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Se reconocié al principio que s6lo una vacuna eficaz podia llevar a una salida a la pandemia, y por lo
tanto la carrera por la vacuna COVID-19 comenz6 inmediatamente, impulsada por la disponibilidad de
los datos de secuencia viral. Dos nuevas plataformas de vacunas, basadas en la tecnologia mRNA, fueron
desarrolladas en 2020 por Pfizer-BioNTech y Moderna Therapeutics (comirnaty y spikevax,
respectivamente), y fueron las primeras que presentaron eficacias superiores al 90%. Ambos consistieron
en N1-metil-panustilidina-modificado mRNAcodificado por mRNA que codificaban la proteina SARS-
COVID-19 Spike y se entregaron con una formulacién de nanoparticula lipida (LNP). Debido a que el
problema de la entrega de &cidos ribonucleicos se conocia desde hacia décadas, el éxito de los LNPs fue
rapidamente acladado por muchos como el héroe no cantado de las vacunas COVID-19 mRNA. Sin
embargo, los resultados de la eficacia del ensayo clinico de la vacuna Curevac mRNA (CVnCoV)
sugirieron que el sistema de administracion no era la Gnica clave del éxito. CVnCoV consistié en un
ARNmM no modificado (codificando la misma proteina de pico que las vacunas Moderna y Pfizer-
BioNTech mRNA) y fue formulado con la misma LNP que la vacuna Pfizer-BioNTech (Acuitas ALC-
0315).

Introduccién

Cuando la pandemia COVID-19 golpe6 a principios de 2020, habia una necesidad urgente de generar
vacunas COVID-19. En ese momento, el consenso en el campo médico era que una vacuna segura y
eficaz necesitaria al menos 12 o 18 meses para ser desarrollada (Thorp, 2020). Algunos incluso
argumentaron que tal linea de tiempo era muy optimista ya que tendria que ser probado en animales
primero durante una fase exploratoria y preclinica, y luego en tres fases de ensayos clinicos diferentes
para determinar la eficacia y la seguridad en Gltima instancia. Por Gltimo, un candidato a vacunal tendria
que pasar por la revisién regulatoria, la aprobacion y la fabricacion a una escala sin precedentes (Kis et
al., 2020) con estrictos controles de calidad.

Para producir vacunas eficaces y acortar su tiempo de produccién, parecia necesario desarrollar nuevas
estrategias/tecnologias de vacunas. Una de las nuevas tecnologias emergentes, las vacunas contra el
ARNmM (Pascolo, 2004; Probst et al., 2007), llamé la atencién enormemente y proporciond una gran
esperanza. Esta tecnologia hizo posible un rapido ritmo de descubrimiento y fabricacién, caracteristicas
criticas que podrian ser plenamente utilizadas en un entorno biotecnoldgica y farmacéutico (Jackson et
al., 2020).

A diferencia de la produccién de, por ejemplo, virus atenuados o inactivados, la produccién de vacunas
contra el ARNm puede tardar sélo dias o semanas en completarse (Pascolo, 2021). Puede lograrse
mediante la transcripcion in vitro del ARNm, donde practicamente cualquier secuencia de ARNm se
puede producir a partir de una plantilla de ADN (Krieg y Melton, 1984; Melton et al., 1984). Ademas,
una vacuna contra el ARNm proporcionaria a la célula las instrucciones directas para expresar una
proteina inmunogénica de interés a través de la traduccion citoplasmatica. De hecho, se demostrd hace 3
décadas que un ARNm podia ser entregado directamente, a través de inyeccion, a las células musculares



https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fcell.2021.789427/full
https://doi.org/10.3389/fcell.2021.789427
https://www.frontiersin.org/people/u/1197620
https://www.frontiersin.org/people/u/1225634
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fcell.2021.789427/full#B79
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fcell.2021.789427/full#B40
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fcell.2021.789427/full#B40
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fcell.2021.789427/full#B66
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fcell.2021.789427/full#B70
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fcell.2021.789427/full#B33
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fcell.2021.789427/full#B33
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fcell.2021.789427/full#B67
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fcell.2021.789427/full#B42
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fcell.2021.789427/full#B48
https://www.frontiersin.org/people/u/1197620
https://www.frontiersin.org/people/u/1225634
https://www.frontiersin.org/people/u/1197620
https://www.frontiersin.org/people/u/1225634

del ratén para su traduccion (Wolff et al., 1990). Sin embargo, al igual que con otras modalidades
terapéuticas basadas en &cidos nucleicos, varios obstaculos de administracion de la terapia del ARNm
habian retrasado la aparicion de esta tecnologia. Por ejemplo, una molécula de ARN puede ser degradada
por RNases o atrapada por endosomes antes de llegar al sitio de accion (Wadhwa et al., 2020). Ademas, la
columna trastorna de fésforo cargada negativamente de un ARN hace dificil cruzar las membranas

biologicas (Dowdy, 2017).

