entrado en los ensayos
clinicos que se realizaron, ya que a diferencia de las de ADN, para traducirse a proteinas
Unicamente requieren atravesar la membrana plasmatica de la célula huésped y en el citosol
traducirse en los ribosomas, y ademas, el ARNm no posee el potencial riesgo de producir
mutagénesis al no integrarse en el material genético de la célula, degradandose de forma natural
(Liu, 2019).
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Figura 4. Diagrama que esquematiza la entrada de material genético exégeno, ADN y ARN, mediante la ayuda de
particulas lipidicas, y su traduccién posterior, mostrando la ventaja que supone incorporar esta informacion

genética en una molécula de ARN frente al uso del ADN (Zhang et al.,2019).

4.1.2 PROYECTOSY ESTRATEGIAS ACTUALES DE LAS VACUNAS DE ARNm
4.1.2.1 FORMACION Y DISENO DE VACUNAS BASADAS EN ARNm

Desde la década de 1990 es conocida la utilidad de las vacunas basadas en esta tecnologia
para la transferencia activa de informacion y la produccion de antigenos (Wolff et al., 1990), sin
embargo, su posible uso clinico no fue demostrado hasta tiempo después, cuando se comprobd
que la estabilidad de estas vacunas podia mejorar mediante la optimizacion y modificacion de la
secuencia inicial de ARNm (Ross, 1995).
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Asi, para aumentar la potencia de estas vacunas se vio gque era necesario purificar la secuencia
de ARNm por HPLC, (por sus siglas en inglés high-performance liquid chromatographyy,
cromatografia liquida de alta resolucion), ademas de usar nucledsidos modificados para evitar una
respuesta inmunogénica por parte de los sensores inmunitarios; y por Gltimo, optimizar los
codones de la secuencia genética.

La produccion de la secuencia de ARNm se realiza mediante transcripcion in vitro a partir de
un molde de ADN linealizado que posteriormente es digerido por ADNasas, purificando el
ARNmM. Por lo tanto, la fabricacion de ARNm mediante transcripcion in vitro es esencialmente

un proceso quimico sin componentes animales o celulares (Liu, 2019).

La optimizacion de la secuencia que codifica el antigeno en cuestion se hara evitando codones
extrafios, aumentando la produccién de proteinas, la cantidad de ARNm y la estabilidad.
Adicionalmente, como se indic6, serd necesaria una modificacion de la secuencia original
mediante el cambio de nucle6tidos por nucledsidos modificados que permitan obtener la proteina
en cuestion en un estado mas 6ptimo, como por ejemplo pseudouridina, (¥) o N1-metil-3-
pseudouridina, (NImW¥), debido a que en diferentes ensayos se demostré que el uso de estos
nucledsidos provocaba la no induccion de una respuesta inmunogénica contra el ARNm (Durbin
et al., 2016; Karikd et al., 2008); e incluso se observo que aumentaba la capacidad de traduccion

de esta secuencia (Svitkin et al., 2017).

Finalmente se purifica el ARNm mediante HPLC, evitando la contaminacién y formacién de
ARNmM inmaduro, y eliminando el posible ARN de cadena corta o doble. A esta secuencia ya
modificada se le anaden sefiales de proteccion en el extremo 5’ en forma de estructuras Cap,
(Caperuza-5’); y en el extremo 3’ se le incorpora una cola de poliadeninas, formando una
secuencia madura. Si estas modificaciones no se realizasen induciriamos una respuesta
inmunogénica innata, interpretando este ARN como foraneo, no consiguiendo la traduccion al

antigeno de interés (Mandal et al., 2018).

4.1.2.2 ADYUVANTES MOLECULARES: ESTRATEGIAS DE MEJORA DE LA
INMUNOGENICIDAD
Para conseguir una correcta distribucion de estas vacunas en el organismo, obteniendo una
eficiente respuesta inmune, se ha demostrado que el uso de moléculas inmunoestimuladoras
codificadas en los plasmidos, lo que conocemos como adyuvantes moleculares, han mejorado la
inmunogenicidad (Li y Petrovsky, 2016) condicionando asi el direccionamiento subcelular.
Algunas de las moléculas usadas son: ligandos de receptores de reconocimiento de patrones;
citocinas que harén que se produzca una reaccion inflamatoria en el lugar de la inyeccion; y por

Gltimo, nanoparticulas lipidicas, NPL, (Figura 5), estas ultimas seran moléculas de tamafio
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nanomeétrico, compuestas por un ndcleo acuoso rodeado de una bicapa lipidica formada por la
combinacion de distintos lipidos (Hassett et al., 2019; Patel et al., 2019).

@V\/‘"’\ Unprotected mANA

Cytosol

Endogenous antigen

A\

Figura 5. Transfeccion de NPL en células, liberacion del ARNm y traduccion a antigenos enddgenos (Reichmuth
et al., 2016).

A fin de mejorar la inmunogenicidad de este tipo de vacunas una de las estrategias que se
desarroll6 fue dirigir la expresién de estas moléculas a las células presentadoras de antigenos
profesionales, (CPA), principalmente macréfagos y células dendriticas, CD (Démoulins et al.,
2017; Reichmuth et al., 2016).

