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ARTICULO DE REVISION

RESUMEN

El progreso de los paises en vias de desarrollo estd totalmente condicionado por el elevado impacto de
un grupo de veinte entidades olvidadas o desatendidas producidas por diversos agentes etioldgicos.
Aunque para muchas de ellas se dispone de un tratamiento eficaz, tanto las reinfecciones frecuentes como
|as resistencias asociadas, dificultan enormemente su control. Hasta el momento actual, solamente se dis-
pone de vacunas comerciales para afrontar las infecciones por el virus del Dengue y rabia. Algunas de los | enfermedades ropicoles descrendidas
razones que justifican su falta de disponibilidad tienen que ver con la baja eficacia de las vacunas cldsicas | zoonosis parasitarias

junto con los largos periodos de desarrollo y el escaso interés de la industria farmacéutica. Ademds, yen | pobreza

cuanto a las enfermedades olvidadas de origen parasitario, su complejidad biolégica y estructural junto | vacunas

con su arsenal inmunomodulador, las ha convertido en un dificil reto a nivel profildctico. La pandemia | ARNm

de SARS-CoV-2 nos ha ensefiado el potencial que presentan la tecnologia de vacunas de ARNm:. La flexi-
bilidad de las plataformas disponibles asociado a la incorporacion de nuevas e innovadoras aproximaciones Keywords:
tecnoldgicas de inmunoinformadtica, ofrece una nueva esperanza para permitir que en un futuro préximo
se solucionen muchos de los problemas sanitarios asociados a la pobreza.
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The progress of low and middle income countries is absolutely dependent on the high impact of twenty | mRNA
forgotten or neglected entities caused by a wide range of etiological agents. Although there are available
freatments against many of them, reinfections and drug resistance hamper their control. Until now, only
commercial vaccines are effective to manage for Dengue virus and rabies. Some reasons are the low
efficacy of conventional vaccines, the long lasting development and the lack of industrial involvement.
Moreover, the biological and structural complexity and immunomodulatory arsenal of the neglected par-
asitic diseases make this an important prophylactic challenge. SARS-CoV-2 pandemic showed the real po-
tential of mRNA vaccine technology. The flexibility of the platform associated with the new and innovative
technological immunoinformatic approaches offer a new hope to face many of the sanitary problems re-
lated to poverty population for the near future.
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1. INTRODUCCION

La prevalencia, distribucion, control y manejo de las en-
fermedades infecciosas depende en gran medida de las condiciones
socioecondmicas, culturales y ambientales que las acompaiian. En
comunidades empobrecidas, especialmente en paises en vias de des-
arrollo, una amplia mayoria de sus habitantes viven en ambientes
de superpoblacion, con falta de agua potable o condiciones inade-
cwadas de higiene, generando asi un caldo de cultivo idoneo para
la adquisicion y transmision de enfermedades (1).

A este respecto, la Organizacion de las Naciones Unidas
(ONU) define el estado de desarrollo de un pais en base a su indice
de Desarrollo Humano (HDI, del inglés Human Development Index).
Este indicador tiene en cuenta numerosos factores para definir la
longevidad y calidad de vida de los habitantes de una region, su
educacion y sus estandares de vida. En una escala de 0 a 1, se clo-
sifica como pais en vias de desarrollo todo aquel que no alcanza
una puntuacion de 0,80. Segin el Human Development Report
2021-2022, en este aiio todavia se encuentran por debajo de ese
umbral 125 paises (2).

A pesar de esta elevada cifra, el HDI global se estd incre-
mentando, aunque de manera desigual entre regiones. Una medida
de ese progreso es la reduccion en morbilidad causada por enfer-
medades, contabilizada en DALYs (del inglés Disability Adjusted
Life-Years). El guarismo, en nimeros absolutos, se ha mantenido
mds o menos constante a lo largo de los Gltimos treinta aios, pero
al ajustarlo a la expansion y envejecimiento poblacional, se observa
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una dara tendencia descendente. Entre las diez causas principales
de ese descenso, cinco son consecuencia directa de un mejor manejo
de algunas enfermedades infecciosas: infecciones de las vias respi-
ratorias bajas, sarampidn, tétanos, malaria (todas ellas afectan
principalmente a nifios) y tuberculosis (afecta principalmente a
adultos). Asimismo, se incluyen entre las causas principales enfer-
medades que cursan con diarrea, que también pueden estar pro-
vocadas por agentes infecciosos (3). A pesar de esta reduccion
generalizada, la carga que ejercen las enfermedades infecciosas
sigue siendo desproporcionadamente superior en los paises con me-
nores recursos, con una fuerte correlacion (R=0.87, p<2,2x10°'¢;
via correlacion de Pearson) entre una mayor morbilidad y un menor
producto interior bruto per cdpita (Figura 1).

