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Articulo de revisiéon
Genética

ARN de interferencia y su importancia en la
biomedicina molecular

Jorge Luis Hernandez-Garcia*

RESUMEN

ABSTRACT

El ARN de interferencia (ARNi) es una conservada respues-
ta bioldgica a la presencia de ARN de doble cadena, lo cual
origina el silenciamiento especifico de secuencia de un gen
determinado. El esfuerzo exhaustivo en la investigacion du-
rante los Gltimos 5 afios ha facilitado la colocacion acelerada
del ARNi de un fendmeno biolégico desconocido a una he-
rramienta valiosa utilizada en el silenciamiento de la expre-
sion genética y en monitoreos genémicos funcionales a gran
escala. Con esta tecnologia, trabajos recientes han demos-
trado éxito en el potencial terapéutico del ARNi para tratar
diversas enfermedades. Sin embargo, para incrementar es-
tas aplicaciones y la apreciacion en el futuro del ARNi tanto
en la investigacion basica como el tratamiento de desérde-
nes causados por expresiones genéticas aberrantes, es im-
portante poseer un entendimiento del proceso del ARNi y
sus limitaciones.

ARN interference (RNAIi) is a conserved biological res-
ponse to double-stranded RNA that results in the se-
quence-specific silencing of target gene expression. Over
the past five years, and intensive research effort has facili-
tated the rapid movement of RNAi from a relatively obs-
cure biological phenomenon to a valuable tool used to
silence target gene expression and perform large-scale
functional genomic screens. Also, with this unknown
technology, recent studies have demonstrated success us-
ing the therapeutic potential of RNAi for treating impor-
tant several disorders. However, in order to advance
these applications and gain an appreciation for the future
of RNAI both basic research and in the treatment of di-
seases caused by aberrant gene expression, its important to
have an understanding of the process of RNAi and its
limitations.

Palabras clave: ARN de interferencia, Dicer, Drosha, AR-
Nip, miARN, DGCRS8, RISC, miRNP.

INTRODUCCION

El silenciamiento genético es un proceso sumamente
importante en la mayoria de los organismos. Si una
célula expresara todos y cada uno de sus genes sin
una cierta regulacidn, el desorden generado en el in-
terior de la misma podria conducir inclusive al frena-
do total de las funciones metabdlicas, lo que conlleva-
ria a una muerte celular inevitable. Para evitar este
tragico incidente, la célula puede valerse del ARN de
interferencia (ARNiI), para inhibir y restringir la ex-
presion de elementos genéticos no deseables.
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Biologia,Universidad Veracruzana.
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Las primeras observaciones de este fendmeno se
realizaron en organismos vegetales.* Con la finalidad
de obtener petunias de un color pdrpura mas intenso
que el de la flor silvestre, se adicionaron copias extra
a las plantas del gen que codifica ese color. Para sor-
presa de propios y extrafios, las petunias transgénicas
resultantes eran bicolor y algunas completamente
blancas.>® Lo que indicaba que no s6lo los transgenes
habian sido reprimidos sino también aquellos nativos
de la planta.” A este fenémeno se le conoce actualmen-
te como silenciamiento genético post-transcripcional
(PTGS)® en organismos vegetales y supresion (que-
Iling) en hongos.® Actualmente se sabe que este proce-
so se encuentra altamente conservado en una gran va-
riedad de organismos eucariéticos.%?

Durante mucho tiempo se trato de averiguar qué
originaba el proceso de interferencia. Sin embargo, la
primera descripcién formal del ARNi como una res-
puesta biologica a la presencia de ARN de doble cade-
na (ARNdc) en la célula, fue descubierta en estudios
realizados sobre el nematodo Caenorhabditis elegans,
al cual se introdujeron moléculas de ARNdc del gen
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unc-22, implicado en el proceso de contraccién mus-
cular.®*15 EIl fenotipo observado fueron organismos
con grandes espasmos, lo cual también afectaba a su
progenie.®* No obstante, determinar su presencia en
mamiferos fue una tarea mucho mas compleja debido
a la respuesta del interferdén,” cuya activacion res-
ponde a la presencia de ARNdc generando la muerte
celular a través de apoptosis.*®

