Terapia génica

MAS ALLA DE LA SECUENCIA:
ESTRATEGIAS ANALITICAS
PARA GARANTIZAR LA CALIDAD
DEL ARNM TERAPEUTICO

Las terapias basadas en ARN mensajero (ARNm) se reconocieron como la solucion a muchos
problemas de enfermedades no cubiertas durante la pandemia de COVID-19, cuando su aplicacion
como vacunas profilacticas demostro su superioridad frente a formulaciones tradicionales.

Sin embargo, esta tecnologia no naci6 en 2020, su
desarrollo comenzé hace mas de dos décadas, con
investigaciones iniciales centradas en la inmunote-
rapia contra el cancerl. Desde entonces, los avances
en la sintesis, modificacion y transporte del ARNm han
transformado su potencial terapéutico, expandiendo su
aplicacion a patologias infecciosas, oncoldgicas, raras
y metabdlicas.

El principio de accién es conceptualmente simple: el
ARNmM sintetizado se introduce en las células aberran-
tes, donde los ribosomas de la propia célula traducen la
informacion codificada para producir la proteina tera-
péutica deseada. No obstante, este enfoque enfrenta
importantes desafios. El ARNm es una molécula ines-
table, altamente susceptible a la degradacion por ribo-
nucleasas, y capaz de inducir respuestas inmunitarias
innatas no deseadas. Ademas, no es capaz de penetrar
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la membrana plasmatica por si solo. Superar estas limi-
taciones ha requerido avances tanto en la ingenieria del
ARNm durante la sintesis como en el desarrollo de sis-
temas de liberacion eficaces y biocompatibles.

En la sintesis in vitro del ARNm, se introducen modi-
ficaciones quimicas en las bases nitrogenadas, como
por ejemplo, una proteccion en 5"y la adicién de una
cola de poli adeninas en 3, con el objetivo de mejorar
la estabilidad general del ARNm, la eficiencia de traduc-
cion y reducir la inmunogenicidad®. La incorporacion de
nucledsidos modificados, como la pseudouridina (), la
N6-metiladenosina (mfA) y la 5-metilcitosina (m®°C), dis-
minuye el reconocimiento por sensores inmunes intra-
celulares y aumenta la estabilidad del transcrito®!.

Para garantizar la llegada del ARNm a las células
diana y protegerlo frente a la degradacién extracelu-
lar, se utilizan nanosistemas de encapsulacion. Las
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Figura 2. Estrategias analiticas para la caracterizacién del ARNm terapéutico.
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A1 - EIC para cuantificacién de monofosfatos. A2 - EIC para la cuantificacién del 5’ cap con NP1. C - Cromatograma UV del ARNm intacto via IP-RP LC-UV.
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Figura 3. A) Estrategia de digestion total y cuantificacion de monofosfatos (A1) y del 5' cap (A2). B) Estrategia de digestién parcial con el TIC
de oligonucleétidos generados con diferentes RNasas (B1), MS de oligonucleétidos multicargados y espectro deconvolucionado para obtener el
peso molecular (B2) y MS/MS con fragmentos asignados para la confirmacion de la secuencia (B3). C) Cromatograma UV del ARNm intacto via

IP-RP LC-UV.

como para el producto final con el nanosistema (drug
producto)”8. Estos atributos deben ser monitorizados
para garantizar la seguridad, eficacia y consistencia
del producto, ya que influyen directamente en su rendi-
miento bioldgico y farmacoldgico. En el caso del ARNm
como principio activo, los CQAs mas relevantes inclu-
yen la identidad, la pureza e integridad del transcrito, y
las impurezas®.

La identidad hace referencia a la correcta estructura
molecular del ARNm, incluyendo la presencia de la pro-
teccién a 5, las modificaciones nucleotidicas y la lon-
gitud de la cola poli-Adeninas en 3'. Cada uno de estos
elementos influye en la estabilidad y en la eficiencia de
traduccion.

En la pureza e integridad se evalla que el transcrito
sea de longitud completa y que los productos de degra-
dacién sean minimos.

En las impurezas, se controlan contaminantes deri-
vados del proceso de sintesis, como ADN plantilla resi-
dual, enzimas de transcripcion, ARN de doble cadena
(dsRNA), nucledtidos (NTPs) o anélogos de la protec-
cion libres. Estas pueden reducir la eficacia o inducir
respuestas inflamatorias!'?.
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El control riguroso de estos parametros es esencial
y garantizar los CQAs del ARNm requiere herramientas
analiticas de Ultima generacion. Entre ellas, las meto-
dologias basadas en cromatografia liquida acoplada a
diferentes detectores, desde los mas basicos (UV/FLU),
hasta la espectrometria de masas (LC—-MS), se han
convertido en herramientas Utiles por su versatilidad,
sensibilidad y especificidad, adaptando metodologias
desarrolladas para molécula pequefia y ampliamente
utilizadas en la industria farmacéutical''l. Estas estrate-
gias se dividen en tres niveles complementarios: diges-
tion total, digestion parcial y analisis intacto.

