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Resumen

En los ultimos afios, la investigacion en vacunas de RNA mensajero (RNAm) ha
experimentado un avance significativo. Su disefio estad estrechamente vinculado con la
respuesta inmunitaria que logran desencadenar, por lo que resulta crucial obtener un
antigeno adecuado que, combinado con el vehiculo de transporte, genere una respuesta
inmunoldgica sélida. Estas vacunas estan siendo exploradas en diversas areas, incluida
la parasitologia. En esta revisidon, nos enfocaremos en su aplicacién para prevenir la
malaria. Esta enfermedad, causada por parasitos del género Plasmodium, provoca
cientos de miles de muertes en todo el mundo y carece de una vacuna eficaz que la
combata. Se abordard la situacién actual en la investigacién de vacunas de RNA
mensajero, que se ve obstaculizada principalmente por la falta de antigenos de
superficie utiles, la necesidad de dosis de refuerzo y la limitada respuesta humoral y
celular del hospedador y se explorara también las perspectivas futuras que se proponen

para obtener una formulacién mas eficaz.

Palabras claves: vacunas de RNA mensajero, malaria, Plasmodium.

Abstract

For the past few years, research on messenger RNA (RNAm) vaccines has
experienced significant advances. Their design is closely linked to the immune response
they can trigger, making it crucial to obtain an appropriate antigen that, when combined
with the delivery vehicle, generates a robust immunological response. These vaccines
are being explored in various areas, including parasitology. In this review, we will focus
on their application in preventing malaria. This disease, caused by parasites of the genus
Plasmodium, results in hundreds of thousands of deaths worldwide and lacks an
effective vaccine. The current state of research on RNAm vaccines will be addressed,
which is primarily hindered by the lack of useful surface antigens, the need for booster
doses, and the limited humoral and cellular response of the host. Future perspectives

for achieving a more effective formulation will also be explored.

Keywords: Messenger RNA vaccines, malaria, Plasmodium



l. Introduccion

Las enfermedades parasitarias afectan, segin la OMS, a mas de mil millones de
personas en el mundo [1], concentrandose estas cifras en paises en vias de desarrollo
con bajo nivel socioeconédmico y sanitario. Esto supone un freno para la inversion de
recursos por parte de la industria farmacéutica y contribuye al aumento de resistencias
de los tratamientos disponibles, que, frecuentemente, presentan una eficacia limitada.
Es por ello por lo que se remarca la urgencia de encontrar un método efectivo para

combatir estas enfermedades.

Por su alta prevalencia y mortalidad, con 608000 muertes en 2022, el 80% en nifios
menores de cinco afios [2], la malaria serd el foco principal de este andlisis. La malaria
es causada por varias especies diferentes del género Plasmodium, las cuales presentan
un ciclo de vida complejo (Figura 1) que incluye una etapa sexual de replicacion en los
mosquitos y dos etapas asexuales en los vertebrados [3]. Los parasitos en etapa

sanguinea desencadenan las manifestaciones clinicas de la enfermedad [3].
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Figura 1. Ciclo biolégico de las especies del género Plasmodium. Extraido de [3]. Los esporozoitos son
transmitidos al hospedador humano a través de la picadura de mosquitos Anopheles infectados. Estos se
dirigen a las células hepaticas (1) donde maduran hasta la forma de esquizontes (2), para finalmente liberar
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merozoitos (3 y 4). Tras este proceso, denominado esquizogonia exoeritrocitica, tiene lugar una
multiplicacién asexual en los eritrocitos, la esquizogonia eritrocitica. Los merozoitos infectan glébulos
rojos (5), posteriormente los trofozoitos en estadio de anillo maduran en esquizontes, liberando
merozoitos tras su ruptura (6) [3].

La mayoria de las moléculas candidatas a vacunas contra la malaria estan disefiadas
contra los esporozoitos, con el objetivo de bloquear la entrada a las células hepaticas y
evitar el desarrollo de la fase eritrocitaria (Tabla 1). Esto se debe a que, una vez que los

merozoitos son liberados en sangre, se incrementa significativamente la carga parasitaria

y se dificulta el control de la enfermedad [3].
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Tabla 1. Principales caracteristicas de las formulaciones de vacunas de esporozoitos. Modificado de [4].
Actualmente existen dos vacunas aprobadas para prevenir el paludismo en nifios [5]. La primera, RTS,
S/AS01, fue autorizada por la OMS en octubre de 2021. Los ensayos clinicos en fase 3 mostraron una
eficacia media de la vacuna contra la malaria del 55,1%. A pesar de estos datos, se redujeron las
admisiones hospitalarias graves en un 30% [4]. Recientemente, la vacuna R21/MM ha alcanzado el
objetivo de la OMS de al menos un 75% de eficacia durante 12 meses en nifios africanos menores de dos
afos que habian estado expuestos previamente a la malaria [4]. No obstante, estos datos se alejan de la
realidad de una vacuna eficaz.