La solucién a este enigma era utilizar una cascara de nanoparticulas de lipidos (LNPs) para proteger el
ARN hasta que llegara al sitio de accién. Esto no esta muy lejos de lo que se propuso hace décadas,
cuando se probaron lipidos como vehiculos para entregar el ARN a las células de los mamiferos
(Dimitriadis, 1978; Ostro et al., 1978; Malone et al., 1989). Recientemente, se desarrollaron y utilizaron
nuevas generaciones de PN para entregar patisiran, un farmaco basado en ARNi aprobado en 2018, que
generd optimismo para la entrega de terapias de ARN (Hoy, 2018). De hecho, con la aprobacién de
patisiran, existia la creciente creencia de que los LNP podian convertirse en tecnologias facilitadoras para
multiples modalidades de ARN (Adachi et al., 2021). Este fue un logro importante y un avance cientifico,
y, de hecho, las vacunas actuales de ARNm se entregan con PLN que se preparan mezclando cuatro
lipidos en presencia de etanol en condiciones muy especificas (Jeffs et al., 2005 ; Buschmann et al.,
2021). Los LNP también fueron criticos para la entrega exitosa de vacunas contra ARNm mediante
inyeccién intramuscular. Se cree que, si bien las células musculares no son muy eficientes en la
traduccion del ARNm que codifica la proteina Spike, los LNP finalmente llevan su carga a los ganglios
linfaticos y son internalizados por células dendriticas. La proteina Spike se sintetiza en estas células desde
la plantilla de ARNm y se muestra a otras células del sistema inmunitario (células T y B) para
desencadenar la respuesta inmunitaria (Ruffell, 2021). Sin formulaciones de LNP, el éxito de las vacunas
contra el ARNm no habria sido posible.

Aparte del problema de parto discutido anteriormente, el ARNm terapéutico tenia al menos dos grandes
desafios adicionales: 1) el ARNm transcrito in vitro (IVT) seria propenso a la degradacion de nucleasa
cuando se inyecta en animales, y 2) el ARNm IVT también conduciria a una inmunogenia innata similar a
lo que ocurriria cuando se infecta por un patégeno (Martinon et al., 1993 ; Hoerr et al., 2000). La
respuesta a estos problemas vino de una conocida modificacion de ARN, pseudouridina, que se puede
utilizar para reemplazar la uridina en el ARNm IVT. Se demuestra que puede mejorar la estabilidad del
ARN vy, mientras tanto, disminuir la respuesta inmune anti-ARN (Karikd et al., 2008). Este efecto - tal
vez se asocia, al menos en parte, con el hecho de que es un nucledtido modificado natural con
propiedades quimicas Unicas y que también estd muy abundante y naturalmente extendida en
préacticamente todos los ARN de todas las células (Song et al., 2020).

Tanto las vacunas Pfizer-BioNTech y Moderna Therapeutics COVID-19 encoding mRNA de panza
(ambos con maés del 90% de eficacia contra los sintomas COVID-19) contienen modificaciones de la
vacuna antiaranguis (Nance y Meier, 2021).

En contraste, otro candidato a la vacuna COVID-19 mRNA (desarrollado por Curevac NV), que se basa
en un ARNm sin modificar (a-falta) que codifica el mismo pico COVID-19 y utiliza los mismos LNPs
que la vacuna Pfizer-BioNTech (Buschmann et al., 2021), no cumplié con las expectativas (Baker y
Dolgin, 2021). Los resultados de las pruebas de ensayo clinico revelaron finalmente sélo el 48% de la
eficacia contra la enfermedad sintomética (Kremsner et al., 2021) para la vacuna contra ARNm no
modificada, lo que sugiere que la tecnologia modificada y el uso de LNP fueron factores criticos de éxito
para la validacion de la plataforma de mRNA (Dolgin, 2021a). En esta mini-exension, destacaremos las
principales caracteristicas de esta modificacién del ARN y una versién quimicamente evolucionada de la
misma que contribuyen al éxito de las vacunas COVID-19 mRNA y el control de la pandemia.