En las regiones tropicales y subtropicales del planeta,
donde se concentran la amplia mayoria de paises en vias de des-
arrollo, hay cuatro infecciones o grupos de infecciones principales:
VIH, malaria, tuberculosis y enfermedades tropicales desatendidas
(NTDs) (4). Estas dltimas fueron definidas en el aiio 2005 por los
cientificos David H. Molyneux, Peter J. Hotez y Alan Fenwick como
“condiciones que promueven la pobreza y, a menudo, estigmatizan,
teniendo lugar principalmente en dreas rurales de paises en vias
de desarrollo” (5). Inicialmente incluian 13 entidades, aunque a
dia de hoy son ya 20, englobando infecciones causadas por pardsi-
tos, bacterias, virus y hongos, asi como envenenamientos por mor-
dedura de serpiente (6). Las mds prevalentes son las parasitosis
(Tabla 1) y dentro de ellas las producidas por helmintos que habi-
tualmente cursan de forma cronica con alteraciones que pueden
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Figura 1. Correlacion entre la morbilidad de las enfermedades infecciosas y el producto inferior bruto per cdpita. Grdfico de burbujas. El tamafio de cada burbuja representa
la poblacion de cada pais. Representados aparecen 186 de los 194 paises mundiales. Solo se muestran los nombres de paises con una poblacion superior a 75 millones
de habitantes. R y p-valor obtenidos mediante correlacion de Pearson entre las variables de DALYs perdidos por cada 100.000 personas y Producto interior bruto per
cdpita (PIB per cdpita). Datos del afio 2019, tomados de https://ourworldindata.org/burden-of-disease.
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estar presentes durante afios o décadas (7). Por otro lado, las NTDs
de origen virico, como Dengue o Chigungunya, desencadenan cua-
dros agudos. En las primeras se han llevado a cabo programas in-
tegrados de tratamientos masivos conocidos como MDA (Mass Drug
Administration), auspiciados por diferentes agencias internacionales
y organizaciones no gubernamentales, que han conseguido reducir
la prevalencia y la gravedad de estas afecciones. Sirva como ejemplo
los programas para la eliminacion de la oncocercosis en Africa (8).
No obstante, otras infecciones, sobre todo las producidas por virus,
son mas dificiles de manejar por no disponer de farmacos adecua-
dos. Esto hace necesario afrontar estas patologias mediante el des-
arrollo y la aplicacion de vacunas efectivas.

2. VACUNAS FRENTE A ENFERMEDADES TROPICALES DES-
ATENDIDAS

Las NTDs agrupan condiciones que tienen como caracte-
ristica comin la capacidad de promover la pobreza y estigmatizar,
principalmente en regiones en vias de desarrollo. Bajo esta premisa,
algunos autores han denominado vacunas “anti-pobreza” a aque-
llas dirigidas a su prevencion. Sin embargo, a pesar de su impor-
tancia capital, esta investigacion queda lejos de las prioridades de
la industria farmacéutica. Como ejemplo, la inversion combinada
en el desarrollo de vacunas contra esquistosomosis, uncinariosis,
leishmaniosis y enfermedad de Chagas no superd los 20 millones
de ddlares en el afio 2015 (7), mientras que su prevalencia combi-
nada superaba los 650 millones de personas (Tabla 1).

Mds alld de esta falta de interés industrial y la baja in-
version publico-privada, el desarrollo de vacunas contra NTDs tiene
ofros refos que superar. El principal es la dificultad de disenar va-
cunas que generen profeccion elevada y duradera contra las NTDs
parasitarias, cuyos agentes causales tienen una elevada complejidad
genética, estructural y en su ciclo de vida. Hoy en dia, la vacuna an-
timaldrica Mosquirix™, comercializada por la farmacéutica GSK, es
la Gnica vacuna disponible contra infecciones parasitarias en huma-
nos. Se ha aprobado para su uso en niflos menores de 5 afios en
algunos paises africanos (9), aunque no carece de limitaciones tanto
en su seguridad, con un preocupante incremento en casos de me-
ningitis en individuos vacunados, como en su capacidad protectora,
reducida y poco duradera (10). A este éxito relativo en la lucha con-
tra el paludismo no le ha seguido el de ningin otro pardsito.

Actualmente solo encontramos vacunas licenciadas para
dos NTDs, ambas de origen virico, dengue y rabia. La vacuna contra
|a rabia fue una de las primeras en desarrollarse, por los eminentes
cientificos Louis Pasteur y Emile Roux en 1885. La vacuna era un
virus atenuado que se producia en tejido nervioso de conejo. Este
fue el modo de produccion habitual durante casi un siglo, aunque
desde los afios 80s se ha sustituido por producciones mds modernas
y limpias en cultivos celulares o huevos embrionados. Estas vacunas
son de administracion intramuscular y pueden ser usadas tanto pre-
como post-exposicion. Con una letalidad en individuos no vacunados
superior al 99%, se calcula que la vacuna administrada convenien-
temente después de la exposicion previene el 99% de las potenciales
muertes (11). El dengue es la otra NTD que dispone de una vacuna

Tabla 1. Prevalencia, morbilidad y mortalidad de enfermedades olvidadas producidas por pardsitos

o Prevalencia
Parasitosis .
(millones)
Ascariosis 800
Uncinariosis 450
Trichuriosis 435
Esquistosomosis 190
Trematodosis alimentarias 75
Filariosis linfdticas 29
Oncocercosis 15
Chagas 7.2
Leishmaniosis 48
Cisticercosis 2.6
Equinococosis 1
Tripanosomosis africana 0.007

Morbilidad Mortalidad
(DALYs) (muertes/aiio)
427.000 14.000
373.000 1
373.000 1
693.000 24.000

1.110.000 7.300

1.110.000 1
719.000 1
138.000 8.000
442.000 14.000
671.000 26.000
47.000 19.000
42.000 3.000
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comercial, Dengvaxia, producida por Sanofi y recomendada ya en
varios paises con dengue endémico. Esta vacuna estd compuesta por
virus quimeéricos entre el virus de la fiebre amarilla y los cuatro se-
rotipos patogénicos de Dengue (12). Aunque la vacuna estd siendo
utilizada con éxito, las estrategias de vacunacion contra el dengue
deberian mejorarse. Todavia hay preocupaciones en cuanto a su se-
guridad, pues incrementa el riesgo de manifestaciones de dengue
grave en individuos no infectados. Ademds, en términos de respuesta
inmune, hay una produccion desigual de anticuerpos neutralizantes
espeificos para los cuatro serotipos y es necesario caracterizar mejor
la respuesta inmune en diferentes grupos poblacionales (13). Es por
ello, que hay diversos candidatos en fases clinicas de desarrollo, al-
gunos de ellos en fase 1.