En definitiva, el complejo ciclo biolégico unido a la falta de antigenos de superficie

utiles [6] reflejan la complejidad del desarrollo de una vacuna efectiva.



a. Vacunas de RNA mensajero

El RNA mensajero es un acido ribonucleico que desempefia un papel esencial en la
sintesis de proteinas en las células. Esto ha sido aprovechado para el desarrollo de
vacunas de RNA mensajero (RNAm), las cuales introducen informacion a la célula
mediante moléculas sintéticas de RNAm (Figura 2), permitiendo asi la produccién del
antigeno especifico directamente en su interior [6], suponiendo una estrategia

importante en el campo de la inmunizacion.
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Figura 2. Elementos estructurales del mRNA transcrito in vitro. Extraido de [6]. El RNAm transcrito in
vitro (IVT) contiene cinco elementos estructurales: un cap 5' que contiene 7-metilguanosina unida a través
de un puente trifosfato a un nucledsido 2'-O-metilado, regiones no traducidas (UTRs) flanqueando en 5'y
3', un marco de lectura abierto (ORF) y una cola de poli(A), imitando asi la estructura del RNA endégeno
[6].

El paso de esta molécula de RNAm sintético a través de la bicapa lipidica anidnica de
las membranas celulares se ve dificultado por su gran tamano (104-106 Da) y su carga
negativa [6]. Por ello, resulta indispensable encontrar un vehiculo adecuado que permita

su transporte hasta las células, destacando, especialmente, el uso de nanoparticulas

basadas en lipidos (LNP) (Figura 3).
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Figura 3. Vehiculos de transporte de RNA. Elaborado a partir de [6]. Se recogen los principales vehiculos
de transporte de RNA utilizados para la fabricacion de vacunas. Las nanoparticulas lipidicas (LNP) son la
estrategia mds avanzada clinicamente [6]. De hecho, las vacunas de RNAm para el COVID-19 fueron
disefiadas a partir de LNP. En segundo orden de importancia encontramos los poliplexes y nanoparticulas
poliméricas, aunque menos estudiadas clinicamente, que muestran un resultado similar al obtenido con
el uso de LNP. Por ultimo, los péptidos y nanoemulsiones catidnicas basadas en escualeno también
permiten condensar el RNA y transportarlo hasta las células [6].

En consecuencia, para obtener una vacuna de RNAm dptima, no solo es necesario
seleccionar el antigeno idéneo, sino que es crucial garantizar una combinacién viable y

eficiente con el vehiculo de transporte.

b. Funcionamiento de una vacuna de RNAm

Para comprender los avances mas recientes en vacunas de RNAm, es necesario

conocer su mecanismo de accion (Figura 4).
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Figura 4. Mecanismo de accién de una vacuna de RNAm. Extraido de [6]. (1) Endocitosis de la vacuna por
células presentadoras de antigenos. (2) Salida del RNAm del endosoma al citosol y traduccion por los
ribosomas de la célula huésped en proteinas antigénicas. (3) Degradacidén en fragmentos mas pequefios
por el complejo proteosomal. Ademas, los fragmentos se muestran a las células T citotdxicas mediante
proteinas del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) de clase I. (4) Las células T citotdxicas
activadas eliminan las células infectadas al secretar moléculas citoliticas, como perforina y granzima. (5)
También puede ocurrir que los antigenos secretados sean captados por las células, degradados dentro de
los endosomas y presentados en la superficie celular a las células T auxiliares mediante proteinas del MHC
de clase Il. (6) En este caso, las células T auxiliares facilitan la eliminacion de patdgenos circulantes
estimulando a las células B para que produzcan anticuerpos neutralizantes, y activando a los fagocitos,

como los macréfagos, mediante citoquinas inflamatorias [6].

Aunque el éxito de las vacunas de RNAm contra el COVID-19 ha abierto una nueva
linea de investigacidn que pretende hacer frente a nuevos patégenos, existen ventajas e

inconvenientes (Tabla 2) que deben ser considerados.
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Ventajas

Inconvenientes

no se integran en el genoma
produccién rapida, rentable vy
escalable

presenta la posibilidad de codificar
multiples antigenos y flexibilidad para

dificultad para identificar antigenos
especificos

formulacién adecuada de vehiculos
de transporte

naturaleza fragil del RNA

realizar modificaciones e duracién de la respuesta inmunitaria
e el individuo no se expone a la forma limitada
activa o infecciosa del agente e toxicidad intrinseca asociada a acidos
patégeno nucleicos
e induccion rapida de la respuesta
inmunitaria