Es un Abundante Abundante Naturalmente Ocurriendo Nucleotida modificada encontrada en
muchos tipos de ARN

Fue la primera ribonucleotida modificada descubierta hace 7 décadas (Cohn y Volkin, 1951; Davis y
Allen, 1957), y se ha encontrado en tRNA, rRNA, snRNA, mRNA, y otros tipos de ARN (Carlile et al.
2014; Lovejoy et al., 2014 ; Schwartz et al., 2014). Se deriva de la uridina a través de una reaccion de
isomerizacion especifica de base llamada pseudouridiacién (Eigura 1), en la que la nucleobase gira 1800
alrededor del eje N3-C6, resultando en el cambio de la unién nucleobase-azlcar (de N1-C1 o enlace a C5-
C1 - Bond). El enlace C-C resultante permite que la nucleobase rote mas libremente (Adachi et al., 2021).
Ademas, puede proporcionar un donante de bonos de hidrédgeno adicional (en el N1H) en la ranura
principal, manteniendo el donante de bonos de hidrégeno y el aceptador (lo mismo que en su uridina
original) en la cara Watson-Crick. Mientras que los cambios parecen sutiles (de hecho, puede basar-parir
con adenosina tal como lo hace la uridina), puede alterar la estructura del ARN de una manera
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relativamente significativa, principalmente mejorando la empareja de base, la apilacién de base, y
contribuyendo a hacer la columna mas rigida (a través de una red de interacciones de union de hidrégeno)
(Davis, 1995; Charette y Gray, 2000 ; Newby y Greenbaum, 2001, 2002a, 2002b). Como tal, la
pseudouridiacion del ARN generalmente estabiliza el ARN. Por lo tanto, no es sorprendente que la
presencia de esta modificacién de ARN confiera distintas propiedades biofisicas y bioquimicas al ARN.
Por ejemplo, favorece una conformacién de C3 en el ARN (Kierzek et al., 2014; Westhof, 2019).
Ademas, parece que "aumenta la proteccion del ARN contra las nucleasas". Un estudio de Naylor et al.
mostré que los dinucleotidos que contenian , eran mas resistentes a la degradacion del veneno de
serpiente y fosfodiesteras del bazo, que las contrapartes que contienen U (Naylor et al., 1965).
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FIGURA 1. Representacion esquematica de la isomerizacion en U-a y de metilacion N1 adicional. Es un
isomero rotacional de uridina, en el que el enlace glicosidico N-C se sustituye por el enlace C-C. La
reaccion de isomerizacién también crea un donante de bonos de hidrogeno adicional (-N1H). - puede
metilarse ain mas en la posicién N1 por Nepl (un N1 especifico de la metiltransferasa) para generar N-
metil--. d, donante de bonos de hidrégeno; un aceptador de bonos de hidrégeno.

La pseudouridiacion se puede catalizar por enzimas de proteinas independientes (pseudouridylases) o por
grandes complejos de ARN-Proteinas llamados snoRNPs de caja H/ACA, donde los componentes del
ARN sirven como guias para la pseudouridiacion directa especifica del sitio (Morais et al., 2021). Dado
que es altamente conservado y conocido por realizar funciones esenciales en la célula, varias
enfermedades conocidas se asocian con defectos en la pseudouridiacion del ARN. Ademas, debido a que
la pseudouridiacion parece ser irreversible, por lo general se excreta del cuerpo. Asi, esta modificacion
del ARN ha llamado la atencién como biomarcador potencial para la enfermedad de Alzheimer y ciertos
tipos de cancer (Morais et al., 2021).

Puede ser incorporado a las transcripciones de ARN a través de la transcripcion in vitro, donde la UTP se
sustituye por el PTP (Padilla, 2002; Chen et al., 2010; Pardi et al., 2013). Se informé que las
transcripciones modificadas, la codificacion de cuatro factores de transcripcion (KLF4, c-MYC, OCT4, y
SOX2), se utilizaron con éxito para reprogramar células humanas a pluripotencia con gran eficiencia
(Warren et al., 2010). Este estudio histérico indic6 la importancia de esta modificacion del ARN en las
tecnologias de la plataforma mRNA.

