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RESUMEN

Los acidos nucleicos (ADN y ARN) tienen la importante funcién de
almacenar, expresar y transmitir la informacién genética de los
seres vivos. EI ADN actiia como "repositorio” de lainformacion, en
el nucleo de las células, y el ARN mensajero (MRNA) transmite esa
informacién al sitio de sintesis. Esta propiedad permite utilizar al
MRNA como agente terapéutico o para la generacién de inmu-
nidad contra organismos patdgenos. En particular es interesan-
te el disefo de vacunas basadas en mRNA que se han probado
con éxito contra el coviD-19, ademas del uso del mRNA contra en-
fermedades no infecciosas, entre ellas la diabetes tipo 1, la he-
mofilia, el asmay ciertos tipos de cancer, incluyendo el melano-

ma. Las posibilidades terapéuticas del mRNA son muy amplias.
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ABSTRACT

Nucleic acids (DNA and RNA) have the important function of stor-
ing, expressing and transmitting the genetic information of liv-
ing beings. DNA acts as an information "repository” in the cells
nucleus, and the messenger RNA (MRNA) "transmits" that infor-
mation to the site of synthesis. This property allows mRrNA to be
used as a therapeutic agent or for the generation of immuni-
ty against pathogenic organisms. Particularly interesting is the
design of mRNA-based vaccines, which have been successfully
tested against coviD-19, in addition to the use of mRNA against
non-infectious diseases, including type 1 diabetes, hemophilia,
asthma and certain types of cancer, including melanoma. The

therapeutic possibilities of mRNA are very broad.
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Generalidades del ADN y del ARN

El principio de la vida se basa en la presencia de dos macromoléculas conocidas como acido
desoxirribonucleico (ADN o DNA, por las siglas en inglés de deoxyribonucleic acid) y 4cido ribo-
nucleico (ARN 0 RNA, por las siglas en inglés de ribonucleic acid), cuya funcién radica en alma-
cenar, expresar y transmitir la informacion genética de los seres vivos. Algunos organismos,
como los virus, s6lo contienen ARN, mientras que la mayor parte de los seres vivos contienen
ademas ADN.

Estas macromoléculas estan constituidas por cuatro moléculas conocidas como bases
nitrogenadas, que para el caso del ADN son adenina (A), timina (T), guanidina (G) y citosina
(C); mientras que para el ARN son uracilo (U), adenina, guanidina y citosina. Cada una de es-
tas bases se acopla a un azucar (ribosa) para dar lugar a los nucleésidos, los cuales se unen a
un grupo fosfato (P0,”) para interaccionar entre ellos, lo que da lugar a los nucleétidos (figu-
ra 1). Esta interaccion se da entre la adenina y la timina o el uracilo, asi como entre la guani-
dinay la citosina. A partir de estas moléculas se genera un lenguaje particular y inico que le
indica a una célula qué proteina debera formarse. Este lenguaje esta sujeto a la combinacion
de tres nucleétidos que crean una estructura llamada codén, y la combinacién de varios co-

dones conforma un gene.

Figura 1
Estructura representativa de un nucleétido

El nucledtido se constituye por un grupo fosfato que se une al carbono 5' de un azicar de cinco carbonos
(pentosa), que en este caso corresponde a la ribosa, y cuyo carbono 1' se une
a la base nitrogenada que se representa como un uracilo.

Fuente: Elaboracion propia.
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Un codén codifica para los aminodcidos, que son la base estructural de las proteinas, y la
particular organizacién de los nucleétidos en codones ha sido denominada cédigo gené-
tico. Asi, la informacién genética de un individuo esté contenida en el ADN, el cual traduce
el mensaje en forma de ARN (proceso conocido como transcripcidn), y a partir del ARN que
queda como mensajero (MRNA) se sintetizan las proteinas (proceso conocido como traduc-
cién). Si bien ésta es una descripcion muy general de la formacién de las proteinas, lo impor-
tante es enfatizar que, a la vista del actual conocimiento, es el ADN y no el ARN el que puede,

bajo ciertas circunstancias, modificar la genética de un individuo.

El mRNA como potencial agente terapéutico para enfermedades no infecciosas

Sin duda, en los ultimos aflos hemos sido testigos de la revolucién cientifica biotecnologi-
ca, en la cual destacan las estrategias de secuenciacion masiva del ADN, las cuales han permi-
tido identificar las variaciones genéticas que pueden influir en una expresidon adecuada de
proteinas, y esto puede desencadenar el desarrollo de diferentes enfermedades. La posibi-
lidad de crear una medicina mas dirigida a través de la inyeccién del mrNA que codifica a la
proteina que el paciente no produce en las cantidades adecuadas, o la produce con altera-
ciones debido a cambios genéticos o modificaciones postraduccionales, ha abierto una nue-
va ventana de oportunidades para la medicina terapéutica personalizada (Sahin et al., 2014).