Estas células dendriticas serén el tipo de célula més relevante, expresando el antigeno
codificado de forma nativa, procesados por el proteosoma, los epitopos de péptidos generados
ingresan en el reticulo endoplasmético donde se cargan en moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad I, (CMH-I), transportandose a la superficie, (Figura 6), y una vez alli seran
presentadas a los linfocitos T CD8 junto con sefiales estimuladoras (Heath y Carbone, 2001;
Swartz, 2001).

Para conseguir que la vacuna se dirija a estas células presentadoras de antigenos, que se
encuentran en mayor concentracion en los ganglios linfaticos, 1o mas efectivo serd disefiar
nanoparticulas lipidicas que se acumulen en los ganglios. Segun diferentes estudios, el tamafio
aproximadamente ideal para que las nanoparticulas se acumulen en los ganglios y no en el lugar

de la inyeccion seria de un didmetro inferior a 150 nandémetros (Oussoren et al., 1998), ya que un
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tamafio mayor podria provocar su reconocimiento por parte del sistema inmune y posterior

eliminacion (Ishida et al., 2002).
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Figura 6. Presentacion en una célula dendritica de los antigenos codificados por el ARNm encapsulado en NPL,
(en la imagen LNP), tras su traduccion en los ribosomas de la célula huésped, procesados por los CMH-1 y CMH-
Il (Reichmuth et al., 2016).

En estas CPA, los receptores endosomales tipo Toll, (TLR, por sus siglas en inglés Toll-like
Receptor, Receptor tipo Toll), seran una clase de receptores expresados encargados de reconocer
motivos moleculares conservados estructuralmente procedentes de patdgenos. Estos TLR seran
el objetivo del desarrollo de adyuvantes porque, al ser activados estos receptores, se produciran
las citocinas que desencadenen la inflamacién. La inclusién de adyuvantes con las NPL
proporciona una forma de aumentar la potencia de la vacuna y guiar la respuesta inmune en la
direccion deseada. Seria de esperar que los agonistas de estos TLR pudieran adaptarse para la

formulacion en NPL.

A la hora de formular estos adyuvantes sera muy relevante conocer la farmacocinética y
biodistribucion de las nanoparticulas, que varia significativamente al variar la densidad de los
azucares que la recubren; viéndose una mayor especificidad por las células dendriticas cuando un
11% de los lipidos estén manosilados (Perche et al., 2011). El papel del uso de los adyuvantes
integrados dentro de estas propias nanoparticulas estara muy condicionado por el efecto depdsito
que produzcan, prolongando la exposicion al antigeno (Reichmuth et al., 2016). Por ello, es

fundamental el recubrimiento de las nanoparticulas, que podra ser mediante:

> Polietilenglicoles, PEG. recurriendo a la pegilacion mejorada. La molécula se deposita
en la superficie de las nanoparticulas por la zona lipidica. Con estos se estabiliza

estéricamente la NPL y hace que disminuya la union no especifica a proteinas. Estos
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influiran mucho en las propiedades de las nanoparticulas ya que un mayor contenido suele
aumentar el tiempo de circulacion sanguinea, reduciendo a su vez la captacion celular y
la interaccion con la membrana lisosomal.

» Lipidos ionizables con grupos amina que mantienen una carga superficial neutra o
levemente catidnica a pH fisioldgico. Asi, disminuyen las interacciones inespecificas
lipido-proteina y facilita la liberacidn de oligonucleétidos en el citosol. Se ha demostrado
que las NPL con lipidos cationicos activan el receptor TLR4 e inducen una fuerte
respuesta proinflamatoria con citocinas de tipo TH1 (Reichmuth et al., 2016).

» Fosfolipidos con un papel estructural por el grupo fosfato que poseen, que cargado
negativamente, ayuda a la neutralizacion de la carga cationica.

» Colesterol, seré el elemento estabilizador de las NPL. A mas cantidad de colesterol
menor sera la temperatura de fusion, lo que facilitara la entrada del ARNm en la célula.

4.1.3 RESPUESTA INMUNE MEDIADA POR VACUNAS DE ARNm

Antes de comentar la respuesta inflamatoria que producen este tipo de vacunas, sera
importante conocer los diferentes sensores de ARN que encontramos en el organismo (Zhang et
al), que seran por una parte la familia de receptores RIG-I (por sus siglas en inglés retinoic acid-
inducible gene-1), y por otra los TLR anteriormente mencionados.

La familia de receptores RIG-1 funcionara como un receptor de reconocimiento de patrones,
RRP. Asi, dentro de esta familia encontraremos al receptor RIG-I que reconocera principalmente
sSRNA, (por sus siglas en inglés single-stranded RNA, ARN monocatenario), y dsRNA, (por sus
siglas en inglés double-stranded RNA, ARN de doble cadena o bicatenario), con 5 trifosfato, que
desencadena la produccidn de interferones, IFN; otro receptor que encontremos sera el MDADS,
un sensor de ARN citosolico que detectara ARN de doble cadena producido durante la replicacion
de virus de ARN.