Puede truco el sistema inmunitario

Al entrar en las células, el ARNm IVT no modificado se vuelve intrinsecamente inmunogénico
(Weissman et al., 2000). Durante muchos afios, este desafio ralentiz6 el desarrollo de terapias de ARNm,
especialmente estrategias de reemplazo de ARNm. Por ejemplo, se ha demostrado que cuando se trata con
ARNmM IVT sin modificaciones, las células dendriticas promueven una respuesta de células T (Weissman
et al., 2000). La activacion de los receptores similares a los pecar (LR), concretamente TLR3 (miembro
de la familia TLRs), que pueden reconocer el ARN viral de doble cadena, es uno de los mecanismos
detras de esta induccién de la respuesta inmune (Kariké et al., 2004). En otro trabajo, se sugirié que el
ARN de una sola cadena también podria inducir una respuesta inmunitaria en las células. Los autores de
ese trabajo demostraron que el ARN de una sola cadena rica en uridina derivado del VIH podria
estimular, mediante el reconocimiento de TLR7 y TLR8, células dendriticas para producir citocinas (Heil,
2004). Mas tarde, se sugirio ademas que TLR7 podria reconocer las repeticiones de uuracilo en las
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proximidades del ARN (Diebold et al., 2006). Para abordar este problema, Kariko et al. llegaron con una
solucion brillante. Descubrieron que la incorporacion de la uridina, como reemplazo de la uridina, en el
ARNm IVT podria suprimir este mecanismo de respuesta inmune (Karikd et al., 2005). Este
descubrimiento reveld otra faceta critica de A. e insinud por primera vez que la modificacion del ARN
podria ser necesaria para establecer el ARNm como una novedosa modalidad terapéutica. Sin embargo,
en el momento de este hallazgo, algunos argumentaron que la inmunoterapéutica de ARNm sin
modificaciones seria un mejor enfoque que el ARNm modificado, ya que el ARN mismo actuaria como

adyvant (Ishii y Akira, 2005).

En un estudio de seguimiento publicado en 2008, Kariké et al. propuso que la inclusion de la AM era el
paso crucial para que el ARNm madurara como herramienta terapéutica, tanto en las terapias de
reemplazo de genes como en la vacunacién contra el ARNm (Kariko et al., 2008). Confirmaron que el
ARNmM sin modificaciones, en comparacién con el ARNm modificado de la enfermedad, era mas
inmunogénico en ratones. Sin embargo, Kariko et al. también sugirieron que si bien el ARNm modificado
podria ser preferible para las vacunas contra el ARNm, eventualmente requeriria la coadministracion de
un adyal como lipopolisacarido o un oligocimulatorio inmunoestimulante. En este sentido, parece que los
PLN desempefiaron este papel inmunoadyven como portadores y adyvants para las vacunas COVID-19
mMRNA aprobadas (Alfagih et al., 2020).

Otra obra del laboratorio Karikd/Weissman sugirié que el ARNm modificado podria ser mas resistente a
la degradacion mediada por RNasa L (Anderson et al., 2011). Esto podria lograrse limitando la activacion
de la sintetatasa de 20-50-oligoadenylate, una enzima importante en la respuesta antiviral innata que
generalmente se activa por ARN de doble cadena. Debido a que RNase L es un ribonuclease de 20-50-0-
oligoadenyla, la capacidad del ARNm pseudouridilizado para limitar la actividad de la sintatatrasa de 20-
50-oligoadenylate podria proporcionar una ventaja a ARNm modificado sobre ARNm no modificado
(Anderson et al., 2011).

- tiene un impacto en la traduccion de proteinas

Debido al impacto de la estructura del ARN, la estabilidad y las propiedades quimicas en general, no es
sorprendente que esta modificacion del ARN también afecte la traduccion de ARNm en proteina en
eucariotas. Por ejemplo, un trabajo temprano revel6 los inusuales eventos de decodificacion
proporcionados por el tRNA anticodon mitocondrial. EI anticodon pseudouridilado podria efectivamente
leer codones alternativos que de otra manera serian mal reconocidos durante la traducciéon en
mitocondrias si los anticodon no fueran pseudouritilados (Tomita, 1999). Otro estudio sugirié que el
aumento de la translatabilidad del ARNm modificado, que se observo anteriormente (Kariko et al., 2008),
se debio al hecho de que el mMRNA no modificado es mas propenso a activar, a través de la union, una
proteina quinasa (PKR) dependiente del ARN que el mRN modificado. Este PKR es responsable de la
fosforilacién de un factor de iniciacién de la traduccion 2-alfa (elF-2) y en Gltima instancia reduce la
eficiencia de la traduccion (Anderson et al., 2010).

También impacta detener la decodificacién de codon. El laboratorio Yu mostré que las mutaciones
disparatadas, que crean codones de terminacion prematura (PTC), podrian ser suprimidas por la
pseudouridiacidn especifica del sitio de la uridina de los PTCs (UAG, UGA y UAA) dirigidos por ARN
guias de caja artificial H/ACA (Karijolich y Yu, 2011 ; Morais et al., 2020). La identidad de los
aminoacidos incorporados en los PTC pseudouridiados se determiné en la levadura por
inmunoprecipitacion y espectrometria de masa: predominantemente fenilalanina/tirosina en los codones
de la VGA vy la terfidn/senorina en los codones A y .AG. Mas tarde se descubridé que este novedoso
mecanismo de codificacion podria ocurrir debido a un inusual esquema de emparejamiento de base de
coco-anticoddn en el centro de decodificacién ribosomal (Fernandez et al., 2013).