Poniendo el foco en el desarrollo de vacunas contra NTDs
causadas por pardsitos, el escenario es fodavia mds desolador que
el de las NTDs viricas. Hasta la fecha, solo encontramos candidatos
vacunales en ensayos clinicos contra uncinariosis, esquistosomosis y
leishmaniosis (14).

2.1. Vacunas contra protozoos

Entre las NTDs causadas por protozoos, la leishmaniosis
presenta los candidatos vacunales mds avanzados. Actualmente, hay
cuatro vacunas autorizadas para uso veterinario y diversos
candidatos en fases clinicas para su uso en humanos (Tabla 2). Entre
ellas encontramos vacunas de primera generacion, como la ALM
compuesta por Leishmania autoclavada que ha llegado a ensayos
clinicos de fase II. Vacunas de segunda generacion, como Leish-F1,
compuesta de proteinas recombinantes de L. majory L. braziliensis,
generandose una buena respuesta inmune en voluntarios sanos
y siendo eficiente en casos de leishmaniosis cutdnea y mucocutdnea.
Por otra parte, la vacuna Leish-F3, compuesta por el glicocdliz
de L. donovaniy la 24-c-metiltransferasa de L. infantum, demostro
una respuesta inmunitaria robusta contra la leishmaniosis visceral,
altos niveles de produccion de citocinas en respuesta a
cada componente de la vacuna, considerdndose una vacuna segura
y bien tolerada en voluntarios humanos. Otras vacunas
de desarrollo mds moderno, como ChAd63-KH, que utiliza
vectores adenovirales expresando los  antigenos  de
L. donovani KMP-11y HASPB han demostrado ser seguras via in-
tramuscular, induciendo una produccion fuerte de INF-y y activacion
de células dendriticas, encontrdndose actualmente en fase 11 (15).

En el caso de los tripanosomas, nos encontramos dos es-
cenarios muy diferentes. Por un lado, el interés por desarrollar una
vacuna contra la tripanosomosis africana es actualmente nulo por
parte de la industria. El reducido nimero de nuevas infecciones
anuales y la gran variabilidad antigénica que muestra el pardsito
en su superficie ha limitado cualquier intento de investigacion en
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esta entidad. Debido a la falta de vacuna y a la ausencia de qui-
mioprofilaxis, la enfermedad es controlada a través de la deteccion
de nuevos casos y su tratamiento, y, en menor medida, su control
vectorial (16). Por otro lado, el interés en desarrollar nuevos can-
didatos vacunales contra la enfermedad de Chagas es elevado. Los
antichagdsicos son el Gnico tratamiento eficaz en la fase inicial de
la enfermedad. Hoy, el mejor tratamiento profildctico es el control
vectorial, para lo que el desarrollo de una vacuna seria de gran
ayuda. Ademds, una vacuna combinada con la terapia farmacoldgica
representaria un gran avance en el tratamiento de los pacientes cro-
nicos (13). Se ha probado una gran variedad de plataformas de va-
cunas en modelos animales, incluyendo vacunas de ADN, peptidicas,
de proteinas recombinantes, vectores virales y bacterianos y pard-
sitos vivos atenuados. Algunos candidatos han demostrado la capa-
cidad de reducir los dafios cardiacos y la necrosis asociada a la
infeccion, principalmente a través de la activacion de células T (D4 *
y (D8 y la produccion de INF-y (17).

2.2. Vacunas antihelminticas

Los helmintos infectan a mds de un cuarto de la poblacion
mundial, causando principalmente una elevada morbilidad. A pesar
del uso de tratamientos masivos en nifios en edad escolar y ofras
medidas de control, estos pardsitos se estdn extendiendo a nuevas
regiones. Por tanto, el desarrollo de vacunas contra estas infecciones
seria una medida dptima para su control, tanto desde el punto de
vista de su coste como su efectividad a largo plazo. Ademads, esta
efectividad no se ve amenazada por la aparicion de resistencias o
las reinfecciones, como lo hace la de los tratamientos masivos. Sin
embargo, el desarrollo de vacunas antihelminticas es inherente-
mente complejo. Se trata de organismos multicelulares eucarioticos
con miltiples fases en su ciclo de vida en las que existe cierta espe-
cificidad antigénica. Ademds, su capacidad inmunomoduladora, asi
como su refinada evasion de la respuesta inmune aumentan esta
complejidad (18). En la actualidad, Gnicamente existen candidatos
vacunales en fases clinicas contra dos de las NTDs causadas por hel-
mintos, la esquistosomosis y la uncinariosis (14).

La esquistosomosis causa elevada morbilidad y mortalidad
en muchas regiones. Su control, al igual que el de muchas otras hel-
mintosis, se ha centrado en las Oltimas décadas en tratamientos ma-
sivos con praziquantel. Aunque es el tratamiento de eleccion,
presenta algunos inconvenientes, principalmente no es efectivo con-
tra las formas juveniles de los pardsitos y no evita las reinfecciones.
Hasta la fecha, mds de cien antigenos candidatos se han identificado
y probado contra alguna de las tres especies principales causantes
de infecciones en humanos (Schistosoma mansoni, S. japonicum y
S. haematobium). De estos, solo unos pocos han demostrado cierto
nivel de proteccion y de estos solo un selecto grupo ha llegado a en-
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sayos clinicos (19). Actualmente, Gnicamente cuatro candidatos se
encuentran en fases clinicas, uno contra la infeccion por S. haema-
fobium y tres contra S. mansoni (Tabla 2).