El mecanismo de accién del interferdn se activa
en presencia de ARNdc de més de 30 nucledtidos de
longitud (nt). Esto induce la degradacién no especi-
fica de todos los ARNm celulares por medio de la
activacién de la 2’-5" oligoadenilato sintetasa en AR-
Nasa L. Asi mismo el interferén excita a la proteina
cinasa PKR, la cual fosforila e inactiva al factor de
iniciacién eucaridtica (elF2a) inhibiendo la traduc-
cién de los ARNm y por consiguiente la sintesis de
proteinas.'®? Fue hasta el afio 2001 cuando se logré
silenciar genes en células de mamifero sin despertar
dicha respuesta, gracias a la utilizacién de ARNdc de
21 nt.?! En la actualidad se ha demostrado que la
utilizacion de ARNdc con una longitud de 27-29 nt
incrementa en silenciamiento genético de manera
potencial.?223

Hasta el momento los estudios realizados dan a en-
tender que el ARNi mediado a través de ARNdc, es un
proceso ancestral, el cual precede la divergencia evolu-
tiva de las plantas y los gusanos. Asi mismo, se cree
gue funciona de manera natural en el silenciamiento
de virus y elementos genéticos méviles que generan
ARNdc intermediarios, los cuales son un tipo de ARN
usualmente no producidos por las células.? El objetivo
del presente trabajo es revisar el mecanismo del ARNi
en células humanas, sus componentes principales y su
ansiada participacion en el campo de la biomedicina
como herramienta terapéutica.

MECANISMO

De acuerdo a su origen y funcion en células huma-
nas, dos tipos de ARN pequerios disparan el mecanis-
mo del ARNi. Por un lado, los ARN de interferencia
pequefios (ARNip) y los ARN en horquilla pequefios
(ARNhp), los cuales son producto del procesamiento
de ARNdc largos sintetizados en laboratorio e intro-
ducidos a la célula; y por otro lado los microARN
(miARN), originados de la transcripcién de genes es-
peciales localizados dentro del genoma de la propia
célula y su procesamiento a partir de precursores.
Como se menciona anteriormente, los mecanismos
de silenciamiento mediante ARNIi fueron reconocidos
en principio, o bien como mecanismos antivirales pro-
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tegiendo a los organismos de virus de ARN?* o previ-
niendo la integracién azarosa de elementos transpo-
nibles.? Sin embargo, el papel general del silencia-
miento en la regulacién de la expresién genética sélo
se hizo aparente cuando se descubrieron los genes es-
pecificos que codificaban formas pequefias de ARNdc
en horquilla.?® Muchos de estos miARN se encuen-
tran evolutivamente conservados y su funcion princi-
pal es inhibir la traduccion de los ARNm.

Procesamiento de los ARNdc precursores a
miARN

La maduracion de los ARN pequefios es un proceso
gradual catalizado mediante endonucleasas de tipo
ARNasa Il especificas de ARNdc, llamadas Drosha 'y
Dicer, las cuales contienen dominios cataliticos y de
union a ARNdc (Figuras 1y 2). Drosha es requerida
especificamente para el procesamiento de precursores
de miARN.? Tipicamente, los miARN son derivados
de largos transcritos primarios originados a partir de
la ARN polimerasa Il (Pol I1),? que son procesados
en el nucleo?**® mediante la ribonucleasa Il Drosha
junto con la proteina con dominio de unién a ARN-
dc, DGCR8.%* Una vez que Drosha/DGCRS8 escinden
en horquilla el mMiARN primario (pri-miARN) recién
transcrito, un remanente de 2 nt OH 3’ y fosfato 5’
permanecen en la base del tallo.?*3*2 Los miARN pre-
cursores (pre-miARN) resultantes de 70 nt son en-
tonces exportados hacia el citoplasma mediante el
factor de exportacion nuclear, la Exportina-5.3%3%

Ya en el citoplasma, los pre-miARN son ahora pro-
cesados por Dicer.% E|l procesamiento de los ARNdc
mediante Dicer genera una molécula dlplex de ARN
de 21 nt aproximadamente, es decir el miARN madu-
ro, el cual posee de igual forma 2 nt sobresalien-
tes.*+42 A diferencia de otros organismos, el procesa-
miento de los ARNdc dependiente de ATP no se ha
observado en células humanas.