Mas recientemente, se informé que también es capaz de modular la translatabilidad o decodificacion de
codon de sentido (Eyler et al., 2019). Utilizando un sistema de traduccidn de Escherichia coli o células
humanas (células renales embrionarias humanas), los autores demostraron que "podria alterar, en pequefia
medida, cémo los ribosomas o los codones interactian con los TRN-cognatos y casi conatos, lo que
conduce a la sustitucion de aminoacidos. Se sugirié que este mecanismo de sustitucion de aminoacidos
podria ser una fuente valiosa para la adaptacién en condiciones de estrés, como las tensiones oxidativas y
de temperatura.

N1-Methylated. Se comporta mejor que .
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Desde el hallazgo de que la modificacidon de la marca podria permitir al ARNm resistir las respuestas
inmunitarias intrinsecas (Kariko et al., 2005), se llev6 a cabo una bisqueda de derivados que podria haber
mejorado las propiedades. El grupo de amina (NH) en la posicién N1, que proporciona un donante de
bonos de hidrégeno adicional (creado después de la pseudouridiacién) (Figura 1), llamé especialmente la
atencion. Una N1 modificada es N1-metil-metil--a, una modificacion natural que se encuentra en 18S
rRNA (Marca y otros, 1978) y TRNA en muchos organismos (Boccaletto et al., 2018). Esta metilacion
N1- se cataliza por N1-especido y metiltransferasa Nepl que se encuentra en arquea y eucariotas (Wurm
et al., 2010) (Figura 1). Potencialmente N1-metil-o podria estar mas extendido de lo que se reporta en el
ARN humano, dado que los métodos estdndar de deteccidn (-sig) actual, que se basan en el uso de la
modificacion CMC seguida de extension de primer (Morais et al., 2021), pueden no ser capaces de
distinguir N1-metil--a de (Svitkin et al., 2017). Posiblemente, por lo tanto, algunos de los mas
identificados hasta ahora (Schwartz et al., 2014) podrian ser en realidad N1-metilados.

Con el fin de comprender las funciones biologicas de N1-metil-o, Parr et al. realizaron estudios biofisicos
en los que esta modificacién se compard con la . y la uridina. Midieron la temperatura de fusion de
dipleos sintéticos complementarios de ARN en los que algunas uridinas fueron reemplazadas por " o N1-
metil-" (Parr et al., 2020). Tanto los diplex modificados de T ,, como los diplex modificados de metil--
otrometro y N1- tenian valores T ,, mas altos (y similares) que los ddplex de uridina-control, lo que indica
una mayor estabilidad proporcionada por un mayor apareamiento de bases, como se sugiere en estudios
previos realizados con el . (Westhof, 2019). Sin embargo, contiene un grupo de donantes de bonos de
hidrégeno adicionales (N1H) que contribuye a un cardcter base universal, es decir, no sdlo puede
emparejar A sino también oscilar base-pareja con G, U o C en el contexto de un diplex (Kierzek et al.
2014). Por otro lado, N1-metil-o tiene un grupo metilo en su lugar en la posicion N1- (Figura 1),
eliminando asi el donante de bonos de hidrégeno adicional. En consecuencia, N1-metil-o sélo puede
utilizar su cara de Watson-Crick a base-pare con otro nucledsido, evitando asi que se espaje con otros
nucledtidos (G, U y C). Sin embargo, y N1-metilo todavia comparten una caracteristica comun critica, el
enlace C5-C1, que permite la rotacion entre la nucleobase y las moderas de azlcar y probablemente
contribuye a mejorar la base de la base, la apilamiento de bases y la estabilidad duplex (Westhof, 2019).
Es concebible que el N1-metilado, que tiene una mayor afinidad para el emparejamiento con A (similar a
la de Ay es menos probable que active PKR, seria mas eficiente para la traduccién en comparacion con la
uridina. Por otro lado, N1-metil-o sigue siendo fiel en la codificacién (mas uridina que la uridina que en
el maridaje) durante la traduccion. Por Gltimo, N1-metil-o, que es estructuralmente similar a ",
probablemente también permitiria al ARNm evadir la respuesta inmune.