Tabla 2. Ventajas e inconvenientes de vacunas de RNAm. Elaborado a partir de [6] y [7]. Entre las ventajas
descritas encontramos que no se integran en el genoma, destacando asi su seguridad frente a las
formulaciones de ADN [7]. No obstante, aunque las ventajas expuestas suponen notables avances, los
inconvenientes resaltan elementos como la toxicidad intrinseca asociada a acidos nucleicos que podria
desencadenar una respuesta excesiva por parte del sistema inmune [7] o la naturaleza fragil del RNA que
dificulta la estabilidad de la formulacién [6].
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IIl. Objetivos

El objetivo principal de este trabajo es analizar la situacidon actual y futura de la
investigacién en vacunas de RNAm para enfermedades parasitarias, concretamente

frente a la malaria. Para ello se plantean dos objetivos especificos:

- Realizar una revisién bibliografica de los avances cientificos actuales acerca de
las vacunas de RNAm para el control de la malaria
- Analizar las perspectivas futuras de la aplicacién de esta tecnologia para el

control de esta enfermedad parasitaria.
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lll. Metodologia

Se realiza una busqueda rigurosa y sistemdtica en Pubmed utilizando términos
especificos como “RNA vaccine”, “malaria” y “not COVID” (Figura 5). Asimismo, se

establecen criterios de inclusidon y exclusidon (Tabla 3) que acotan los resultados

obtenidos:
Criterios de inclusion y exclusion
e |dioma: inglés o espanol e Se excluyen publicaciones
e Texto completo disponible enfocadas en COVID-19.

e f[ntre 2018y 2024

Tabla 3. Criterios de inclusion y exclusion aplicados para realizar la busqueda.
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6 resultados

| resultados

Figura 5. Diagrama de flujo de estrategias de busqueda. Consultado en abril de 2024. Realizado con

LucidChart.

Ademas, también se consulta la web estadounidense de ensayos clinicos,

ClinicalTrials.gov (https://clinicaltrials.gov/), la web de la Organizacién Mundial de la

Salud (https://www.who.int/es) y la del Centro para el Control y la Prevencién de

Enfermedades (CDC) (https://www.cdc.gov/) para complementar la busqueda.
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IV. Resultados y discusion

En los ultimos afios, haber hecho frente a la pandemia de COVID-19 nos ha revelado
el potencial de las vacunas de RNAm, incluyendo su posible papel para combatir la
malaria. Encontrar una vacuna eficaz, segura y facil de administrar supondria combatir
las devastadoras cifras presentadas al inicio de este trabajo. Es por ello que actualmente
se estan llevando a cabo numerosos estudios destinados a evaluar la seguridad y eficacia

de varios candidatos vacunales [6] [8].

1. Situacidn actual de la investigacion de vacunas frente a malaria basadas en

RNAmM

En la actualidad no existe ninguna vacuna de RNAm destinada a malaria que esté

aprobada para uso humano, aunque hay dos ensayos clinicos en ejecucién.

e BNT165-bl

Este estudio ensaya una vacuna ARN-LNP que codifica parte de la proteina
circumsporozoito de Plasmodium falciparum (PfCSP) [9]. Se trata de un estudio
multicéntrico en fase | dirigido por BioNTech SE que tiene como objetivo evaluar la
seguridad, tolerabilidad e inmunogenicidad de los componentes de la vacuna en tres

niveles de dosis y en tres dosis diferentes [9].

Se procedid a la segmentacidn de pacientes, con edades entre 18 y 55 afos y sin
patologias previas, en tres cohortes y se realizd una asignacion aleatoria siguiendo una
proporcién de 4:1 entre la administracién de BNT165b1l y placebo dentro de cada
cohorte. No se incluyé en el estudio ningun paciente que hubiera tenido infeccién por
malaria o viajado a regiones endémicas de malaria [9]. Por lo tanto, se trata de un estudio
aleatorizado, de dosis creciente y triple ciego cuyos resultados aln no han sido

publicados.
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e BNT165e

El segundo ensayo clinico también se encuentra dirigido por BioNTech SE. Se trata de
un ensayo aleatorizado y con evaluacion ciega por terceros, de fase | / lla de aumento de
dosis cuyo objetivo es evaluar la seguridad, tolerabilidad e inmunogenicidad de una
vacuna que combina tres RNA diferentes (BNT165c y BNT165d (compuesto a su vez por
BNT165d1 y BNT165d2)) encapsulados en LNP, que codifican antigenos de P. falciparum.
Los compuestos BNT165d codifican segmentos inmunogénicos conservados de
proteinas expresadas en etapa hepatica mientras que BNT165c codifica el total de

proteina circumsporozoito de P. falciparum [10].

Se administra en nueve combinaciones de dosis, en un régimen de 3 dosis de los 3
componentes citados anteriormente, asignados al azar 5:1 (activo: placebo) [10]. En este
caso, ademas, se estudian los niveles de anticuerpos, inmunoglobulinas G-anti-CSP hasta
365 dias después de la tercera dosis [10]. Hasta el momento no se han publicado los

resultados de estos ensayos clinicos.