Se observé que la gran ventaja de inyectar el mRNA en lugar del ADN es que éste requiere
entrar al ndcleo de la célula para de ahi dar lugar al mRNA, mientras que la inyeccion directa
del mRNA no necesita entrar al nucleo, sino que la proteina en cuestion puede expresarse di-
rectamente en el citosol (Sahin et al., 2014). Relacionado con esto, queda implicito que el ARN,
a diferencia del ADN, no tiene posibilidades de integrarse al genoma del individuo, al no en-
trar al nucleo, lo que aumenta la seguridad de este tipo de intervencion.

El principio de emplear al mRNA como agente terapéutico implica su producciény purifica-
cién in vitro para posteriormente inyectarlo al individuo y que se introduzca a la célula diana,
cuya maquinaria de expresion de proteinas producird la proteina funcional correspondiente
(figura 3B, p. 6). Desde los primeros experimentos con inyecciones de mRrRNA en el musculo de
ratones (Wolf et al., 1990) se han realizado multiples ensayos y estudios de fases clinicas, los
cuales han demostrado el potencial de esta macromolécula para tratar patologias asociadas
a una baja o ineficiente expresién de una proteina en particular; para este tipo de interven-
cién se acuid el término farmacologia del mRNA (Kallen'y TheB et al., 2014).

La tabla 1 (p. 4) presenta algunos de los estudios que han empleado la introduccién de
MRNA con potencial terapéutico, de manera importante buscando el reemplazo de una pro-
teina. Como se observa, se han realizado esfuerzos para proponer terapias para enfermeda-
des hematoldgicas (@anemia), oncoldgicas (cancer de mama, neuroblastoma, linfoma), car-

diacas (miocarditis autoinmune), metabdlicas (hipercolesterolemia, amiloidosis, acidemia
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metilmaldnica, diabetes) y otras enfermedades (fibrosis pulmonar y hepatica, porfiria agu-

da, fibrosis quistica y alergias).

Tabla 1

Terapias propuestas para el reemplazo de proteinas empleando mrNA

Enfermedad

Proteina a reemplazar
mediante el mRNA

Referencia

Diabetes autoinmune

-4

Creusot et al., 2010

Diabetes insipida

Vasopresina

Jirikowski et al., 1992

Anemia Eritropoyetina Kariké et al., 2012
Asma FoxP3 Mays et al., 2013
Desorden del ciclo de la urea Arginasa 1 Asrani et al., 2018

Acidemia metilmalénica

Metilmalonil-Coenzima A mutasa

An etal., 2017

Infarto de miocardio

Factor de crecimiento vascular
endotelial

Zangi et al., 2013

exacerbados

Melanoma Bax Okumura et al., 2008
Miocarditis autoinmune IL-10 Zimmermann et al., 2012.
Procesos inflamatorios I-10 Levyetal., 2013

Fibrosis quistica

Regulador de la conductancia
transmembranal

Robinson et al., 2018

Porfiria aguda

Porfobilindgeno deaminasa

Jiang et al., 2018

Hemofilia

Factor Ix de la coagulacién (Fix)

DeRosa et al., 2016

Fuente: Elaboracién propia.

La base del éxito de las terapias basadas en la inyecciéon del mrNA radica, por un lado, en
su capacidad de evitar el reconocimiento por parte del sistema inmune innato, y, por otro,
en optimizar su entrada a la célula blanco en la que se expresara la proteina en cuestién.

Cuando una célula se encuentra con el ARN (sea mensajero o de otro tipo), éste es recono-
cido por un conjunto de moléculas de la célula (conocidas como receptores) del sistema in-
mune innato; dentro de éstos se encuentran los TLR3 y TLR7/8, que detectan el ARN de doble
cadena y el ARN de cadena sencilla, respectivamente, asi como los receptores tipo RIG-1 (por
las siglas en inglés de retinoic acid inducible gene), que detectan el ARN corto de doble cade-
na. La deteccion del mRNA por estos receptores inhibe su transcripcién para producir la pro-
teina que codifica (Hornung et al., 2008; Kariké et al., 2004), pero ademas despierta una res-
puesta inmunoinflamatoria (Wang et al., 2021), la cual, se ha demostrado, genera un severo