La proteina recombinante Sh-28GST, derivada de la glu-
tation S-transferasa de 28 kDa de S. haematobium se encuentra ac-
tualmente en fase clinica [Il. En estudios preclinicos, aunque la
vacuna no reducia la carga de gusanos, si disminuia de forma sig-
nificativa la presencia de huevos tanto en tejidos como en heces (20).
En su formulacion para humanos la proteina recombinante se ad-
sorbe en Alhydrogel como adyuvante y ha mostrado una buena to-
lerancia y respuesta inmune tipo Th-2 en fases clinicas 1 y 1I. Sin
embargo, el primer ensayo en fase lIl en niios infectados generd
una proteccion muy reducida, que podria ser achacada al uso repe-
tido de praziquantel en la poblacion de estudio o el régimen vacunal
disefiado para bloquear la produccion de lgG4 en lugar de inducir
la produccion de anticuerpos protectores IgG3 (21).

Tres candidatos se encuentran actualmente en fases linicas
contra la infeccion por S. mansoni, compuestos de diferentes prote-
inas recombinantes derivadas del pardsito. Sm14 es una molécula
de union a dcidos grasos, cuya funcion es vehicular esteroles y dcidos

grasos provenientes del hospedador (22). En estudios clinicos se ha
formulado en una emulsion con el adyuvante glucopiranosil lipido
A. En estudios de fase clinica |, la vacuna demostro ser segura y pro-
ducir potentes respuestas inmunes humorales especificas contra Sm-
14, sin causar una produccion elevada de anticuerpos IgE. En la
actualidad ya se ha concluido un estudio en fase lla y otro en fase
I1b estd aprobado, pero adn no se conocen los resultados (19).

La proteina de superficie tetraspanina 2 de S. mansoni
(Sm-TSP-2), es una proteina transmembrana cuyo dominio exira-
celular ha demostrado inducir respuestas protectoras de anticuerpos
IgG1 e 1gG3 en individuos con inmunidad natural, pero no en in-
fectados crénicos o no infectados (23). Para ensayos dlinicos de fase
| se ha formulado en Alhydrogel, al igual que Sh-28GST, pero no
se dispone fodavia de resultados.

Por dltimo, Sm-p80 corresponde a la subunidad mayor
de la calpaing, proteasa del tegumento del helminto expresada en
varias fases de su ciclo vital. Juega un papel fundamental en la eva-
sion de la respuesta inmune y es, por tanto, critica para la supervi-
vencia del pardsito. Estudios predlinicos en primates con formulacion
andloga a la Sm14 han mostrado una reduccion superior al 93%

Tabla 2. Candidatos vacunales contra NTDs de etiologia parasitaria en fases clinicas

Parasitosis Candidato vacunal

Leishmaniosis ALM

Leish-F1

Leish-F2

Leish-F3

ChAd63-KH

Sh28GST/Alhydrogel® (Bilhar-
vax)

Sm14/GLA-SE

Esquistosomosis

Sm-TSP-2/ Alhydrogel ®

Sm-p80/GLA-SE
Uncinariosis Na-ASP-2
Na-APR-1

Na-GST-1

Fase de desarrollo

Tecnologia Inmunégeno

Il Pardsito inactivado Pardsito completo

L. braziliensis LelF,

L. major TSA,
L. major STI

Leish-F1 modificada

Proteinas recombinantes

Il Proteina recombinante

L. donovaniNH,
Proteina recombinante
L. infantum SMT

. L. donovani KMP11 y
Il Vector adenoviral HASPB

11l Proteina recombinante S. haematobivm GST

Il Proteina recombinante S. mansoni Sm14

Il Proteina recombinante S. mansoni TSP-2
I Proteina recombinante S. mansoni p80
I Proteina recombinante N. americanus ASP-2
I Proteina recombinante N. americanus APR-1

I Proteina recombinante N. americanus GST-1
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de hembras adultas del pardsito y al 89% de huevos en los tejidos.
La vacuna ha entrado recientemente en estudios de fase clinica |
que siguen teniendo lugar en la actualidad (24).

El ofro grupo de helmintosis para el que el desarrollo de
vacunas a alcanzado fases dinicas son las geohelmintosis. Se calcula
que mds de un cuarto de la poblacion mundial estd en riesgo de
contraer una de estas infecciones y aunque existen farmacos dispo-
nibles y eficaces, que son donados de manera gratuita a paises en-
démicos, solo la mitad de los nifios en riesgo recibieron tratamiento
en 2016 (25). Dentro de las NTDs, hay cinco geohelmintos causantes
de infeccion en humanos: Ascaris lumbricoides, Ancylostoma duo-
denale, Necator americanus, Trichuris trichiuray Strongyloides ster-
coralis. Actualmente, los candidatos vacunales mds avanzados estdn
dirigidos a la infeccion por N. americanus (Tabla 2).

NaASP-2 es una proteina secretada por larvas infectivas
de N. americanus a su entrada en el hospedador. Entrd en estudios
de fase clinica | junto con el adyuvante Alhydrogel en Brasil. Sin
embargo, la inyeccion de una dnica dosis produjo urticaria en varios
participantes. Estas reacciones se asociaron con altos niveles de IgE
anti-Na-ASP-2, observados también en poblaciones de zona endé-
mica de infeccion (26).