Por otro lado, los receptores endosomales tipo Toll, los TLR, se encuentran en el
compartimento endosémico de las células presentadoras de antigenos profesionales, donde habra
varias clases de receptores TLR: TLR3 que reconocerd dsRNA mayores de 45 pares de bases y
dsRNA derivado del monocatenario; TLR8 activado por ARN ricos en poliuridinas, guanosinas
y uridinas, y ARN monocatenario; y por tltimo el mas destacado, el receptor TLR7, que se puede
unir tanto a ARN monocatenario como ARN de doble cadena, siendo activado por ARN ricos en
poliuridinas, guanosinas o uridinas, la activacion de este receptor hara aumentar la presentacion
de antigenos, promoviendo la secrecion de citocinas y aumentando la respuesta inmune celular.
Asi, las vacunas de ARNm pueden estimular la inmunidad innata a través de los receptores RIG-
I, MDAS5, TLR3, TLR7 Y TLRS.

Dentro de las CPA, las células dendriticas expresaran el antigeno codificado en el ARNm

de forma nativa, estos seran procesados en el proteosoma, generandose epitopos especificos, que
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se cargaran en moléculas de CMH-I, trasportandose a la superficie de la célula, de forma que
seran presentados a linfocitos TCD8; y por otra parte, las células del CMH-II presentaran en su
superficie antigenos especificos. Los linfocitos T promoveran la activacion de linfocitos B, de
forma que se generen anticuerpos especificos contra el antigeno en cuestion.

La induccién de una respuesta inmunitaria en mayor o menor medida dependera
principalmente de la via de administracion, calidad del ARNm y el vehiculo de administracién;
por lo tanto, en base a los ensayos realizados se vio que:

» El ARNm modificado con pseudouridina y purificado con HPLC puede disminuir la
activacion inmunitaria y aumentar la estabilidad y expresion del antigeno.

» El ARNm encapsulado con nanoparticulas lipidicas induce una potente respuesta de
ayuda folicular, induciendo un alto nimero de linfocitos B que produciran anticuerpos

neutralizantes de larga duracion y alta afinidad (Midoux y Pichon, 2015).

Después de la inyeccion intramuscular del ARNm encapsulado en nanoparticulas
lipidicas, las células y ganglios del lugar de la inyeccion, (en su mayoria células dendriticas y
macrdfagos), absorben estas nanoparticulas, distribuyéndose la secuencia del ARNm en el
interior.

En el citosol de la célula transferida, se produce la traduccion de la secuencia codificada,
expresandose los antigenos en la superficie de la célula en la orientacién adecuada. De esta forma,
la proteina funcional se expresa en la superficie, y mediante presentacién a células TCD8 se
produce un aumento de citocinas que provocara la activacion de células B, creadoras de

anticuerpos especificos contra este antigeno.
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4.2 VACUNAS DE ARNm EXISTENTES FRENTE A COVID-19

42.1 VACUNAS APROBADAS EN LA UNION EUROPEA: CARACTERISTICAS,
DIFERENCIAS, EFICACIA Y SEGURIDAD.

A fecha de 1 de junio de 2021(OMS) hay 102 vacunas candidatas en desarrollo clinico contra
el SARS-CoV-2, de las cuales 16 se basan en la tecnologia del ARN, (Gréfica 2), de las que solo
se encuentran actualmente dos vacunas comercializadas y autorizadas para su uso: Comirnaty®
y COVID-19 Vaccine Moderna ®.

Junto a estas dos mencionadas, la Agencia Europea del Medicamento también autorizé la
comercializacién de otras dos vacunas para su uso debido a la situacién de emergencia sanitaria,
tras finalizar con éxito las diferentes fases de desarrollo clinico, basadas en este caso en vectores
virales:

Vaxzevria®: Vacuna compuesta por un vector Gnico de adenovirus de chimpancé
recombinante y no replicativo. Codifica la proteina S y estimula la produccién de anticuerpos
neutralizantes contra esta.

COVID-19 Vaccine Janssen®: Vacuna monovalente recombinante compuesta por un vector
de adenovirus humano no replicativo. Codifica la proteina S, estimulando la produccion de

anticuerpos neutralizantes contra la misma.

Vector viral replicante + célula presentadora de antigenos
Virus vivo atenuado

Vector viral no replicante + célula presentadora de antigeno
Particula similar a virus

Vector viral replicante

ARN

Virus inactivado

ADN
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Grafica 2. Porcentaje de vacunas contra la COVID-19 segun el tipo de tecnologia, que se encuentran a fecha de 1

de junio de 2021 en fase de ensayos clinicos (OMS,2021).

Debido a la situacion de emergencia global, la EMA recomendd otorgar una autorizacion
de comercializacion condicional para estas vacunas, esta autorizacion de comercializacion
condicional es uno de los mecanismos regulatorios de la Unién Europea para facilitar un acceso
temprano a medicamentos que satisfacen una necesidad médica insatisfecha, como es en el caso
de situaciones de emergencia como la actual; debido a este tipo de comercializacion, las empresas
deben seguir proporcionando los resultados de los ensayos y estudios adicionales que se lleven a
cabo durante los dos afios posteriores a su comercializacion.

Asi, la seguridad y eficacia de estas vacunas se seguira controlando a medida que avance

la vacunacion en los paises miembros de la Unién Europea a través del sistema centralizado de
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farmacovigilancia de la UE. En cualquier caso, es importante destacar que al haberse acortado los
plazos de los ensayos clinicos y encontrarse todas las autorizadas en fase clinica 1V, todas ellas
estaran sujetas a un seguimiento adicional, de forma que se detecten antes las reacciones adversas

Y que estas sean notificadas en la mayor brevedad.