Ensamble en los complejos proteicos efectores
de ARNi

Posterior al procesamiento de los ARNdc a través de
Dicer, los ARNip y los miARN ya maduros se ensam-
blan en grupos de particulas ribonucleoproteicas o
RNPs. Los cuales ya funcionales, contienen Unica-
mente una sola cadena de ARNip o miARN, aquella
gue es homologa o antisentido al ARNm objetivo.

Si bien, es dificil designar funciones distintivas, el
complejo efector que monta en su estructura al AR-
Nip es cominmente referido como complejo silencia-

119



Jorge Luis Hernandez-Garcia

o' 200 X ‘
/ }“‘P ’o : Rl,;o’&.{,}&.{,}'&.@o&.@o&( / LN ARNdc Viral

Fuentes de ARNdc »—>

Citoplasma

Figura 1. Modelo general del silenciamiento genético guiado por ARNip.
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Figura 2. Modelo general de la represion traduccional guiada por miARN.

dor inducido por ARN (RISC),* mientras que el com- unen al ARN de manera directa en estos complejos,
plejo efector que mantiene a un MiARN se denomina sin embargo se requiere mayor evidencia.***" El esti-
complejo ribonucleoproteico (mMiRNP).* Cada RISC 0 mado aparente del peso molecular va de 130 a 160
miRNP contiene un miembro de la familia de las pro- kDa en el caso de RISC purificado con altas concen-
teinas Argonauta (Ago); las cuales probablemente se traciones de sal.*¢*®
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Dominios estructurales de los componentes del ARNi en células humanas

] Superfamilia de helicasa como DEAD EE  Dominio PIWI

[ Superfamilia de helicasa con dominio C-terminal ¥l  RIlla, Rilb Figura 3. Dominios

i DUF283 [E=1 Motivo de union a ARNdc estructurales de los
componentes invo-

B Dominio PAZ A% Dominio con 2 residuos de Trp conservados P

lucrados en el fe-
némeno del ARN
de interferencia.

El ensamble de RISC y presumiblemente también
el de los miRNP es dependiente de ATP,* lo cual
puede reflejar el requerimiento energético en el des-
enrollamiento de los ARNip/miARN duplex y/o algin
cambio conformacional o composicional. Como ya se
menciond, la cadena que permanece montada es la
cadena antisentido del ARNip/miARN, complementa-
ria al gen objetivo,?65152 propiamente su ARNm.

El ARNip/miARN de cadena sencilla (cs) que perma-
nece en el RISC/miRNP se encuentra extremadamente
unido a una proteina Ago. Concentraciones de sal tan
altas como KCI 2.5 M no afectan la disociacion de los
ARN pequefios con la proteina Ago durante la purifica-
cién por afinidad del RISC.*® Las proteinas Ago tienen
un peso molecular de alrededor de 100 kDa y poseen
dos dominios conservados: PAZ y PIWI (Figura 3).% En
el humano se han determinado cuatro miembros de las
Argonauta (Agol-Ago4), las cuales se han visto asocia-
das con ARNip/miARN (Cuadros 1 y I1). Sin embargo,
Unicamente los complejos proteicos como RISC contie-
nen a la Ago2 en su estructura.®*®® Finalmente, los pa-
trones y niveles de expresion diferentes de las proteinas
Ago pueden controlar el grado al cual los distintos pro-
cesos de silenciamiento operan.?®

Ademas de las proteinas centrales Ago y los ARN
cortos, han sido identificados algunos otros compo-
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nentes proteicos de los diferentes complejos de silen-
ciamiento. Se han observado interacciones bioquimi-
cas de Ago2/elFc2c con FMRP (proteina del retraso
mental fragil X).% Asi mismo, en los miARN huma-
nos, los cuales residen en un complejo definido 15S,
se ha observado la presencia de Ago4 y las ARN heli-
casas Gemin3 y Gemin4.%* No obstante, su funcién
precisa de esta variedad de proteinas en el silencia-
miento genético requiere de més estudios.

Degradacion del ARNm y represion traduccional

Los ARNipcs en RISC guian la degradacion especifica
de secuencia de los ARNm objetivo complementarios
o casi complementarios.*®* RISC corta al ARNm a la
mitad de la region complementaria, 10 nt rio arriba
del nucleétido emparejado con el extremo 5’ del AR-
Nip guia.** La reaccidn de escision guiada mediante
RISC/miRNP es un proceso que no requiere ATP.47%0
Sin embargo, se ha observado que el silenciamiento
genético resulta ser mas eficiente en su presencia.*’
Los complejos RISC/miRNP catalizan la hidrolisis
del enlace fosfodiéster del ARNm dejando terminacio-
nes fosfato 5’ e hidroxilo 3’.4857 Esta reaccion tam-
bién requiere iones Mg?*, al igual que la reaccion hi-
drolitica que ocurre cuando Dicer genera los ARNip
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Cuadro I. Factores involucrados en el silenciamiento genético
mediado por ARNip.