Por otro lado, Na-APR-1 (aspartato-proteasa de N. ame-
ricanus expresada en la planta del tabaco) y Na-GST-1 (glutation-
S-transferasa recombinante de N. americanus expresada en
levaduras) también entraron en estudios de fase clinica | en adultos
sanos en Gabon. Utilizando un régimen de tres dosis de vacunacion
han demostrado alta seguridad. En términos de respuesta inmune,
tras la tercera dosis se observo un marcado aumento de células T
(D4+ especificas productoras de IL-2 y TNFou que ademds se han
correlacionado con los niveles de IgG especificos. Sin embargo, No-
APR-1 no fue capaz de inducir respuesta inmunitaria de células T
(27).

Para el resto de los helmintos causantes de NTDs, la se-
leccion y prueba de candidatos vacunales se encuentra en fases pre-
clinicas. Dentro de estas enfermedades, existen diferencias. Algunas,
como la dracunculiasis, debido a su bajisima prevalencia, no tiene
ni siquiera candidatos vacunales en fases predinicas. Sin embargo,
estd a punto de conseguirse la erradicacion de la enfermedad (solo
27 casos en 2020). De esta manera, seria la primera enfermedad
erradicada sin el uso de una vacuna, ni la existencia de trafamiento
(28). El avance en otras entidades viene impulsado por su impor-
tancia veterinaria, mucho mds que por su impacto en infecciones
humanas. Son por ejemplo la equinococosis (29), para la que hay
abundantes estudios de vacunacion en perros o la fasciolosis para
la que se disponen de diversos candidatos en ovejas (30). Final-
mente, cabe destacar el papel que podria tener el desarrollo de va-
cunas contra NTDs en la prevencion de cdnceres asociados a
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infeccion. Se calcula que en paises en vias de desarrollo el 24,5%
de los cdnceres estdn causados por infecciones, porcentaje que se
eleva al 28,5% si consideramos las zonas mds pobres del continente,
donde son prevalentes las NTDs (31). Infecciones crénicas con pa-
rdsitos como Opistorchis viverrinio Clonorchis sinensis en el sudeste
asiatico o Schistosoma haematobium en Africa, han demostrado su
potencial carcinogénico (32). En este sentido, las vacunas de ARNm
han sido utilizadas frente a ciertos tipos de cdncer, demostrando ser
eficaces y seguras y de gran potencial para el futuro tratamiento de
los pacientes. A raiz de la pandemia de SARS-CoV-2, las vacunas
de ARNm han resultado ser una excelente herramienta para su pre-
vencion. A pesar de la complejidad etiologica de muchas de las
NTDs, las vacunas de ARNm podrian ser la solucion para el control
de estas enfermedades.

3. VACUNAS DE ARNm

El descubrimiento del ARN mensajero (ARNm) en la dé-
cada de los 60 del siglo pasado fue reconocido con el premio Nobel.
Desde entonces se piensa que puede aprovecharse su potencial para
tratar o prevenir muchas enfermedades, sobre todo a partir de los
afios 70 cuando se demostrd que podia ser introducido en las células
y, por tanto, ser capaz de expresar antigenos de interés vacunal.
Pero fue preciso solventar una importante serie de retos de inno-
vacion (como evitar su degradacion por nucleasas) hasta poder lle-
gar a testar la primera vacuna basada en el ARNm en la década de
los 90, la de la gripe. Posteriormente, se ha tratado de aplicar esta
tecnologia para prevenir infecciones por importantes patégenos
como el virus de la rabia o el del Ebola ya en la década de los 10
del siglo XXI (33). La experiencia acumulada durante décadas, prin-
cipalmente para el desarrollo de vacunas veterinarias, ha permitido
en el inicio de la década de los 20 con la llegada de la pandemia
de COVID-19, contar con todo lo necesario, incluido el interés politico
y empresarial para financiar el reto de descubrir el potencial real y
prdctico de una vacuna basada en el ARNm. Dicho potencial cienti-
fico -algo que ya era evidente para la comunidad cientifica- ha sido
validado a nivel poblacional mundial en tiempo récord, gracias a
la investigacion y a la cooperacion entre las entidades guberna-
mentales, las compaiias farmacéuticas y los reguladores legales,
que han permitido el desarrollo acelerado de la plataforma de va-
cunas ARNm para combatir la pandemia.

EI ARNm es el enlace entre el ADN en el nicleo y la ma-
quinaria de sintesis de proteinas en el citoplasma. Para evitar la
deteccion por parte del sistema inmunitario innato y permitir asi la
traduccion, el ARNm sintético puede ser optimizado en su secuencia,
modificado quimicamente y protegido. La naturaleza de la tecno-
logia del ARNm permite una rdpida optimizacion, con combinacio-
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nes y posibilidades moleculares casi ilimitadas para la expresion de
profeinas complejas que son dificiles o imposibles de generar con
los sistemas de expresion actuales. Las vacunas basadas en el ARNm
son una modalidad emergente, ofreciendo alternativas a las vacunas
vivas y de subunidades con plazos de desarrollo mds rdpidos y
menor riesgo (34,35). Hoy en dia ya se asume que el ARNm pro-
porciona una gran plataforma para el desarrollo de vacunas y po-
tencialmente de terapias.