4.2.1.1 COMIRNATY ®

Esta vacuna debe su nombre al término comunidad, Co, seguido de RNAm, y del sufijo ty. De
nombre genérico Tozinameran, (BNT162b2), fue desarrollada por la empresa farmacéutica
estadounidense Pfizer junto con la alemana BioNTech. Autorizada para su uso por la EMA el 21
de diciembre de 2020, fue la primera vacuna aprobada contra el virus en la Unién Europea,
administrada por primera vez el 17 de diciembre de 2020. Su uso esta aprobado en todas las
personas mayores de 12 afios tras la ampliacién de su uso original que comprendia a los mayores
de 16 afios (AEMPS, 2021).

Se trata de un concentrado para dispersion inyectable por via intramuscular, en forma de
viales multiusos que deben ser diluidos antes de su administracién con 1,8ml de una solucion
inyectable de cloruro sédico al 0,9%. El vial descongelado puede estar entre 2 a 8 grados,
transportandose por un maximo de 12 horas, y antes de su uso, el vial sin abrir se puede conservar
durante un maximo de 2 horas a temperaturas de hasta 30 grados. Se administraran dos dosis de
0,3 ml cada una, una dosis equivalente de 30 microgramos de ARN, administrandose la segunda
dosis a las 3 semanas después de haber recibido la primera, suponiendo un 95% de eficacia segun
los resultados que se obtuvieron en los ensayos clinicos.

Para su desarrollo industrial se partié de dos moléculas candidatas: BNT162b1 y BNT162b2
(Walsh et al., 2020). La primera, BNT162b1, codificaba un dominio del virus de unién al
receptor, el RBD, (por sus siglas en inglés: Receptor binding domain); por otro lado, BNT162b2
codificaba una proteina S (conocida como proteina espina), de longitud completa, con la
conformacion de perfusion estabilizada anclada a la membrana.

Mediante la realizacion de dos estudios paralelos en los que se evaluaron los perfiles de
seguridad e inmunogenicidad por una parte; y la eficacia por otra, se escogio finalmente
BNT162b2 como molécula candidata para la continuacién de los ensayos clinicos de fase 2-3.
Esta decision se basé en un perfil de reactogenicidad sistémico mas leve, con un balance més
favorable para la molécula BNT162b2 en términos de respuesta inmune y toxicidad (Walsh et al.,
2020).

SEGURIDAD
La seguridad de la vacuna Comirnaty® administrada en dos dosis, con 21 dias de
diferencia se evalu6 mediante dos estudios de fase 1, y un estudio de fase 2/3. El primer ensayo

de fase 1 se realizo en abril de 2020 en Alemania; y con posterioridad, en Estados Unidos se
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procedi6é a un ensayo fase 1/2 que méas adelante se amplié a un estudio de fase 3 global. Se
estudiaron dos grupos de edad por separado: de 18 a 55 afios y de 65 a 85; sin embargo, esta fase
se modificd primero incluyendo en el primer grupo a adolescentes de 16 a 18 afios, y mas adelante
se ampli6 incluyendo también a sujetos mayores de 12 afios. Finalmente los 43.448 sujetos de
forma aleatorizada recibieron dosis de 30 microgramos de BNT162b2 o placebo. Entre los sujetos
de estudio, se incluyeron individuos que poseian comorbilidades asociadas al COVID-19. En
general se observd un perfil de reactogenicidad similar al de otras vacunas, con una frecuencia de
eventos adversos notificados bajos, siendo similares en los subgrupos de poblacién, y las
reacciones adversas generalmente locales, y las sistémicas transitorias y de corta duracion, todas
ellas de intensidad leve a moderada, destacando que las reacciones mas leves se dieron en aquellos
sujetos mayores de 55 afios (Polack et al., 2020).

Con los estudios sobre seguridad se obtuvo también la informacion referente a los eventos
de reacciones adversas. Los efectos secundarios adversos notificados mas comunes fueron
generalmente leve o moderados, mejorando en los dias posteriores a la vacunacion. Los que se
dieron con mayor frecuencia fueron: en mas de un 80% de los sujetos en estudio dolor en el lugar
de inyeccion; en mas de un 60% fatiga; en mas de un 50% cefalea; en un 30% de los sujetos
mialgia y escalofrios; en un 20% artralgia; y en mas de un 10% fiebre e hinchazén en el lugar de
la inyeccion. Junto a los ya nombrados, se dieron otras reacciones adversas de menor frecuencia,
descritas en la Tabla 3, tratdndose de efectos secundarios de leve a moderados que desaparecieron
a los pocos dias.

Muy Frecuencia
Muy frecuentes Frecuentes Poco frecuentes Raras

s

Reacciones de

hipersensibilidad:

Trastornos sistema Reacciones
Erupciones cutaneas,

inmunolégico . L. anafilacticas
prurito, urticaria,

raras desconocida

angioedema, etc.