En paralelo, distintos estudios basados en tecnologias innovadoras han impulsado
nuevas investigaciones. Esto ha abierto un abanico de frentes en la busqueda de vacunas
de RNA, ampliando asi las estrategias de abordaje contra esta enfermedad. A

continuacidn, se exponen algunos de los estudios mas relevantes:

a. AgTRIO mRNA-LNP

Este ensayo preclinico con modelos murinos enfoca una posible vacuna de RNA
dirigida hacia una proteina presente en la saliva de los mosquitos Anopheles: AgTRIO.
Esta genera anticuerpos que disminuyen la infecciéon por malaria tanto en un modelo de

ratdn tradicional como en un modelo de ratén humanizado [11].

Se formulé mediante una LNP con un ARNm codificante de la proteina de saliva de
mosquito AgTRIO. Se inmunizé a ratones C57BL/6 y se observd una disminucién en la
carga inicial de Plasmodium en el higado del 68% en comparacién con el grupo control y

en la parasitemia subsiguiente [11].
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Ademas, se observd que las picaduras de mosquito pueden mantener anticuerpos
IgG especificos de AgTRIO, después de la inmunizacidon con AgTRIO mRNA-LNP (Figura 6)
[20]. Esto confiere ventajas a la hora de la administracion de una dosis de refuerzo, de
manera que, en areas endémicas de malaria, la exposicion persistente al vector podria
aumentar y mantener los anticuerpos de AgTRIO en individuos vacunados con AgTRIO

mMRNA-LNP [11].
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Figura 6. Inmunizacion por de picaduras de mosquitos. Extraido de [11]. En la imagen se representan
grupos de ratones que fueron inyectados con 10 pg de AgTRIO RNAmM-LNP o RNAm de control (Gluc mRNA-
LNP) y reforzado dos veces en 4 semanas. Se representa en azul el grupo de ratones que no fue expuesto
a picaduras de mosquitos y en rojo aquellos que fueron expuestos a picaduras de mosquitos
semanalmente después de la décimo-octava semana. a) Se examinan sueros diluidos 1:2.500 para
determinar los anticuerpos totales especificos IgG contra AgTRIO mediante ELISA. A las 18 semanas del
inicio del estudio, 14 semanas después de la Ultima inmunizacion de refuerzo, los titulos de 1gG contra
AgTRIO habian disminuido aproximadamente en un 40% en comparacién con las 10 semanas después del
inicio de los experimentos. Para demostrar la inmunizacion tras las picaduras de los mosquitos, un grupo
de ratones fue expuesto a 10 picaduras semanales de mosquitos no infectados durante 3 semanas y el
grupo de control de ratones no fue expuesto a AgTRIO. Como resultado, la concentracién de 1gG anti-
AgTRIO aumentd notablemente en el grupo expuesto a las picaduras de mosquito, mientras que los niveles
de 1gG continuaron disminuyendo en el grupo de control. b) Se utilizan sueros diluidos para determinar
anticuerpos 1gG1, IgG2a e IgG2b especificos de AgTRIO. Se observd un aumento significativo de IgG1 e
IgG2a especificos de AgTRIO después de las picaduras de mosquito [11].

En resumen, se demostré que AgTRIO RNAmM-LNP reduce de manera significativa la
infeccidn por Plasmodium en ratones, generando incluso anticuerpos del tipo IgG2a.

Ademas, los anticuerpos pueden ser potenciados a través de las picaduras de los
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mosquitos, al contener la proteina AgTRIO en la saliva, valorando la posibilidad de omitir

una dosis de refuerzo [11].

b. Vacuna RNAm-LNP dirigida al antigeno PfCSP

En este nuevo estudio, la metodologia aplicada incluyé métodos in vitro para evaluar
la expresion de proteinas en células de mamiferos transfectadas con ARNm de PfCSPy
una posterior encapsulacién en LNP para su investigacion in vivo. En consecuencia, se
descubrid que las proteinas PfCSP traducidas se expresan bien en células de mamiferos

y que el ARNm-LNP de PfCSP es altamente inmunogénico [12].