3.1. Plataformas de vacunas ARNm: nanoparticulas li-
pidicas

Dado que el ARNm es fragil y se degrada fdcilmente, es
necesario protegerlo hasta que es captado por las células. En este
sentido, las plataformas de vacunas basadas en ARNm utilizan di-
versos mecanismos y materiales para su transporte protegido. La
ingenieria para el desarrollo de estas nanoparticulas que pueden
encapsular la molécula de ARNm codificante del antigeno vacunal
requiere una gran experiencia y cooperacion multidisciplinar en dis-
ciplinas de bioinformdtica o la biologia estructural funcional (y com-
putacional). Estas plataformas son las que tienen el potencial de
desarrollar nuevas vacunas frente a enfermedades olvidadas y que
afectan de manera desproporcionada a los paises en desarrollo (36).
Diversas plataformas basadas en estas moléculas ofrecen ahora nue-
vas fecnologias y enfoques para lograr vacunas de tercera genera-
cion. Fundamentalmente, se utilizan nanomateriales (tamaiio
<100-200 nm) lipidicos o nanoparticulas lipidicas que son sequros
y muy eficaces haciendo llegar el ARNm a las células del sistema in-
munitario, fundamentalmente debido a su tamafio nanométrico y
a sus propiedades fisicoquimicas (37). Destacan las plataformas de
microemulsiones, liposomas, virosomas, nanogeles, micelas y den-
drimeros (35). Estas plataformas vehiculan vacunas disefiadas ge-
néticamente y son herramientas prometedoras en medicina humana
y veterinaria (38,39), abriendo la nueva era de la “nano-vacuno-
logia”. Recientemente, han surgido sistemas de entrega capaces de
proteger el ARN de las ribonucleasas, al tiempo que lo dirigen a las
células inmunitarias y sirven como adyuvantes. Son uno de los temas
mds relevantes en el campo de la nanotecnologia médico-farma-
céutica.

En este sentido, las innovadoras formulaciones en nano-
particulas lipidicas (LNP) estdn emergiendo como una solucion 6p-
tima para proteger el ARNm. Las LNP también facilitan la
especificidad del drgano y mejoran la entrega exitosa de la carga
de ARNm que codifica las proteinas patdgenas al sitio citoplasmatico
de accion (40). A la hora de disefiar o elegir una plataforma hay
que tener en cuenta una serie de factores fundamentales, bdsica-
mente las propiedades fisicoquimicas de la NPs. Las LNP son los
vectores no virales mds investigados para las vacunas de dcidos nu-

cleicos (41) y varias formulaciones basadas en lipidos, como los li-
posomas, las nano-emulsiones o los portadores lipidicos nanoes-
tructurados se consideran sistemas de entrega adecuados para los
dcidos nudleicos.

Los propios liposomas cationicos acttan como inmunomo-
duladores estimulando la respuesta inmunitaria innata de forma
independiente del antigeno (o patdgeno) (42,43). Sin embargo, los
lipidos cationicos no estdn exentos de toxicidad. Los lipidos ioniza-
bles muestran una mejor tolerabilidad en comparacion con los lipi-
dos catidnicos, que son mds propensos a causar toxicidad celular.
Ademds, las particulas que contienen lipidos cationicos son propen-
sas a la agregacion, lo que provoca efectos indeseables (44). Se han
llevado a cabo diferentes modificaciones estructurales en los lipidos
ionizables para mejorar su eficacia en la administracion de dcidos
nucleicos (45,46). Por lo tanto, las formulaciones lipidicas innova-
doras estdn hechas de lipidos cationicos ionizables combinados con
lipidos estructurales estabilizadores y dcido nucleico para producir
LNP cargadas con ARNm. También se sabe que la incorporacion de
lipidos auxiliares PEGlicados en las LNP prolonga el tiempo de cir-
culacion, debido a su efecto de barrera estérica. Esta caracteristica
reduce la union de las LNP a las proteinas plasmdticas y disminuye
la eliminacién por el sistema reticuloendotelial (44,47). El control
del tamaiio de los PEG-lipidos unidos a las LNP puede utilizarse
para dirigir su velocidad de difusion fuera de las nanoparticulas y
controlar el periodo de tiempo en la circulacion sanguinea (48,49).
Controlar el tiempo de circulacion de las LNP es importante para
evitar la foxicidad y aumentar la eficacia.

El almacenamiento a largo plazo es otro reto para las va-
cunas de ARNm. La mayoria de las vacunas comerciales y los far-
macos bioldgicos son productos liofilizados que se almacenan a
temperatura ambiente o refrigerada. La liofilizacion es una técnica
de secado aplicada para la conservacion de productos bioldgicos y
nanoparticulas farmacéuticas (50). El requisito de almacenamiento
en frio de las vacunas COVID-19 basadas en ARNm sigue siendo
una limitacion importante. Estudios recientes han demostrado que
las LNP liofilizadas que contienen ARN conservan sus propiedades
biofisicas y su capacidad de expresion proteica in vivo durante 21
meses a 4°C (40,51).

3.2. Avances en el desarrollo de vacunas ARNm frente a
enfermedades tropicales olvidadas.

El desarrollo, la fabricacion y el despliegue de las vacunas
de ARNm han entrado ahora en una fase de rdpida aceleracion. La
tecnologia del ARNm también podria permitir acelerar el desarrollo
y el acceso a las vacunas para algunas enfermedades tropicales des-
atendidas, con avances significativos frente a muchas de ellas (36).
Para muchos candidatos vacunales, como en el caso de la rabia, la
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potencia de la vacuna depende de la formacion de particulas. De
hecho, la rabia es la Gnica NTD que en la actualidad dispone de va-
cunas de ARNm en desarrollo. Principalmente basadas en una gli-
coproteina de la cubierta del virus que incluida en vacunas ARNm
induce una respuesta inmunitaria neutralizante que protege frente
a la infeccion por el virus en ratones y en primates no humanos. En
un ensayo clinico en humanos en fase | se ha visto que adminis-
trando dosis bajas de la vacuna se reproducen las respuestas inmu-
nitarias neutralizantes en animales cumpliendo los requerimientos
de la OMS para continuar con los ensayos clinicos (52).