De hecho, se ha informado que N1-metil-o disminuyé la actividad de los sensores inmunes innatos
(Andries et al., 2015) y que N1-metil-o realizd bien (e incluso mejor) en la mejora de la capacidad
traslacional y la reduccion de la citotoxicidad del ARNm modificado cuando se probd en varias lineas
celulares humanas, células humanas primarias y en animales (introduccién intranegomal e intramuscular
en ratones) (Andries et al., 2015). Algunos de los hallazgos fueron corroborados posteriormente por
cientificos de Moderna Therapeutics (Nelson et al., 2020). Ademas, otro estudio de Svitkin et al.
confirmo el efecto de N1-metil-o en los sensores inmunologicos innatos y demostré que N1-metil-o
aumento la pausa ribosoma y, por lo tanto, cambiar la dindmica de la traduccién modificada de ARNm
aumentando el reclutamiento o carga de ribosomas (Svitkin et al., 2017). Debido a su eficacia, se propuso
que N1-metil-o (solo o en combinacién con 5-metilciidina) fuera un nuevo punto de referencia en las
modificaciones de ARN para las terapias de ARN (Andries et al., 2015).

N1-Methyl-E se utiliza en Covid-19 mRNA Vaccines

En 2017, durante el desarrollo de la vacuna contra el ARNm contra el virus del Zika, se utiliz6 N1-metil--
0 se incorpord a dos vacunas similares de ARNm que codificaban proteinas superficiales del virus del
Zika. EI ARNm modificado, encapsulado en los LNPs, fue disefiado y probado para proteger contra el
virus del Zika en células humanas, ratones y primates no humanos (Pardi et al., 2017; Richner et al.,
2017). Al afio siguiente, se obtuvo un mayor éxito con vacunas de ARNm modificadas con N1-metil-----
modificado contra el VIH-1, el virus del Zika y la gripe, logrando una respuesta sostenida de anticuerpos
en un entorno preclinico (Pardi et al., 2018). Un ejemplo similar se presentd contra el virus del ébola en
conejillos de indias (Meyer et al., 2018). Estos estudios enfatizd ademas la importancia de la tecnologia
de la plataforma de la vacuna contra el ARNm, ya que podria proporcionar una forma confiable de lograr
la sintesis sostenida y rapida de la proteina antigénica para desencadenar la respuesta inmune deseada de
una manera segura.

En 2020, Pfizer-BioNTech afiadié N1-metil-o a su candidato a la vacuna COVID-19 mRNA (comirnaty o
BNT162b2) codificando para la proteina S transmembrana de larga duracién. La secuencia completa de
esta vacuna de ARNm incluye el 5-UTR, la secuencia de codificacion de la proteina de pico con dos
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colones de parada contiguos, y el 30UTR (Nance y Meier, 2021). N1-metil-o fue sustituido por todas las
uridinas a lo largo de la secuencia mRNA, incluyendo las uridinas en los dos colones de parada. Ademas,
también se introdujeron dos mutaciones de aminoacidos, K986P y VV987P (lysine 986 y valine 987 fueron
modificadas a prolina). Estas mutaciones ayudan a generar la conformacion previa a la fusion de la
proteina de pico que es mas dptima como un antigeno ya que se parece mas a la proteina viral real con la
que los anticuerpos interactuaran (Pallesen et al., 2017; Wrapp et al., 2020). En un estudio anterior de la
infeccion por MERS-CoV, se encontrd que los dos prolines estabilizarian la conformacion pre-fusion del
antigeno de pico MERS-CoV (Pallesen et al., 2017). Los anticuerpos generados contra esta conformacion
bloquearian la fusion del virus y la proteina hosca (CD26), ofreciendo asi una solucién ideal para el
desarrollo de vacunas MERS-enfermos. Este conocimiento se incorporé al desarrollo de la vacuna
COVID-19 mRNA (Pfizer-BioNTech y Moderna) y vacunas no ARN, asi como de vacunas J&J y
Novavax) (Kyriakidis et al., 2021).

La transcripcion masiva in vitro produjo una gran cantidad de ARNm de pildora de pajaros SARS
modificado N1-metil---modificado. Esta vacuna fue la primera vacuna de ARNm totalmente aprobada
contra COVID-19 después de mostrar un buen perfil de seguridad y una proteccion del 95% contra la
enfermedad tras un régimen de dos dosis (inyeccion intramuscular) (Polack et al., 2020 ; Mullard, 2021).

La vacuna Moderna Therapeutics COVID-19 (spikevax, 0 mRNA-1273), también codificada para la
conformacion previa a la fusién de la proteina de pico (Corbett et al., 2020), fue la segunda vacuna
mRNA para obtener EAU (uso de aprobacion de emergencia) para COVID-19. Spikevax también se
preparo sustituyendo totalmente las uridinas por N1-metil-o a través de la transcripcidn in vitro (Corbett
et al., 2020). La secuencia de codificacion de proteinas de punta termina con tres colones de parada N1-
metil-seuduridados y esta flanqueada por un 50UTR y un 3-UTR. Se demostr6 que esta vacuna prevenia
la enfermedad COVID-19, incluyendo enfermedad grave, con una eficacia del 94% (Baden et al., 2021).