El RNAm de PfCSPse encapsulé en LNP incorporando tres lipidos diferentes
propiedad de Acuitas Therapeutics: LNP1, LNP2 y LNP3, para proteger el RNAm de
PfCSP de las ribonucleasas extracelulares, facilitar la captacidn celular eficiente a través
de la endocitosis y para proporcionar actividad adyuvante que estimula las células T
foliculares auxiliares [12], resultando ARNm-LNP1 de PfCSP la mejor combinacién por su

rendimiento y resultados de inmunogenicidad en ratones BALB/c (Figura 7).
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Figura 7. PfCSP mRNA-LNP induce potentes respuestas de citocinas. Extraido de [12]. Para explorar un
régimen de dosis Unica y un intervalo extendido entre dosis de ARNm de PfCSP (TriLink), se inmunizaron
ratones BALB/c una vez con una dosis de 10 o 30 ug de ARNm-LNP de PfCSP en un periodo de 3 semanas.
El grupo de alta dosis de LNP1 logré concentraciones significativamente mas altas de IFN-y, TNF-a e IL-
12p70 en comparacién con los grupos de alta dosis de LNP2 y LNP3. El grupo de baja dosis de LNP1 tuvo
respuestas de IL-2 significativamente mas altas en comparacién con el grupo de baja dosis de LNP2 [12].

Ademas, se logrd proteccidn a corto plazo con dosis altas y bajas de PfCSP mRNA-
LNP1 (TriLink), con una eficacia del 40% y 20% respectivamente, contra una infeccion
letal de roedores con esporozoitos transgénicos de Pb-PfCSP (Figura 8) [12].
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Figura 8. PfCSP mRNA-LNP1 induce proteccion en ratones BALB/c. Extraido de [12]. Se probd un régimen
de primer refuerzo de 10 pg y 30 ug de PfCSP mRNA-LNP1 (TriLink) con un intervalo de 3 semanas en un

experimento de desafio transgénico Pb (ANKA)-PfCSP [12].

Finalmente, se demostré que una Unica dosis "prime" alta de PfCSP mRNA-LNP
(TriLink) indujo respuestas medibles pero insuficientes para provocar los altos niveles de
anticuerpos funcionales y respuestas celulares detectadas en los grupos vacunados dos

veces [12], resaltando la necesidad de dosis de refuerzo.

c. Vacuna RNAm-LNP dirigida a los antigenos Pfs25 y PfCSP

En el contexto de este nuevo estudio se busca evaluar lainmunogenicidad de dos de
las principales dianas, Pfs25 y PfCSP, formuladas como vacunas de RNAmM-LNP
modificadas con nucledsidos y explorar la viabilidad de la co-inmunizacién utilizando dos
construcciones de ARNm-LNP a diferentes dosis para generar inmunidad frente a los

parasitos de la malaria en distintas fases del ciclo biolégico [13].

Para evaluar las respuestas de anticuerpos frente a Pfs25 y a PfCSP, se administraron
varias dosis (3, 10 y 30 ug) de Pfs25 mRNA-LNPs y PfCSP mRNA-LNPs respectivamente a
ratones BALB/c [13]. Se observé que tanto Pfs25 mRNA-LNPs como PfCSP mRNA-LNPs
inducen titulos elevados de anticuerpos dependientes de la dosis. Ademas, resulté que
la co-inmunizacién con Pfs25 y PfCSP mRNA-LNP no comprometia las respuestas de

anticuerpos [13].
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También se observo que Pfs25 mRNA-LNPs induce potentes anticuerpos bloqueantes
de la transmisidn del parasito a diferentes dosis (Figura 9), incluyendo rangos desde 0,1
pg [13]. Para ello, se estudié el suero de ratones inmunizados tres veces con 3 pgy 10
pug de RNAm de Pfs25-LNP, mientras que los grupos de ARNm de Pfs25-LNP de 30 ugy
(Pfs25 + PfCSP) ARNm-LNP combinados se evaluaron después de cuatro inmunizaciones

[17].
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Figura 9. Actividad reductora de la transmision parasitaria de anticuerpos inducidos por Pfs25 mRNA-
LNPs. Extraido de [13]. Las IgG purificadas se evaluaron en ensayos estandar de alimentacion por
membrana (SMFA) de mosquitos a las concentraciones finales indicadas (0,25, 0,125, 0,63 y 0,031 mg/ml).
El recuadro muestra las relaciones de isotipo 1gG1/IgG2a y el indice de avidez de anticuerpos para los
sueros evaluados mediante SMFA [13].

Se demostré que el uso de la plataforma RNAmM-LNP con los antigenos Pfs25 y PfCSP
es altamente eficaz en la obtencidon de inmunogenicidad protectora. También que el uso
de RNAmM-LNP de Pfs25 logré una actividad funcional potente tanto con dosis bajas como

con regimenes cortos de refuerzo [13]. Se destaca ademas que las co-inmunizaciones no

presentan consecuencias negativas para las respuestas de anticuerpos [13].
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d. Induccién de células T residentes de memoria en el higado y proteccion frente
a la malaria en fase hepatica mediante nanoparticulas lipidicas que contienen

RNAm.

Las células T de memoria residentes en el higado, CD8+ (TRM), juegan un papel
importante en la proteccién contra la malaria en la etapa hepatica. En este estudio se
inmunizar ratones

BALB/c con RNAm de proteina

utilizd RNAmM-LNP para
circumsporozoito (CSP) de Plasmodium berghei ANKA (PbA), con el objetivo de conseguir

una induccién potente de células CD8+ especificas para la etapa hepatica [14].