En la digestién total, el ARNm se hidroliza comple-
tamente mediante enzimas no especificas, como la
nucleasa P1, generando un conjunto de nucledtidos
libres. Estos se separan mediante cromatografia con
fase estacionaria HILIC-Amide, la cual permite unareten-
cion eficaz de estos compuestos altamente polares.
De forma alternativa, puede incorporarse una segunda
etapa de desfosforilacion mediante una fosfatasa, que
elimina los grupos fosfato y convierte los nucledtidos
en nucledsidos. Este proceso reduce su polaridad y
posibilita su separacién mediante cromatografia de



fase reversa convencional. Los productos obtenidos
se detectan posteriormente mediante espectrometria
de masas triple cuadrupolo (MRM), lo que permite una
cuantificacion precisa de los nucledtidos y la identifi-
cacion de modificaciones especificas, ofreciendo una
visién global de la composicion del ARNmI'?. No obs-
tante, a pesar de su alta sensibilidad, esta estrategia
presenta como principal limitacion la pérdida de infor-
macion sobre la secuencia y el contexto estructural.

La digestion parcial genera fragmentos de oligonu-
cledtidos de longitud definida que conservan informa-
cién de secuencia y modificaciones. Para ello, se utili-
zan endonucleasas especificas como RNasa T1 (corta
especificamente en guanosinas), RNasa A (corta en
ambas pirimidinas, en uracilos y citosinas) o RNasa 4
(corta especificamente en las combinaciones Uracilo
con purinas, U-A y U-G). La especificidad del sitio de
corte determina directamente la longitud de los frag-
mentos obtenidos: cuanto mas amplia es la especifici-
dad de la enzima, mas cortos son los oligonucledtidos
generados; por el contrario, una mayor selectividad pro-
duce fragmentos mas largos, lo que, aunque mejora la
informacion estructural, puede dificultar su ionizacién
y la posterior deteccién. Los fragmentos resultantes
se separan mediante cromatografia liquida en fase
reversa con par iénico (IP-RP UHPLC) y se analizan por
espectrometria de masas de alta resoluciéon (QTOF)
con modos de adquisicién dependiente (DDA) e inde-
pendiente (DIA), para adquirir los espectros de MS que
confirman las multicargas de los oligonucledtidos, se
deconvoluciona para obtener su masa molecular y los
espectros de MSMS para confirmar la secuencial™.
Gracias a esta combinacion de RNasas, se consigue
una cobertura de secuencia amplia y una identificacion
fiable de las modificaciones y su posicion, generando
este “fingerprint” caracteristico, consolidandose como
estrategia para el oligomapping del ARNm terapéutico.

El andlisis del ARNm intacto se realiza mediante téc-
nicas convencionales de separacion, como la cromato-
grafia liquida o la electroforesis capilar, con deteccion
por absorcion ultravioleta (UV) o fluorescencia (FLU).
Existen diversas estrategias cromatograficas aplicables
a este tipo de biomoléculas, entre ellas la cromatogra-
fia de fase reversa con par iénico (IP-RP), que emplea
columnas de gran tamafio de poro (>1000 A) para faci-
litar la elucion de macromoléculas, asi como la croma-
tografia de exclusion por tamafio (SEC) y la cromatogra-
fia de intercambio anionico (AEX). Estas metodologias
permiten evaluar la longitud, integridad y contenido
global del ARNm intactol'¥, y se han demostrado espe-
cialmente Utiles para cuantificar el ARNm encapsulado
en nanoparticulas, como producto final (drug product).
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La combinacion de las tres estrategias analiticas
ofrece una caracterizacion integral del ARNm terapéu-
tico. Esta complementariedad no solo resulta esencial
para cumplir con los requisitos regulatorios de carac-
terizacién y control de calidad, sino que también refleja
la versatilidad de las metodologias analiticas actuales
para abordar la caracterizacion de estas biomoléculas
de naturaleza tan compleja.

Persisten, sin embargo, desafios significativos, espe-
cialmente en la interpretacion de espectros de frag-
mentacién, que requiere herramientas bioinformaticas
avanzadas capaces de manejar grandes volUmenes de
datos y minimizar falsos positivos. Estas limitaciones
han impulsado notables avances en los ultimos 5 afios,
en estas estrategias hibridas, que amplian los limites
de la caracterizacion de oligonucledtidos y consecuen-
temente del ARNm.

En el futuro, la estandarizacion, la automatizacion y
el uso de herramientas bioinformaticas seran claves
para fortalecer el control de calidad y transformar estos
retos en oportunidades para la medicina de precisioni.
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