Dominios
Proteina y motivos Funcion Referencias
Dicer ARNasa 111, Procesamiento 40
DEAD, de ARNdc
PAZ,
MUAdc
Agol PAZ, PIWI Unién a ARNdc 55
Ago2 PAZ, PIWI Unién a RISC 60
Ago3 PAZ, PIWI Unién a ARNdc 45
Tudor SN Tudor, nucleasa ? 48
(P 100)

Cuadro Il. Factores involucrados en la represion traduccional
mediada por miARN.

Proteina Dominios y motivos Funcion Referencias
Dicer ARNasa I, Procesamiento 36
DEAD, de los
PAZ, pre-miARN
MUAdc
Drosha ARNasa 111 Procesamiento 29, 32
de los pri-miARN
DGCRS8 ww Procesamiento de 31
los pri-miARN junto
con Drosha
Agol PAZ, PIWI Unioén a ARNdc 108
Ago2 PAZ, PIWI Unioén a ARNdc 56
Ago3 PAZ, PIWI Unioén a ARNdc 54
Ago4 PAZ, PIWI Unién a ARNdc 54
Gemin3 DEAD ARN helicasa 44
Gemin4 ? ? 44
Exportina-5 ? Exportaciéon nuclear 33-35
al citoplasma de
los pre-miARN
FMRP KH Unién a ARN 56

de los ARNdc precursores.’® Sin embargo, dentro de
los candidatos para este importante proceso puede
descartarse a Dicer.*4 La Tudor-SN caracterizada
también como componente de RISC,® puede ser re-
chazada como la endonucleasa en cuestion, ya que
como miembro de la familia proteica de las nucleasas
micrococales, debe generar terminaciones fosfato 3’
en vez de fosfato 5’. Recientemente se ha propuesto
con base en la similitud del dominio PIWI con la AR-
Nasa H, que las proteinas Ago pueden actuar por si
mismas como nucleasas;5! lo cual falta de confirmar-
se, pues unicamente Ago2 es el miembro de la familia
gue presenta esta propiedad.?

En el caso de los miARN, su sitio de union al ARNm
sobresale por ser de una complementariedad insufi-
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ciente para llevarse a cabo el corte hidrolitico; aunque
se ha visto que puede realizarse bajo ciertas condicio-
nes especiales.® EI mecanismo general de accion es la
represion traduccional (Figura 2). La primera eviden-
cia fue observada en C. elegans donde se demostré que
los miARN especificos para un gen reducian la sintesis
de proteinas sin afectar los niveles del ARNmM? los
cuales poseian en su region no traducible (UTR) 3’ va-
rios sitios de unién para el miARN, y tanto el ARNm
como el miARN bloquean la elongacién o terminacion
de la traduccion, no asi su iniciacign.®z63

EL ARNI Y SU POTENCIAL EN LAS
ENFERMEDADES HUMANAS

Conocer y entender mejor el mecanismo del ARNi
puede sin lugar a dudas, iluminar el oscuro camino
gue el ser humano transita a través de las enfermeda-
des mortales; afortunadamente, los resultados por de-
mas alentadores observados hasta nuestros dias, co-
locan una luz més a favor de la humanidad.

ARNIi como tratamiento contra el virus de
inmunodeficiencia humana (VIH)

El desarrollo y uso de dos o tres medicamentos combi-
nados en el tratamiento de la infeccion causada por el
VIH ha repercutido dramaticamente en el mejoramien-
to de la calidad de vida de los individuos contagiados.
Pero, a pesar del éxito aparente de los nuevos medica-
mentos anti-retrovirales, existen los problemas emer-
gentes de las variantes virales drogorresistentes, asi
como la toxicidad en la combinacion de los medicamen-
tos administrados actualmente. Ademas existe el enor-
me interés por explorar nuevas propuestas terapéuti-
cas antivirales. EI VIH fue el primer agente infeccioso
objeto del ARNI, quiza porque su ciclo de vida y pa-
trén de expresidn genética es bastante conocido. Se
han utilizado ARNip y ARNhp —considerados estos ul-
timos como la forma sintética de los miARN- como ob-
jetivo de varios ARN codificados por el VIH en lineas
celulares hematopoyéticas primarias, que incluyen el
elemento TAR,® tat,®%8 rev,%%" gag,5® env, vif,%
nef®y la transcriptasa reversa.®®