Los ratones BALB/c fueron inmunizados por via intramuscular con CSP RNAm-LNP
dos veces con intervalos de 3 semanas. Como control negativo, otro grupo de ratones se
inmunizd con ovoalbumina (OVA) RNAmM-LNP. La proporciéon de células T CD8+
especificas de CSP aumentd significativamente en los higados de los ratones
inmunizados con CSP RNAmM-LNP 33 dias después de la ultima inmunizacion [14]. Un mes
después de la segunda inmunizacion, se administré a los ratones 200 esporozoitos PbA
gue expresaban GFP (PbA-GFP), obteniendo como resultado que la mitad de los ratones
(3/6) mostraron inmunidad esterilizante y retraso de dos dias en la etapa sanguinea con

respecto a los ratones de control negativo (Figura 10) [14].
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Figura 10. La inmunizacién con CSP RNAmM-LNP resulté en inmunidad esterilizante en algunos ratones o
en un retraso del desarrollo de la etapa sanguinea en otros. Extraido de [14]. En la izquierda se muestra
la proporcidn de ratones no infectados. En la derecha se muestra la parasitemia 3-7 dias después de la
infeccidn. El grupo CSP mostrd una parasitemia mas baja en comparacion al grupo PBS a partir del dia 3
dia y con el grupo OVA a partir del dia 6 después de la infeccién [14].

En conclusion, se observé que las inmunizaciones con RNAmM-LNP que codifican CSP

de P. falciparum (PfCSP) protegen sustancialmente contra las infecciones causadas por

esporozoitos transgénicos de P. berghei que expresan PfCSP. Se destaca también el papel
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crucial de las células CD8+ en la proteccion frente a infecciones por esporozoitos [14].
No obstante, la falta de inmunidad estéril completa se justifica con la posibilidad de un
numero insuficiente de células TRM especificas de la CSP o una baja funcién en las

células TRM inducidas por las RNAM-LNPs [14].

e. Vacunas de RNAm que expresan antigenos Pfs25 y Pfs230D1 con
modificaciones que inducen respuesta inmune

Se evaluaron in vitro construcciones de ARNm de Pfs25y Pfs230D1 que incorporaban

diversas modificaciones, como péptidos sefial (SP), anclajes GPl y dominio Trans-

Membrana (TM), y se seleccionaron para su evaluacién en ratones. Solo las que portaban

anclaje GPl o dominio TM resultaron en una alta expresion antigénica en la superficie

celular, generando respuestas inmunitarias fuertes en ratones (Figura 11) [15].
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Figura 11. Combinaciones de ARNm de Pfs25 y Pfs230D1 que codifican la expresion superficial de los
antigenos. Extraido de [15]. La Combinacidn-1 consiste en ARNm de Pfs25-TM y ARNm de Pfs230D1-TM.
Produjo altos titulos de anticuerpos contra Pfs25 y Pfs230D1. La Combinacién-2 comprende ARNm con SP
solo (ARNm de Pfs25-SP + ARNm de Pfs230D1-SP). Esta, en cambio, mostrd niveles bajos de respuesta de
anticuerpos (figura a). En la figura b se puede observar como las respuestas de anticuerpos contra ambos

antigenos, inducidas por la Combinacidon-1, persistieron hasta el dia 126 sin disminucidn significativa [15].

En resumen, la union de dominios TM favorece la respuesta inmunitaria en

ratones, resaltando el ARNm de Pfs25 en comparacién con el ARNm de Pfs230D1 [15].
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f. Vacunas frente al factor inhibidor de migracion de macréfagos producido por
Plasmodium (PMIF)

Se ha observado que el factor inhibidor de migracién de macréfagos (MIF) esta
involucrado en la respuesta inmune y el desarrollo del pardsito de la malaria en el higado
[16]. PMIF se secreta en los eritrocitos infectados y se libera tras la ruptura del
esquizonte, provocando una respuesta inflamatoria que interfiere en la diferenciaciéon

de células efectoras T-CD4+ especificas de Plasmodium [16].

En el estudio, ratones BALB/c infectados con P. berghei fueron sometidos a
inmunizaciones con una vacuna basada en un replicon de RNA autoamplificante que
expresa PMIF, mostrando un aumento en las respuestas de células Tfh y en los centros
germinales, resultando asi en mayores titulos de anticuerpos contra Plasmodium; una
mejor diferenciacién de células T-CD4 efectoras en precursores de memoria y un mejor

control de la infeccién hepatica y sanguinea con una mayor diferenciacion de células T

CD8 residentes en el higado y células T CD4 de memoria en ratones vacunados. (Figura

12) [16].