Vale la pena sefialar que aunque el ARNm de ambas vacunas aprobadas estd completamente modificado
(los Us son completamente sustituidos por NZ1-metil-s), es probable que tenga alta fidelidad de
codificacién, dado que N1-metil-o se combina s6lo con A (a diferencia de A, que puede, hasta cierto
punto, oscilar pareja con diferentes nucleosidos). Ademas, se colocan colones de dos y tres paradas
contiguos en los ARNAs de Pfizer y Moderna, respectivamente. Tales arreglos garantizan que no se haga
una lectura de los codones de parada modificados (a pesar de que un solo codon de parada permitiria,
hasta cierto punto, leer) (Karijolich y Yu, 2011; Fernandez et al., 2013). Ademas, el N1-metil-o aumenta
la eficiencia de la traduccion, lo que permite dosis relativamente bajas.

Modificado vs. Vacunas COVID-19 mRNA no modificadas conducen a diferentes resultados

La inmunogenicidad intrinseca del ARNm no modificado se considerd una vez una ventaja potencial para
su uso en las vacunas (Ishii y Akira, 2005), ya que codificaria el antigeno y serviria concomitantemente
como adyvantado mientras se permite una dosis baja. De hecho, el candidato de la vacuna COVID-19
mRNA no modificado en ensayos clinicos en estadio tardio (CVnCoV, desarrollado por Curevac) tuvo
una dosis maxima de 12 g. Sin embargo, los recientes resultados del ensayo clinico de la vacuna CVnCoV
mostraron sélo el 48% de la eficacia contra cualquier gravedad de la enfermedad (Kremsner et al., 2021).

A la luz de estos resultados, algunos argumentaron que esto podria deberse a una dosis que era demasiado
baja para obtener una respuesta inmune robusta contra la enfermedad [las dosis mas altas de la vacuna no
modificada de ARNm parecen ser intolerables para los pacientes (Dolgin, 2021a ; Cohen, 2021)]. De
acuerdo con este argumento, las vacunas Pfizer-BioNTech y ARNm de Moderna, que muestran una tasa
de proteccion alta del 95% contra COVID-19, vienen con una dosis mucho mayor, en comparacion, 30 y
100 g de ARNm modificado cada inyeccién, respectivamente (Pascolo, 2021). Aunque las dosis mas
bajas (50 y 25 g) de ARNm modificadas por Moderna-1273 todavia pueden provocar una respuesta
inmune significativa (Chu et al., 2021; Mateus et al., 2021), siguen siendo mucho mas altas que las dosis
de la vacuna CVnCoV no modificada con mMRNA. Curiosamente, sin embargo, Pfizer-BioNTech acaba de
anunciar que su vacuna con comirnaty, administrada con dos inyecciones de 10 g cada una, es segura y
eficaz en nifios de 5 a 11 afios (Pfizer, 2021). Hay cierta especulacioén en torno a la posibilidad de que,
aunque disefio para nifios, esta dosis sea comparable a la dosis de la vacuna CVnCoV no modificada de
ARNA,; por lo tanto, no seria la dosis baja la que hizo que la vacuna de ARNm no modificada fuera
relativamente ineficaz. Esta hipdtesis justifica un estudio mas agrupado.

Cabe sefialar también que la vacuna contra el ARNm de CVnCoV no modificada también utiliz6 una
formulacion de LNP, a saber, Acuitas ALC-0315, un sistema de entrega idéntico al utilizado en la vacuna
Pfizer-BioNTech modificado mRNA (Buschmann et al., 2021). Si bien Curevac atribuyé la menor
eficacia de CVnCoV al gran nimero de variantes que circulan durante los ensayos clinicos, esta
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afirmacion ha sido impugnada por la alta proteccion de la vacuna Pfizer-BioNTech mRNA contra las
variantes alfa, beta y delta (92, 75 y 83% respectivamente) (Abu-Raddad et al., 2021 ; Sheikh et al.,
2021). Dados estos resultados experimentales y de ensayos clinicos, se podria argumentar que las
modificaciones de ARN son quizéas contribuyentes criticos al éxito de la tecnologia de plataformas de
vacunas mRNA (Dolgin, 2021a) (Figura 2).
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FIGURA 2. Esquematicas de la vacunacion SARS-COVID 19 mRNA. La vacuna consiste en ARNm no
modificado o N-metil-a-modificado (codificando la proteina de pico SARS-COVID-19) y nanoparticulas
lipidicas (LNPs). Se inyecta en el musculo de la parte superior del brazo para crear una respuesta inmune.
El ARNm modificado de N-metilo-a-modificado presenta una mayor eficacia (mas del 90% de la eficacia
contra los sintomas COVID-19) en comparacion con las vacunas de ARNm no modificadas (menor del
50%).