A pesar del éxito en la inhibicién mediada por ARNi
de los diferentes ARN virales en cultivos de células,
atacar el virus de manera directa representa un reto
substancial para las aplicaciones clinicas, ya que debi-
do a su alto indice de mutacién se generan variantes
que pueden evitar ser tratadas eficientemente.” Quiza
la regulaciéon de los cofactores celulares requeridos
para la infeccién del VIH sea una alternativa atractiva
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0 una propuesta complementaria. Algunos de éstos,
tales como el NF-xB,% el receptor CD4+% y los co-re-
ceptores CXCR4 y CCR5 han sido exitosamente regu-
lados mediante ARNI, resultando en la inhibicion de la
replicacién del VIH en numerosas lineas celulares y
células primarias, incluyendo linfocitos T y macréfa-
gos derivados de células madre hematopoyéticas.®
67697275 Aunque silenciar el NF-kB no es muy apropia-
do como terapia debido al importante papel que tiene
en la célula (ej. respuesta del interferdn), el co-receptor
CCR5 se mantiene como una promesa particular. Este
co-receptor no es esencial en la respuesta inmune nor-
mal, y los individuos homocigotos con una delecién de
32 pares de bases (pb) en este gen, son resistentes a la
infeccion del VIH, mientras que los individuos que son
heterocigotos para esta delecidn muestran una progre-
sién retardada al SIDA.”%"" El uso de vectores lentivira-
les para traducir un ARNhp anti-CCR5 en linfocitos
humanos, resulta en una modesta pero significante re-
duccidn de tres a siete veces menos infeccién con res-
pecto a los controles.” Desafortunadamente estas célu-
las tratadas con ARNhp adn eran susceptibles a la
infeccion debido a que el virus T tréfico utiliza el
CXCR4; ademas, dado que el CXCR4 es esencial para
la funcién normal de las células madre hematopoyéti-
cas,” silenciar este co-receptor no es buena opcion
como terapia anti-VIH; mucho menos el receptor CDA4.

No existe duda alguna de que los componentes vira-
les deben ser incluidos en cualquier estrategia exitosa
gue utilice ARNI; asi mismo estos objetivos deben te-
ner secuencias que se encuentren altamente conserva-
das para asegurar su eficacia contra todas las cepas
virales.'” La forma de administracién de los ARNip/
ARNhp en las células infectadas por el VIH es indiscu-
tiblemente el otro gran reto. Las células objeto son
linfocitos T primarios, monolitos y macréfagos. Tam-
bién debido a que los ARNip no persisten durante lar-
gos periodos de tiempo en las células, se tendria que
administrar consecutivamente durante afios para tra-
tar eficazmente la infeccidn. Hasta ahora los vectores
lentivirales han sido utilizados como una de las estra-
tegias anti-VIH mas prometedoras.®8 Probablemente
en un lapso menor de tres afos la tecnologia del ARNi
pueda comenzar a aplicarse en ensayos clinicos huma-
nos para el tratamiento del SIDA.

ARNI en el tratamiento contra la hepatitis viral
La hepatitis viral es una de las enfermedades mas im-
portantes que afectan al ser humano, ya que miles de

millones de individuos estan infectados en todo el
mundo. Su agente etioldgico puede ser el virus de la
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hepatitis B (VHB) y el de la hepatitis C (VHC). Ac-
tualmente contra el VHB existe una efectiva vacuna,
pero ésta es sélo para prevencién de la infeccién vi-
ral; sin embargo, en el caso del VHC no existe ningu-
na vacuna. Estos dos patdégenos han sido prospectos
muy importantes para evaluar la potencial terapia
del ARNI. La primera demostracion de la eficacia del
ARNI contra un virus in vivo se realiz6 en ratones
con VHB.® En este estudio se observé una significati-
va reduccion del 99% en la replicacion viral, logrado
mediante la administraciéon de ARNhp anti-VHB en
los hepatocitos proveyendo una prueba importante
del principio de las futuras aplicaciones antivirales
del ARNI en el higado.