Inmnin

Paralisis facial
Trastornos sistema
. Cefalea periférica
nerviose
aguda
Trastornos ) Nauseas
Diarrea
gastrointestinales Vomitos
Trastornos
Artralgia Dolor en las
musculoesqueléticos y
Mialgia extremidades
del tejido conjuntivo
Fatiga
Eritema
Escalofrios Malestar general
Trastornos generales y en el lugar .
Fiebre (2* dosis) Prurito en el lugar de
en ¢l lugar de inyeccion de
Inflamacion en el lugar | > inyeccion
inyeccion
de inyeccion

Tabla 3. Reacciones adversas producidas por la vacuna Comirnaty® (EMA,2020).
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EFICACIA

La eficacia de la vacuna se evalud en una poblacion de 36.621 participantes. Aunque en
un primer momento el estudio solo incluiria individuos de 18 hasta 85 afios, finalmente este
estudio se amplié en dos ocasiones incorporando primero a jévenes desde los 16 afios en adelante
y posteriormente a mayores de 12 afios; siendo toda esta poblacién conformada por individuos
sin evidencia de infeccién previa por SARS-CoV-2

De forma aleatorizada se distribuyé la poblacion administrando placebo en 18.379
participantes y en los restantes 18.242 la molécula BNT162b2. Finalmente se concluyd que la
eficacia protectora de la vacuna fue de un 95,5% 7 dias después de la administracién de la segunda
dosis, no observandose diferencias clinicas significativas en esta eficacia global en aquellos
participantes con alto riesgo de aparicion de COVID-19, o aquellos que presentaban una 0 méas
comorbilidades.

Se demostro asi una excelente eficacia de la vacuna en sujetos sin evidencia de infeccion
previa, 95.0% (IC 95%: 90.3%, 97.6%), con resultados similares en los diferentes subgrupos de
estudio. No conociéndose por otra parte, la duracién de la proteccion por la vacuna.

EXCIPIENTES Y ADYUVANTES

La vacuna esta conformada por una molécula activa, BNT162b2 envuelta en una mezcla
de nanolipidos para permitir la transfeccion de esta en las células del huésped, y evitar la
degradacion del material genético por ARNasas presentes en el organismo; esta molécula
nanolipidica se fusionara con las membranas plasmaticas de las células del huésped, trasladandose
la molécula de ARNm al citosol en el interior celular, donde se traducira hasta la conformacion
de proteina S cuya informacion genética contiene. La NPL serd una mezcla conformada por:
ALC-0315, ALC-0159, DSPC y colesterol.

» ALC-0315: ((4-hidroxibutil)azanodiil)bis(hexano-6,1-diil)bis(2-hexildecanoato).

Se trata de un lipido novedoso, fabricado para esta vacuna en concreto. Sera un lipido

funcional cationico formado por una amina terciaria y dos restos de éter, (Figura 7). Sera

el principal impulsor de la administracion, porque aporta a las nanoparticulas lipidicas

carga neutra en el entorno fisioldgico, de forma que facilita la inmunizacion, ya que el

entorno fisiol6gico exhibe carga positiva, mientras que el ARNm presenta carga negativa.

v

T,

Figura 7. Lipido ALC-0315 (EMA, 2020).
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» ALC-0159: (2 - [(polietilenglicol) -2000] -N, N-ditetradecilacetamida.
Lipido de nueva creacion fabricado por la empresa farmacéutica, (Figura 8). Proporciona
una barrera estérica a la nanogota lipidica, facilita el control del tamafio de las particulas
y la homogeneidad durante la fabricacion y el almacenamiento del producto; y por Gltimo,

regula la asociacién de plasma y proteina con la superficie de la NPL.

O
Ha'c“kﬂf{/‘w'?o“,\)\~N;‘WW5\/”%%A{:H3
45.50
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Figura 8. Lipido ALC-0159 (EMA, 2020).

» DSPC: Distearoil-sn-glicero-3-fosfocolina. Fosfolipido que mas alld de poseer una
funcidn estructural, su carga ayuda a la estabilizacion del material genético contenido.

» Colesterol: Se trata del elemento estabilizador de la nanogota de la NPL.

A parte de los elementos que encontramos en la NPL, en la formulacion de la vacuna también
se incluyé: cloruro de potasio, fosfato de dihidrégeno de potasio, cloruro sodico, fosfato de
disodio dismuto y sacarosa; contribuyendo a la molécula final, que tendra un pH 6,9-7,9 adecuado

para su administracion intramuscular.

4.2.1.2 COVID-19 VACCINE MODERNA®

Conocida como mRNA-1273, fue desarrollada por la compafiia farmacéutica Moderna,
siendo la segunda vacuna en ser aprobada contra el SARS-COV-2 tras la autorizacién de
Comirnaty ®, por la EMA, para su uso en individuos mayores de 18 afios. Se trata de una molécula
de ARNmM monocatenario que codifica la proteina de la espicula S del virus, encapsulado en
nanoparticulas lipidicas.

La sustancia activa serd& CX-024414, una cadena monocatenaria de ARNm producido
mediante transcripcion a partir de moldes de ADN no bioldgicos, que codifica la proteina viral S,
del virus SARS-CoV-2. Se presenta en forma de dispersion para inyeccion intramuscular en dos
dosis administradas con 28 dias de diferencia de 0,5 ml cada una, conteniendo asi cada dosis una

concentracion de 100 microgramos de ARNm.

SEGURIDAD

La seguridad de la vacuna COVID-19 Vaccine Moderna® se evalué mediante un ensayo
clinico aleatorizado de fase 3 realizado sobre 30.351 sujetos mayores de 18 afios, enmascarado
para la poblacidn, se administro la vacuna a 15.185 participantes, y placebo a los 15.166 restantes.