La segunda generacién de la vacuna COVID-19 (CV2CoV), actualmente en desarrollo preclinico (Roth et
al., 2021), sigue siendo un ARNm no modificado quimicamente, que codifica la proteina de pico de
longitud completa y esta encapsulada con LNPs. En comparacion con la primera generacion de la vacuna
Curevac COVID-19 de mRNA no modificada, la vacuna de ARNm de segunda generacion no modificada
consiste en secuencias de codificacion y no codificacion (50 y 3 UTRs) que han sido disefiadas para
aumentar la eficiencia de la traduccién y la produccion de proteinas de antigenos. En un estudio publicado
antes de la pandemia, los cientificos de Curevac (y Acuitas) presentaron datos que sugieren que el uso de
ARNmM no modificado podria ser compensado por la intensa ingenieria de la secuencia del ARNm para
mejorar la expresion de proteinas (eritropoietina) en ratones y animales grandes (Thess et al., 2015).
Optimizaron los codones en el marco de lectura abierta y asi mejoraron la estabilidad y la traduccion de la
transcripcién no modificada. Cabe destacar que tanto las vacunas Pfizer-BioNTech como Moderna
mRNA ya estan optimizadas por el cdnciién/secuencia.

Es posible que la segunda generacion de la vacuna COVID-19 mRNA de Curevac, CV2CoV, que ya ha
mostrado un aumento de los niveles de anticuerpos neutralizantes en ratas (Roth et al., 2021), mejore el
perfil de seguridad y proteccion. Se espera que los resultados del ensayo clinico lleguen en 2022.
Mientras tanto, otra vacuna de ARNmM sin modificaciones (ARCoV), desarrollada por Walvax
Biotechnology y Suzhou Abogen Biosciences, se encuentra actualmente en desarrollo clinico (Dolgin,
2021b). Ademas, Sanofi, una compafiia farmacéutica francesa, que recientemente adquirié una plataforma
tecnoldgica de ARNm de MRNA no modificada de Translate Bio, ahora una empresa de Sanofi, anuncié
recientemente la interrupcién de sus ensayos clinicos de fase 1y 2 de su vacuna Sanofi-Translate Bio sin
modificaciones COVID-19 mRNA para centrar sus esfuerzos en su vacuna contra la gripe, que se basa en
el ARN modificado (Sanofi, 2021). Curevac también ha retirado recientemente CVnCoV del proceso de
aprobacion regulatorio para centrar sus esfuerzos en su desarrollo clinico de la vacuna CV2CoV de
segunda generacién. Ademas, la compafiia afirmé que acelerard el desarrollo de construcciones
modificadas de vacunas contra ARNm, en colaboracion con GlaxoSmithKline, una compafiia
farmacéutica (Curevac, 2021).
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El ARNm no modificado se esta utilizando en ensayos clinicos no COVID-19, particularmente para el
desarrollo de nuevos tratamientos contra el cancer. Se ha sugerido que el desafio asociado con la
activacién de una respuesta inmune contra las células cancerosas podria superarse mejor con el uso de
ARNm no modificado (con su actividad adyvante mas fuerte) para la codificacién de proteinas
generalmente presentes en las células cancerosas, pero no en células sanas, con el fin de convertir un
tumor de resfriado en un tumor caliente de manera mas efectiva (Ruffell, 2021). De hecho, BioNTech
acaba de anunciar el uso de ARNm sin modificaciones encapsulado en una formulacion de parto lipolex,
siguiendo este concepto, para el tratamiento de pacientes con cancer colorrectal en ensayos de fase dos
(BioNTech, 2021).

Independientemente de ello, esta claro que las modificaciones del ARN, como el N1-metil--o posterior,
ya han hecho una contribucién tremenda y oportuna para generar vacunas COVID-19 mRNA altamente
efectivas. La vacuna contra el ARNm de Pfizer-BioNTechs pasé de los ensayos de primera en humanos a
la autorizacion de uso de emergencia en solo 8 meses (Dolgin, 2021b).

Si bien las mutaciones en COVID-19 estan llevando a nuevas variantes que plantean desafios crecientes y
que requieren un mayor estudio de la eficacia de las vacunas actualmente aprobadas, no hay duda de que
los desarrollos en biologia y quimica de la modificacion de ARN mas comun durante las Gltimas dos
décadas han resultado ser un cambio de juego en la definicion de como poner fin a esta pandemia.
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