—

% Paraszitemia

JS,v':lLD‘S,-ﬂ 04

0 & 10 15 20 25 30
Days after infection

Figura 12. Diferencia entre la carga hepatica de ratones control y ratones inmunizados. Extraido de [16].
Se estudia el efecto de PMIF en la etapa preeritrocitica de Plasmodium inmunizando ratones con
replicones de RNA de PMIF o control, seguido de la inyeccidn intravenosa de 2000 esporozoitos de PbA
que expresan luciferasa (PbAluc). Por un lado, se observa una disminucion del 65% en la carga hepatica en
los ratones inmunizados con ARN de PMIF a las 48 horas después de la infeccién (e). Por otro lado, ambos
grupos de ratones desarrollaron una infeccidn en la etapa sanguinea, no obstante, los ratones de control
mostraron un rapido aumento en la parasitemia mientras que en los ratones inmunizados con RNA de
PMIF, la parasitemia no superé el 2% (f) [16].
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Ademas, la respuesta aumentada de células T CD8 hepaticas que se desarrolla en
ratones infectados después de la inmunizacion con ARN de PMIF es suficiente para

prevenir el establecimiento de la infeccion por esporozoitos de Plasmodium (Figura 13)

[16].
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Figura 13. La inmunizacién con RNA de PMIF protege parcialmente a los ratones de la infecciéon con
esporozoitos y protege completamente de la reinfeccion cuando los ratones inicialmente infectados son
curados con tratamiento de cloroquina. Extraido de [16]. Tras realizar una transferencia adoptiva de 2 x
107 células T CD8 hepaticas de ratones inmunizados CD45.2 después de la segunda infeccidn para evaluar
la significancia funcional de esta poblacidn expandida de células T especificas del CSP y esperar tres dias,
se infectan ratones receptores CD45.1 Balb/cJ con 2000 esporozoitos de PbAWT para evaluar el desarrollo
de la infeccién y la respuesta de células T CD8 (a) [16]. El nivel de parasitos hepaticos se redujo
significativamente a las 48 horas en los ratones que recibieron células T CD8 hepaticas de los anfitriones
inmunizados con RNA de PMIF en comparacién con aquellos inmunizados con el replicén de RNA de
control (b). La proteccidn conferida por la transferencia adoptiva de células T CD8 hepaticas de los ratones
inmunizados con RNA de PMIF estuvo asociada con un mayor niumero de células T CD8 especificas del CSP
en proliferaciéon que producian IFNy (d y e) [16]

Destacamos, de esta manera, que la neutralizacion del PMIF mediante una vacuna
basada en un replicon de ARN autoamplificante puede generar una respuesta inmune

protectora significativa contra el pardsito [16].
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Tras haber expuesto los estudios mas significativos en el desarrollo de vacunas de
RNAm contra malaria, nos enfocaremos en las perspectivas futuras que surgen a partir
de los resultados obtenidos y las limitaciones que se identifican en la investigacidn

actual.

2. Perspectivas futuras de la investigacion de vacunas frente a malaria basadas
en RNA mensajero

El significativo impacto generado por las vacunas de RNAm contra el SARS-CoV2 ha
impulsado nuevas investigaciones en numerosas areas. No obstante, y a la vista de los
estudios presentados, el proceso para conseguir una vacuna eficaz contra la malaria estd
lejos de concluir. A continuacién, describimos qué aspectos son limitantes y qué seria

interesante incluir en el foco de futuras investigaciones.

En primer lugar, resaltamos los factores intrinsecos del pardsito, como el complejo
ciclo bioldgico, que dificulta la obtencidn de un antigeno o diana eficaz, o los mecanismos
de evasién inmunoldgica, estrechamente relacionados, que explican la diversidad
antigénica, las mutaciones y variabilidad genética de las proteinas de superficie [6]. A
este conjunto, cabe afadir la importante resistencia a fdrmacos descrita en los ultimos

anos.

En segundo lugar, encontramos los factores dependientes del sistema inmune del
hospedador. El problema principal al que tenemos que hacer frente es la corta duracion
de la respuesta humoral y celular. Este hecho requiere de la administracién de dosis de
refuerzo, poco compatibles con los factores poblacionales que se describen en las zonas
endémicas. Es por ello por lo que el enfoque presentado por Chuang et al [11] en el que
la exposicidn a picaduras de mosquitos no infectados mantiene la respuesta humoral
durante mas tiempo, constituye un avance prometedor. Asimismo, es importante sefalar
que la poblacién mas afectada por la malaria estd compuesta por gestantes y nifos,
guienes se caracterizan por presentar un sistema inmunoldgico debilitado, una variable

gue complica el desarrollo de la formulacion.