Un 75,2 % de los participantes tenian entre 18 y 64 afios, y un 24,8% tenian mas de 65.

26



Se observo una elevada reactogenicidad para tanto reacciones locales como reacciones
adversas sistémicas, en especial después de la segunda dosis; sin embargo, estas fueron en su
mayoria reacciones de leves a moderadas, y desaparecieron a los pocos dias, (de media tardaron
en desaparecer estos efectos de uno a tres dias).

Los participantes mayores de 65 afios mostraron una menor frecuencia de reacciones
adversas relacionadas con el lugar del pinchazo, siendo por el contrario, similar la incidencia de
hipersensibilidad en ambos grupos de edad. Asi, se considero favorable el perfil de seguridad
mostrado por la vacuna (Baden et al., 2021).

En los estudios de seguridad de la vacuna también se obtuvo informacién sobre los
eventos de reacciones adversas. Los efectos secundarios mas comunes de la vacuna COVID-19
Vaccine Moderna® fueron generalmente leves 0 moderados y mejoraron unos dias después de la
vacunacion. Los efectos secundarios mas comunes fueron dolor e hinchazén en el lugar de la
inyeccion, cansancio, escalofrios, fiebre, ganglios linfaticos inflamados o sensibles debajo del
brazo, dolor de cabeza, dolor muscular y articular, nduseas y vomitos (Tabla 4); siendo estas por
lo general de intensidad leve a moderada, remitiendo a los pocos dias de la vacunacion.

Las reacciones adversas notificadas con més frecuencia fueron dolor en el lugar de la
inyeccion (92 %), fatiga (70 %), cefalea (64,7 %), mialgia (61,5 %), artralgia (46,4 %), escalofrios
(45,4 %), nauseas/vomitos (23 %), hinchazén/sensibilidad axilar (19,8 %), fiebre (15,5 %),

hinchazén en el lugar de la inyeccién (14,7 %) y enrojecimiento (10 %).

Poco Muy Frecuencia
Muy frecuentes Frecuentes Raras
frecuentes raras desconocida
Trastornos Linfadenopatia axilar
sangnineos en el lngar de inyeccion
Trastornos sistema Anafilaxia
immunologico Hipersensibilidad
Parilisi
Trastornos sistema facial
nervioso periférica
aguda
Trastornos Nauseas
gastrointestinales Vamitos
Trastornos
musculoesqueléticos Artralgia
¥ del tejido Mialgia
conjuntive
Trastornos de la piel L c
Erupcidn cutinea
¥ tejido snbeutineo
Dolor en el dela
en el lugar Eritema en el lugar de
inyeccion q o Prarit
inyeccion o
Trastornos generales Fatiga
. Urticaria en el lngar de en ¢l Hinchazon
y en el lngar de Escalofrios o . i facial
inyeccion Fiebre 5 i d 5 de i »
. ém en el Ingar rupcion en el lngar inyeccién
) L. la inyeccion
de inyeccion

Tabla 4. Reacciones adversas notificadas de la vacuna Covid-19 Vaccine Moderna®, (EMA, 2021).
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EFICACIA

La eficacia de la vacuna mRNA-1273 se analizé en un estudio de fase 3 multicéntrico,
aleatorizado, estratificado, ciego y controlado con placebo. Para ello, se analizé la eficacia en
30.351 sujetos mayores de 18 afios, independientemente de que hubieran pasado una infeccion
previa por SARS-CoV-2, incluyendo a sujetos que poseian factores de riesgo para padecer una
COVID-19 de mayor gravedad, como fue el caso de sujetos que padecian sobrepeso, diabetes,
pacientes portadores del virus VIH, etc.

Con los datos obtenidos en el estudio, se observé una robusta y elevada accion protectora
de la vacuna desarrollada por Moderna, mostrando una eficacia contra el SARS-CoV-2 de (94.1%
Cl 89.3, 96.8). Mostrando también una accion protectora frente a posibles casos graves de
COVID-19 incluso en grupos de riesgo.

EXCIPIENTES Y ADYUVANTES

La molécula CX-024414 se envolvid en una nanogota lipidica para su correcta
distribucion y absorcion sistémica compuesta por la mezcla de varios nanolipidos, entre los que
se encontraron compuestos de nueva fabricacion, disefiados Unicamente para esta vacuna. Los

componentes de la NPL fueron:

» SM-102:(heptadecano-9-il8-{(2-hidroxietil)[6-oxo-(undeciloxi)hexilJamino}octanoato).
Lipido ionizable fabricado por la empresa. Cargado positivamente para impulsar a los
lipidos a interaccionar electrostaticamente con el ARNm, (Figura 9). Al ser un lipido de

nueva creacion, su seguridad fue analizada y revisada (EMA, 2021).

HO\/\N/\/\/\“’OW
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Figura 9. Lipido SM-102, (EMA, 2021).

» PEG 2000-DMG: 1,2-Dimiristoil-rac-glicero-3-metoxipolietilenglicol-2000.
Lipido polietilenglicol conjugado, que confiere estabilidad estérica a las nanoparticulas.