Frente a virus transmitidos por artrépodos como es el caso
del virus del dengue transmitido por mosquitos, también se estdn
ensayando proteinas de la membrana y proteinas estructurales de
la cubierta viral codificadas por ARNm modificados en la secuencia
nudleotidica para aumentar su estabilidad y nivel de expresion asi
como su encapsulacion en LNPs. Se estdn consiguiendo resultados
prometedores en ratones de laboratorio gracias a la proteccion total
(respuestas neutralizantes humorales y celulares) que induce la va-
cuna, independientemente de posibles mutaciones en las regiones
inmunodominantes serotipo especificas (53,54). Igualmente, frente
al virus Chikungunya no existen vacunas ni fratamientos. Sin em-
bargo, hay personas que desarrollan inmunidad humoral natural
a través de anticuerpos monoclonales. Hoy en dia se estd trabajando
para tratar la enfermedad con vacunas terapéuticas ARNm que co-
difiquen esos anticuerpos en LNPs. Los datos preliminares sugieren
que puede prevenirse la enfermedad en humanos con efectos ad-
versos aceptables, resaltando el potencial de la plataforma como
herramienta terapéutica (55).

La gran mayoria de las vacunas de ARNm que se estdn
desarrollando son para prevenir infecciones por virus, como es el
caso de los Flavivirus (56). Para patdgenos mds complejos, el mayor
reto es el disefio de antigenos que cubran mecanismos esenciales
para los que se requieren herramientas innovadoras que propor-
cionen correlaciones de proteccion a partir de ensayos vacunales en
animales de laboratorio (52). Aunque el potencial para desarrollar
vacunas ARNm contra pardsitos pluricelulares u organismos con ci-
clos de vida y mecanismos de evasion de la respuesta inmunoldgica
complejos estd por descubrir, se estdn obteniendo avances signifi-
cativos en esta direccion. Se estdn realizando esfuerzos importantes
para prevenir la malaria. Recientemente, se ha preparado una va-
cuna a partir de una nano-emulsion cationica cargada con ARNm
que codifica el factor inhibidor de la migracion de macréfagos se-
cretada por los pardsitos de la malaria. La nano-vacuna parece me-
jorar el desarrollo de células T auxiliares e induce anticuerpos lgG
contra el paludismo y respuestas de células T de memoria. Ademads,
la proteina del circumesporozoito (CSP) es un antigeno inmunodo-
minante de la superficie de la fase invasiva del pardsito de la ma-
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laria y ha demostrado un potencial inmunogénico y protector en
ofra vacuna experimental de ARNm contra la malaria (57,58). Otros
avances en la aplicacion de nano-vacunas contra pardsitos mds com-
plejos, como las garrapatas y los patdgenos, que transmiten alientan
nuevas aplicaciones frente a zoonosis parasitarias (34).

3.3. Oportunidades para el desarrollo de vacunas ARNm
frente a patégenos complejos: nano-vacunologia com-
putacional

Las vacunas de ARNm también tienen gran potencial para
prevenir enfermedades infecciosas y parasitarias complejas para las
que no se disponen de vacunas efectivas. Las vacunas basadas en
epitopos sintéticos tienen un importante potencial inmuno-profildc-
tico contra Fasciola hepatica en modelos experimentales, pero tam-
bién han mostrado efectos inmunoldgicos significativos contra
Leishmania spp. (59,60). Dado que un epitopo antigénico es una
unidad bdsica que provoca una respuesta inmunitaria celular o hu-
moral, las vacunas multiepitdpicas (MEV) compuestas por una serie
de péptidos son un enfoque ideal para la prevencion y el tratamiento
de muchas infecciones, incluidas las enfermedades parasitarias (61—
63). Aunque el disefio de MEV eficaces sigue siendo un reto, espe-
cialmente el incluir epitopos que puedan inducir células Ty By
producir respuestas eficaces, es un objetivo prioritario. En primer
lugar, depende de la seleccion de antigenos candidatos apropiados
y de sus epitopos inmunodominantes, que pueden predecirse me-
diante métodos inmunoinformdticos modernos. Se trata de una es-
trategia novedosa contra las enfermedades infecciosas que puede
proporcionar un nivel de inmunizacion seguro y una reduccion de
los costes de produccion de la vacuna (64). Posteriormente, una es-
timulacion completa del sistema inmunitario puede lograrse com-
binando la secuencia de codificacion de los péptidos con epitopos
universales T helper que ayuda en las respuestas inmunitarias in-
ducidas por péptidos largos. Ademds, la interesante posibilidad de
incluir otros adyuvantes para mejorar asi la eficacia de las vacunas
peptidicas (65).

Gracias a los avances bioinformdticos, cada vez es mds
facil consultar la informacion gendmica y proteémica de todo tipo
de organismos patégenos (66). La construccion de conjuntos espe-
cificos de péptidos de patdgenos podria representar plataformas 0ti-
les para desarrollar vacunas seguras y eficaces. Y para ello resultan
imprescindibles las herramientas bioinformadticas que permiten pre-
decir la union de los péptidos al HLA-II, entrando asi en el campo
de la vacunologia computacional para el disefio de vacunas (67).