24



Ademas, tal y como se describio en el inicio de la memoria, encontrar un vehiculo de
transporte adecuado es indispensable para una correcta formulacién, ya que permite
qgue el RNAm llegue a la célula y se traduzca en proteinas antigénicas, que son las que, a
su vez, daran lugar a la respuesta inmune especifica [7]. Actualmente existen numerosas
estrategias dedicadas al estudio y mejora de nuevas LNP, demostrandose la importancia
de este factor en el estudio realizado por Mallory et al [12] donde de tres posibles
vehiculos, se demostré que sélo uno, LNP1, obtenia datos de interés para continuar en

el proceso.

En resumen, el objetivo consiste en obtener una respuesta protectora mas completa.
Para ello, no solo es importante encontrar el antigeno que produzca la respuesta

deseada, sino que este debe estar incluido en un vehiculo de transporte eficiente.

De forma analoga, las co-inmunizaciones también fueron objeto de estudio. Hayashi
et al [13] administraron conjuntamente PfCSP y Pfs25 mRNA-LNP, combinando asi la
accion a nivel hepatico y de bloqueo de la transmisién. Como resultado, obtuvieron una
respuesta inmune potente. De esta manera, podemos concluir que las co-
inmunizaciones sugieren la capacidad de aumentar las posibilidades de acabar con la

malaria y son una fuente interesante de investigacién para préximos estudios.

En este punto es interesante incluir las vacunas de mRNA autoamplificantes, ya que
se ha demostrado que son significativamente mas inmunogénicas que las vacunas de
RNAm cldsicas [4]. Proporcionan proteccion tanto en la etapa hepatica como sanguinea
y frente a la reinfeccion, reduciendo la necesidad aparente de dosis de refuerzo como se
mostrd en el estudio realizado por Baeza Garcia et al [16]. Estos resultados atenderian
los problemas relacionados con los factores de las regiones endémicas, donde resulta
complicado administrar dosis de refuerzo. Hablamos no sélo de atencién médica
limitada, sino también de dificultades econdémicas, motivo principal por el que los
pacientes no priorizan el ambito sanitario. De igual manera, destacamos los factores
logisticos como el coste o la distribucidén de la vacuna, que tienen que ser ajustadas a las

condiciones de las regiones mas afectados por la enfermedad.
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Asimismo, se presentan los factores intrinsecos de la vacuna, principalmente su
seguridad y eficacia. Hasta el momento los estudios realizados solo aportan informacion

de seguridad y eficacia en especies murinas y durante un periodo de tiempo corto.

Basandonos en las premisas anteriores y enfocandonos en los aspectos que seria
interesante aplicar en el futuro, encontramos algunos estudios que enfocan su
investigacién en proteinas antigénicas quiméricas y la administracion intradérmica,
demostrando también que existe activacion de células presentadoras de antigenos eficaz
en el sitio de inyeccién [17]. Esto supondria una ventaja importante a la hora de la
aplicacion de dosis repetidas en zonas endémicas. Siguiendo la misma linea, algunas
estrategias novedosas apuntan a la conjugacion de anticuerpos monoclonales a las
superficies de las nanoparticulas lipidicas y la adicidon de ligandos especificos de las
células dendriticas a las superficies de las LNPs con el objetivo de conseguir una

respuesta de anticuerpos mds duradera [6].

Por ultimo, es importante resaltar que las cepas con las que se realizan muchos
estudios son de la especie P. bergei, propias de roedores, por lo que los resultados
obtenidos en estas pruebas pueden diferir de los resultados esperados en estudios

humanos, enfrentdandonos asi a nuevas incodgnitas para obtener una vacuna dptima.

En resumen, los estudios presentados anteriormente ofrecen perspectivas
prometedoras en relacidon con la obtencién de vacunas de RNAm para malaria. Sin
embargo, los resultados obtenidos hasta la fecha aun se encuentran considerablemente

alejadas de los objetivos esperados.
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V. Conclusiones

De la literatura revisada se deduce que la tecnologia de las vacunas de RNAm

muestra los inicios de una nueva estrategia para hacer frente a la malaria.

Con los resultados obtenidos en los ensayos preclinicos se evidencia, por un lado, la
utilidad del uso de vehiculos de transporte basados en LNP, pero también la necesidad
de identificar los antigenos de superficie adecuados para generar una respuesta
inmunitaria adecuada y duradera en el tiempo, o incluso la administracion de dosis de

refuerzo.

Sin embargo, se observan resultados esperanzadores en varias lineas novedosas de
investigacion, como las co-inmunizaciones, la unidon con sefiales que modifican la
localizacion celular de los antigenos generados, las vacunas de RNAm autoamplificantes
y la inmunizacion frente a factores del parasito que bloquean la adecuada respuesta

inmunitaria.

Todos estos avances permiten asegurar que el desarrollo de una vacuna de RNAm

gue ofrezca una adecuada proteccidn frente a la malaria estd cada dia mas cerca.
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