Se trata de otro excipiente de nueva creacion, (Figura 10).

o

I
CH3(CH3z)42—C—0-CHz

K
CH3(CHz)12—C—0-CH

CH,O(CH,CH;0),CH,

Figura 10. Lipido PEG 2000-DMG, (EMA, 2021).
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» DSPC: 1,2-diestearoil-sn-glicero-3-fosfocolina. Serd un lipido auxiliar zwitterionico,
aumentard las propiedades fuso-génicas de las particulas.

» Colesterol: Proporciona estructura y estabilidad fisicogquimica a la molécula nanolipidica
y ala de ARNm.

Ademas de los elementos que encontramos en la NPL, los otros excipientes seran:
clorhidrato de trometamol, &cido acético, acetato de sodio dihidrato, sacarosa y agua para
inyectables. Teniendo la vacuna un pH 7-8, adecuado para la administracion intramuscular de
esta vacuna desarrollada por el laboratorio Moderna.

4.2.2 FUNDAMENTOS COMUNES DE LAS VACUNAS COMERCIALIZADAS
BASADAS EN LA TECNOLOGIA DEL ARNm CONTRA EL SARS-CoV-2

MODIFICACION SECUENCIA ARN EN LA VACUNA FINAL

Se basan en una molécula de ARNm de nucledsidos modificados, encapsulada en una NPL,
que codifica la glicoproteina S del virus SARS-CoV-2, escogida en base a la secuencia original
disponible del virus: SARS-CoV-2 isolate Wuhan-Hu-1 (Severe Acute Respiratory Syndrome
Coronavirus 2 Isolate Wuhan-Hu-1, Complete Genome, 2020), de 29903 nucleétidos. De esta
secuencia de ARN original se aisl6 la secuencia correspondiente a la glicoproteina S, la que se
encuentra entre las bases: 21563-25384, siendo en total formada esta proteina por 3822 bases.

Para bloquear la conformacion de la proteina S en el estado de perfusion con el receptor, la
ECA-2, la secuencia original fue modificada en las bases 986 y 987 cambiando una lisina y una
valina por dos prolinas, de forma que se obtuvo una proteina S con el ectodominio estabilizado
(Wrapp et al., 2020).

Para evitar una respuesta inmunogénica innata, se cambiaron los nucleésidos uridina por
N1metil-3-pseudouridina, mejorando la capacidad de traduccién por una parte, y evitando el
reconocimiento por parte del sistema inmune por otra. Tras lo cual se afiadieron sefales de
proteccion en el extremo 5, Cap, y una cola de poliadeninas en el extremo 3. Habra también en el
extremo 5 una region UTR no traducida y un coddn de sefial optimizado. Por otra parte, en el
extremo 3 a parte de la cola poli-A, habra otra regiobn UTR no traducible, (Figura 11). La

glicoproteina S original no es igual a la final, habré un 99,84% de similitud.
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Figura 11. Secuencia general del ARNm exdgeno que codificara el antigeno de interés, en este caso la proteina
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Spike del SARS-CoV-2, al traducirse en los ribosomas de las células del huésped, previa internalizacién en el
citosol (Garcia-Arriaza et al., 2021)
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FUNDAMENTO DEL USO DE LA PROTEINA S DEL SARS-COV-2 COMO ANTIGENO

Desde un primer momento, se escogio la proteina S como antigeno para las hipotéticas
vacunas debido al importante papel que esta proteina juega en el ciclo del virus. En primer lugar,
en el interior de esta proteina sera donde se encuentre la subunidad encargada de la unién a la
diana del organismo, la enzima convertidora de angiotensina, y por otra parte, también es en esta
proteina donde esta union proteina-receptor es catalizada.

Ademaés, cabe destacar su posicion dentro de la estructura viral, se encuentra en el
extremo de su capsula, es por tanto la proteina mas visible y la que antes es reconocida y
caracterizada por los diferentes sistemas de reconocimiento inmune del organismo (Lozano
Jiménez et al., 2020).

Por todo ello, para que una posible vacuna fuera eficaz, era casi imprescindible que el
antigeno que se administrase contuviese la informacion relativa a la proteina S, ya que esta sera

la diana terapéutica principal.

MECANISMO ACCION

El mecanismo de accion de ambas vacunas es el mismo. El material genético, que en
nuestro caso es ARNm, se encuentra encapsulado en NPL de diferente composicion segin la
vacuna. Tras la inyeccion, las células dendriticas y macr6fagos del sitio de inyeccion absorberan
estas NPL, entregando el contenido al citosol de estas células, donde cerca del reticulo
endoplasmatico, en los ribosomas, esta secuencia serd traducida, expresandose el antigeno
proteico codificado por la misma, que sera la proteina S en la orientacion adecuada; tendremos
asi en la superficie celular la proteina S funcional unida a la membrana celular de estas células
parte del CMH-I, que seran reconocidas por linfocitos T y B, derivando en la produccién de
anticuerpos neutralizantes contra este antigeno por parte de estos linfocitos B, obteniendo
inmunidad celular (Sahin et al., 2020).