daio en los animales que han recibido el ARN.
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Kariko et al. (2005) y Weissman (2015) hicieron una importante contribucién para evitar el
reconocimiento del ARN del sistema inmune innato: reemplazaron la uridina por pseudouridi-
na (nucledsido que existe en la naturaleza, principalmente en otro tipo de ARN conocido como
de transferencia o RNAT) (figura 2), proceso que ademas permitid incrementar la produccién de
la proteina hasta mil veces mas con respecto al ARN no modificado. Por otro lado, se conoce
que los mRNA que contienen la modificaciéon de N1-metilpseudouridina (m1W¥), sola o en com-
binacién con 5-metilcitidina (msC), superaron a la actual plataforma de mRNA de Ultima gene-
racion modificada con pseudouridina (W) o ms5C/W¥, pues proporcionaron ~44 veces (cuando
se comparan mRNA doblemente modificados) o ~13 veces (cuando se comparan mRNA modifi-
cados individuales) una mayor expresién del gen informador tras la transfeccién en lineas ce-
lulares o ratones, respectivamente (Andries et al., 2015). Esta importante contribucién senté
las bases de la forma en la que actualmente se preparan las formulaciones de terapias basa-

das en la administracién de mRNA, ya sea con fines terapéuticos o como vacunas (figura 3, p. 6).

Figura 2

Estructura quimica de la uridina y la pseudouridina

La principal diferencia de estas dos bases nitrogenadas para la formacién del nucleétido es que la uridina se
une a la pentosa por medio del nitrégeno 1, mientras que la pseudouridina lo hace por el carbono 5.

Fuente: Elaboracion propia.

Con respecto a la optimizacion de la entrada del mrNA a la célula blanco, se han propues-
to distintos materiales seleccionados con base en las propiedades fisicoquimicas del mRNA
(tamafo y carga electrostatica). Dentro de éstos destacan los lipidos y materiales tipo lipidos

conocidos como lipoides, con los cuales se han preparado formulaciones como liposomas,
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nanoparticulas lipidicas (NPL o LPN, por las siglas en inglés de lipid nanoparticles) o emulsio-

nes lipidicas (Weng et al., 2020).

Figura 3
Inyeccion del mRNA como estrategia de vacunacion y como terapia de reemplazo

A.Inyeccidn del mRNA como estrategia de vacunacidn. Una vez que se identifica la proteina con capacidades
inmunogénicas y protectoras, se produce el mRNA que la sintetiza, sustituyendo el uracilo por pseudouracilo
para proteger el mRNA del reconocimiento por parte del sistema inmune (1). El mRNA se formula con una
nanoparticula lipidica para favorecer su entrada a la célula blanco (2). Una vez que el mrNA formulado se
inyecta intramuscularmente (3), éste se introduce en la célula blanco, donde se acoplard a los ribosomas que
se encuentran en el citosol para producir la proteina inmunogénica (4), la cual se liberara al espacio extrace-
lular, donde serd reconocida por células de la respuesta inmune innata (células dendriticas) (5). Después de
varios eventos de maduracion de la respuesta inmune se producen anticuerpos especificos (6) y células de la
respuesta adaptativa (linfocitos Ty B), los cuales, en conjunto, protegeran al organismo contra el virus infec-
cioso. Los anticuerpos son capaces de reconocer la proteina y asi evitar que, a través de ella, el virus pueda
infectar a las células blanco (7).

B. Inyeccién del mRNA como terapia de reemplazo de proteinas ausentes, funcionalmente deficientes o defec-
tuosas. El mecanismo de produccién de la proteina deficiente o ausente es muy similar al descrito para vacu-
nas, sélo que en este caso, como la proteina a reemplazar la expresa el organismo, éste no la reconoce como
ajenay, por lo tanto, no se despierta una respuesta inmune contra ella. N: ntcleo, P: proteina, R: ribosomas.

Fuente: Elaboracion propia.
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Vacunas de mRNA para el control de agentes patégenos

Inicialmente se hicieron algunos ensayos para transferir el mMRNA como fuente de vacuna al
individuo introduciendo células dendriticas autélogas transfectadas ex vivo con el mRNA en
cuestion (Benteyn et al., 2015; Boczkowski et al., 1996; Heiser et al., 2002; Koido et al., 2000).
Este proceso resulta muy eficiente en términos de vacunacion, ya sea de forma preventi-
va o terapéutica, ya que las células dendriticas se dirigiran a los érganos linfoides, en don-
de pueden presentar el antigeno o la proteina que se expresa a partir del mRNA que se intro-
dujo en ellas.

Por otro lado, esta forma de introducir el mrNA dentro de las células lo protege de una po-
sible degradacién, puesto que impide el comienzo de una respuesta inmune contra el pro-
pio MRNA, y también resuelve el problema de entrega del mrRNA dentro de las células, para
que a partir de ellas se exprese la proteina en cuestion. A la capacidad de una molécula de
inducir una respuesta inmune se le conoce como inmunogenicidad. Como se mencioné an-
teriormente, los primeros ensayos de la introduccién del mRNA al organismo sin emplear cé-
lulas dendriticas como vehiculo de entrada y sistema de expresién de la proteina mostraron
que el organismo es capaz de despertar una respuesta inmunoinflamatoria mediada por el
MRNA, via receptores de reconocimiento.