En el campo de la inmunologia esto ha llevado al des-
arrollo de lo que se conoce como inmunoinformatica, un enfoque
multidisciplinar que pretende hacer uso de herramientas computa-
cionales, matemdticas y bioinformdticas para comprender mejor el
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Figura 2. Impacto global de la infegracion de las vacunas ARNm con la inmunoinformdtica para el disefio de vacunas inteligentes asequibles. El potencial de las plataformas
de vacunas ARNm junto con las ventajas de integrarlas con herramientas predictivas para el desarrollo de vacunas frente a microorganismos complejos puede permitir
desarrollar vacunas realmente efectivas y favorecer la implantacion de nuevas instalaciones de produccion en paises con bajos recursos. Creada con Biorender.com

sistema inmunitario en su conjunto y predecir automdticamente so-
|uciones profildcticas para combatir enfermedades, como las vacunas
(67,68).

La inteligencia artificial estd desempeiiando un papel im-
portante en la inmunoinformdtica al permitir la identificacion de
secuencias antigénicas de forma automatica y optimizada gracias a
la enorme cantidad de datos disponibles (69). La vacunologia in-
versa, mediante algoritmos predictivos de “machine learning” per-
mite idenfificar epitopos o secuencias antigénicas a partir del
proteoma de un organismo, sin necesidad de comprobar previa-
mente su antigenicidad de forma experimental (70). El desarrollo
de vacunas inteligentes aplicando algoritmos predictivos e infeli-
gencia artificial al conjunto de datos -0micos es también una reali-
dad hoy en dia evitando las ineficiencias y los fracasos del proceso
cldsico de desarrollo de vacunas reduciendo el tiempo de comercia-
lizacion de las mismas (Fig 2) (68,71).

En el caso de los pardsitos, debido a su gran complejidad
bioldgica, seria muy deseable integrar el mayor nimero posible de
antigenos de forma que se puedan desarrollar vacunas multiestadio
y multiespecie. Lo cual puede llegar a ser posible mediante la
seleccion e inclusion de epitopos esenciales, conservados y expuestos
en sistemas de nanoparticulas lipidicas que induzcan respuestas in-
munes equilibradas y duraderas (72). Siguiendo esta estrategia
asistida por ordenador, se ha identificado un conjunto de epitopos
contra la infeccion por Trypanosoma cruzi (73). También se estdn
tratando de aplicar aproximaciones computacionales similares “in
silico" para disefar proteinas de fusion que puedan ser codificadas
por secuencias de ARNm que se auto-amplifiquen una vez admi-
nistradas en vectores virales para prevenir la leishmaniosis (63). La
combinacion de la inteligencia artificial con las técnicas de las va-
cunas basadas en epitopos es un paso adelante para construir mo-
léculas de ARNm con una mayor probabilidad de éxito. Permitiendo
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incluso desarrollar en un futuro vacunas frente a organismos com-
plejos como los helmintos, pardsitos que contribuyen de forma ma-
yoritaria a los dafios causados por las NTDs (40% del total) y para
los que pueden suponer la Gnica opcion, a dia de hoy, de reproducir
y contrarrestar sus propiedades dnicas de biomimetismo modulador
inmunolégico (38,74).

4. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS FUTURAS

El desarrollo de vacunas seguras y eficaces para proteger
las enfermedades infecciosas y especialmente las enfermedades des-
atendidas del mundo en desarrollo es de vital importancia en salud
publica. De hecho, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la
Coalicién para la Preparacion ante las Epidemias (CEPI, del inglés)
han hecho un llamamiento a la accion para desarrollar vacunas con-
tra patogenos que suponen una amenaza critica para la salud po-
blica. Junto con las enfermedades tropicales desatendidas, las
enfermedades infecciosas emergentes y reemergentes también ame-
nazan la salud piblica mundial ya que pueden dar lugar a pande-
mias de forma imprevisible. En este sentido, la velocidad, la
escalabilidad y la flexibilidad que ofrece la plataforma de vacunas
ARNm son adecuadas para una respuesta rdpida a los desafios ve-
nideros. Hasta hace dos afios, las vacunas de ARNm nunca habian
sido aprobadas. Ahora, los avances cientificos ofrecen esperanzas
para el control de las enfermedades infecciosas. Se estd por tanto
abriendo un mundo de posibilidades a medida que los desarrollos
de la investigacion exploran nuevas aplicaciones e innovaciones con
la tecnologia del ARNm.

La industria farmacéutica estudia a fondo el mercado de
los productos antes de generarlos. Si el mercado no es prometedor
en términos financieros, se desestima. Si afiadimos las dificultades
para desarrollar vacunas contra NTDs, principalmente parasitarias,
la probabilidad de poder desarrollar vacunas reales frente a estas
entidades es escasa. A modo de ejemplo, el desarrollo de una vo-
cuna contra la esquistosomosis utilizando tecnologia de ARNm seria
por tanto un reto en el horizonte cercano, integrando los sistemas
de salud humana, animal y su entorno compartido, asi como su con-
texto social y econdmico. Es decir, aplicar estrategias multidiscipli-
nares denominadas “One Health” que incluyan los organismos de
decision y financiacion. EI Horizonte 2030 tiene como obijetivo es-
tratégico disminuir el impacto negativo de las NTDs en los paises
en vias de desarrollo, pero también minimizar el riesgo que con-
llevan los nuevos desafios de la globalizacion y el nuevo paradigma
de la pobreza.

Las plataformas de nanotecnologias permitirian integrar
diferentes dianas moleculares vacunales, basadas en multiepitopos
seleccionados con estrategias inteligentes de nano-vacunologia, per-
mitiendo el desarrollo de herramientas profildcticas que eviten las
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reinfecciones y que fengan gran impacto en la salud mundial, como
por ejemplo las vacunas ARNm intravaginales en desarrollo contra
el herpes genital o los avances contra la gripe estacional o el virus
de Epstein-Barr.
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