Las vacunas de ARN administradas en cuya formulacion encontramos NPL, por via IM
producen una inflamacion local transitoria, que impulsa el reclutamiento de neutréfilos y células
presentadoras de antigenos en el sitio de la inyeccion. Las CPA reclutadas seran capaces de captar
las NPL y expresar las proteinas, y posteriormente pueden migrar a los ganglios linfaticos de
drenaje local donde se produce el cebado de células T. Generalmente, después de la endocitosis
de las NPL, el ARNm se libera del endosoma al citosol de la célula (Maruggi et al., 2019; Pardi
etal., 2015).
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4.2.3 PROXIMAS VACUNAS DE ARNm CONTRA EL COVID-19

A fecha de uno de junio de 2021, (OMS, 2021), las vacunas basadas en la tecnologia de
ARNmM maés destacadas contra el SARS-CoV-2 que se encuentran en los niveles Il y 1l de ensayos
clinicos, y por lo tanto las que méas proximas se deben encontrar para su comercializacion futura

son las siguientes:

CVnCoV:

Conocida también como zorecimeran, fue desarrollada por la empresa biofarmacéutica
alemana CUREVAC. Destaca que el contenido de su vacuna sea ARNm no modificado, a
diferencia de las vacunas de Comirnaty y moderna, ya que afirman que las modificaciones en el
ARN van a ser innecesarias (Rauch et al., 2021).

Se compone de NPL no modificadas quimicamente, con el ARNm que codifica la
proteina S con dos prolinas mutadas, estabilizando la conformacion de la proteina que se une al
receptor endogeno, la ECA-II.

En diferentes ensayos preclinicos se demostrd la eficacia de esta vacuna para provocar
una respuesta inmune adaptativa adecuada. Asi, se trata de una prometedora vacuna, potente y
segura respaldada por los datos preclinicos, que actualmente se encuentra en ensayos clinicos de

fase 11, y en revisién por parte de la Agencia Europea del Medicamento.

arCoVv:

Conocida como Walvax, esta vacuna de origen chino se encuentra en fases de
investigacion tras su desarrollo conjunto por AMS, (por sus siglas en inglés: Academy of Military
Science of the Chinese People's Liberation Army), Suzhou Abogen Biosciences y Walvax
Biotechnology; actualmente se encuentra en proceso de investigacion clinica de fase I11. Destaca
que a diferencia de otras, eligié la secuencia de antigeno RBD para inducir anticuerpos
neutralizantes en el organismo con un menor dafio que las basadas en la proteina S, de mayor
inmunogenicidad, (Liu et al., 2020). Con probada eficacia y efectividad en los ensayos realizados,

€s una vacuna muy prometedora en la lucha contra la pandemia COVID-19.

Otras de las vacunas que se encuentran en ensayos de investigacion clinica aunque menos
avanzadas seran las siguientes: ARCT-021, LNP-nCoVsaRNA, ChulaCoVmRNA vaccine, PTX-
COVID19-B, CoV2-SAM, MRT5500, DS-56709, HDT-301, EXG-5003.
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4.3 VACUNAS DE ARNm: UNA VISION AL FUTURO

El uso de la tecnologia del ARNm para el desarrollo de vacunas pasé en menos de un afio de
ser una simple prometedora técnica a ser una realidad que supuso un tratamiento eficaz (Verbeke
etal., 2021), por la autorizacion del uso de emergencia de dos vacunas basadas en esta tecnologia
en la UE, tras la demostracion mediante ensayos preclinicos y clinicos de su eficacia, seguridad
y efectividad contra el virus SARS-CoV-2, destacando la rapida produccion y escalabilidad que
estas vacunas alcanzan.

La informacion obtenida hasta la fecha no cabe duda que contribuird al disefio de futuras
vacunas de ARNm y al conocimiento de sus efectos inmunoldgicos, no solo frente al COVID-19,
sino para otras enfermedades infecciosas como la provocada por el virus VIH, y de forma mas
destacada, su posible uso en oncologia (Sahin et al., 2020), contra la proliferacion de células
tumorales en pacientes con expresion mutada de genes oncogénicos basandose en neo-antigenos
(Esprit et al., 2020), que promoviendo una respuesta inmune adaptativa que de forma selectiva
atacara a las células cancerosas, consiguiera erradicar la tumoracion en el organismo.

Es por esto que el uso de estas vacunas, impulsado por la emergencia del COVID-19, no ha
hecho méas que comenzar, y se prevé un futuro muy prometedor para su uso en terapias e

infecciones que hasta la fecha carecen de tratamiento efectivo.
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5. CONCLUSIONES

El desarrollo de las vacunas de ARNm se debe a una investigacién previa basica de décadas,
gue ha permitido su disefio y desarrollo de forma rapida. Sin embargo, ha sido solo en estos dos

Gltimos afios cuando esta informacidn ha sido recogida en forma de revisiones.

Actualmente en la lucha contra la pandemia COVID-19, en la Unién Europea disponemos de
dos vacunas de gran eficacia basadas en esta tecnologia de ARNm que fueron desarrolladas en un

plazo inferior a un afio.

Asi podemos afirmar que las vacunas que basan su tecnologia en el ARNm suponen una

herramienta rapida y flexible en el control de la transmision del virus SARS-CoV-2.

Finalmente junto con el gran avance en la erradicacion de la pandemia que estas vacunas han
supuesto, también se pone de manifiesto el descubrimiento de una técnica vacunal que en el futuro

podria ser de gran utilidad en la erradicacion de enfermedades infecciosas y oncoldgicas.
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