La introduccién del mRNA en células ex vivo tamnbién es una estrategia para impedir su
degradacién, dada la gran abundancia de RNAsas (enzimas que degradan al ARN), ya sea en el
medio ambiente o a nivel extracelular. Sin embargo, este procedimiento resulta costoso y la-
borioso, pues requiere obtener células dendriticas del propio individuo (Heiser et al., 2002).
Las contribuciones de Kariké (2005) y Weissman (2015), al modificar el ARN y prevenir que sea
reconocido por los receptores de la respuesta innata, cambiaron sin duda el curso de lo que
hoy se conoce como vacunas de mRNA.

Como se observa en la tabla 2 (p. 8), se han elaborado vacunas basadas en mRrNA que se
encuentran en distintas fases de estudios preclinicos y clinicos contra diversos patégenos
causantes de enfermedades infecciosas, principalmente virales, como el viH sida (Bogers
etal., 2015; Pollard et al., 2013), chikunguia (August et al., 2021), rabia (Aldrich et al., 2021; Albe-
rer et al., 2017), zika (Medina et al., 2021), ébola (Meyer et al., 2018), influenza (Bahl et al., 2017),
asi como otras vacunas experimentales contra parasitos como el de la malaria (Mallory et al.,
2021) y la toxoplasmosis (Luo et al., 2017).

Los avances obtenidos en el desarrollo de vacunas basadas en mRNA permitieron rapida-
mente el desarrollo de vacunas contra el virus SARS-Cov-2, lo cual ha contribuido criticamen-
te al control de la pandemia. Dos vacunas basadas en mRNA se liberaron al mercado para su
aplicacion, la de Pfizer-BionTech y la de Moderna (Lamb 2021; Mahase, 2020); ambas emplean

el sistema de modificacion de los nucledsidos de uridina por pseudouridina, lo que brinda
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mayor estabilidad al mrNA, y ambas formulan la vacuna empleando NpL, que ha mostrado efi-

cacia para su administracién intramuscular (Hassett et al., 2019).

Tabla 2

Vacunas en distintos estados de estudios clinicos dirigidas

a enfermedades virales humanas

Agente infeccioso Nombre de la vacuna Fase de estudio Referencia o nimero

(patrocinador) de registro del ensayo
clinico

Chikunguia MRNA-1944 (Moderna) Fasel NCT03829384

Rabia Cv7201 (CureVac) Fasel NCT02241135

Influenza val-339851 (Moderna) Fase | NCT03345043
MRNA-1010 (Moderna) Fasell NCT04956575

Zika MRNA-1893 (Moderna) Fase | NCT04917861

Ebola Ad26.zebov (Janssen) Fasellll NCT02509494
MVA-BN-Filo (Janssen)

Virus sincicial MRNA-1345 (Moderna) Fase | NCT04528719

respiratorio

Virus de MRNA-1644 (Moderna) Fase | NCT05001373

inmunodeficiencia MRNA-1644v2-Core

humana (VIH) (Moderna)

Citomegalovirus MRNA-1647 (Moderna) Fasell NCT04232280

SARS-COV-2 MRNA-1273 (Moderna) Aprobada Lamb, 2021
BNT162b2 (Pfizer-BioNTech) | Aprobada Mahase, 2020

Fuente: Elaboracion propia.

Este sistema de presentacion de nanoparticulas lipidicas se estabiliza utilizando polieti-
lenglicol, el cual genera una capa hidrofilica que aumenta la vida media del mrRNA vacunal.
Si bien estas presentaciones han generado el aumento de la estabilidad, se han descrito al-
gunas reacciones alérgicas que parecen estar asociadas al PEG, pero se han revertido sin da-
Aos colaterales de gravedad.

Una vez que el mRNA ha ingresado al organismo, éste se introduce a las células y emplea
la maquinaria de la propia célula para sintetizar la proteina en un inmundgeno, el cual sera
reconocido por el sistema inmune y despertard una respuesta inmune humoral (representa-
da por anticuerpos) y celular (representada por células Ty B) que nos protegera de la infec-

Cién o de un proceso patoldgico grave (figura 3A, p. 6).
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Conclusiones y perspectivas

Esta breve descripcién de algunas posibilidades terapéuticas del ARN claramente lo sefalan
como una plataforma muy prometedora para el desarrollo de nuevas terapias personaliza-
dasy vacunas de alta eficiencia en el control de diferentes enfermedades. Actualmente, exis-
te un area de intensa investigacion que persigue el aumento de la estabilidad de esta molé-
cula para lograr mayor eficiencia y versatilidad de esta nueva herramienta, que representa

un nuevo arsenal para el mejoramiento de la salud humana y animal.
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