También se han realizado trabajos aplicando el
ARNIi como terapia contra el VHC, el cual se estima
esta infectando cerca del 3% de la poblacién mundial.*’
El VHC es la principal causa de enfermedades créni-
cas del higado y puede dar origen a cirrosis hepaticay
carcinoma hapatocelular. Su genoma es una molécula
de ARN con un solo marco abierto de lectura (ORF)
gue codifica una poliproteina, la cual es procesada
post-traduccionalmente para producir por lo menos
diez proteinas. La Unica terapia actual disponible es
una combinacién del interferdén con ribovirina, pero la
respuesta a esta terapia es frecuentemente pobre, par-
ticularmente con ciertos tipos de virus.’

Varios grupos de investigadores han probado la
eficacia de los ARNip en la inhibicién del replicén del
VHC.8% |_os ARNip dirigidos contra el sitio interno
de entrada al ribosoma (IRES) o contra los ARNm
gue codifican las proteinas viricas no estructurales
NS3 y NS5B inhibieron la funcién del replicon en cé-
lulas cultivadas;® ademas redujeron el niamero de cé-
lulas Huh-7 con replicones VHC persistentes.®

En otro estudio in vivo se utilizaron ARNip para
el tratamiento de una hepatitis fulminante inducida
mediante un anticuerpo agonistico especifico de Fas
en ratones. Los ARNip anti-Fas fueron inyectados en
los ratones tratados con anticuerpos: 82% sobrevivie-
ron durante diez dias de observacion, mientras que
todos los controles murieron a los 3 dias.® Cabe re-
saltar que los ratones que ya habian padecido de he-
patitis auto-inmune también mostraron mejoria con
el mismo tratamiento. Desgraciadamente trabajos en
células humanas no han sido concluyentes, no obs-
tante, estos resultados dejan ver que el uso de los
ARNIip para atacar las vias de la respuesta inflamato-
ria en vez del agente infeccioso, puede ser mas accesi-
ble para tratar la enfermedad.

Al igual que el tratamiento anti-VIH, la forma de
liberacién o administracion de los ARNip/ARNhp es
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el reto principal para el tratamiento exitoso del VHC.
El método utilizado en varios estudios in vivo en ra-
tones como es la inyeccion intravenosa hidrodinami-
ca, no es viable para el tratamiento de la hepatitis
humana. En el caso de conejos, el material genético
puede ser introducido directamente a los hepatocitos
a través de catéteres o inclusive por procedimientos
hidrodinamicos,® pero falta determinar si éstos pue-
den ser aplicados en ensayos clinicos en humanos.

ARNI en el tratamiento contra el cancer

Varios estudios han utilizado a los ARNip como he-
rramienta para desentrafar las vias celulares que
originan la proliferacion celular descontrolada y el
cancer, asi mismo la maquinaria del ARNi ha sido
propuesta como un candidato potencial para su tra-
tamiento.?>%2 No se tienen antecedentes sobre ensa-
yos clinicos o el uso del ARNi, Unicamente se conoce
del uso de agentes antisentido.*

El inconveniente principal, la liberacién de los
ARNIip, debe ser superado a través de mecanismos
altamente eficientes para su éxito en el tratamiento
del cancer. Se han desarrollado modificaciones al es-
gueleto de los ARNip sintéticos que les proporciona
mayor resistencia a las nucleasas séricas, asi como
una mayor vida media en los modelos animales.®*%
Sin embargo, la estabilidad incrementada de los AR-
Nip no es suficiente a menos que puedan penetrar
en las células y tejidos in vivo a concentraciones su-
ficientes para ser terapéuticamente funcionales. De-
bido a que son moléculas de doble cadena, la libera-
cion e ingesta celular es mas complicada que para
los agentes antisentido de una sola cadena, los cua-
les se unen a las proteinas séricas y son engullidas
por las células y tejidos in vivo.®® Existen pocos re-
portes de ARNi funcional que haya sido obtenido de
la liberacion sistematica de ARNip encapsulados en
liposomas, pero el uso de lipidos cationicos o idnicos
para la liberaciéon in vivo de agentes antisentido
nunca se han llevado a la fase de ensayo clinico.
Por lo tanto, es necesario comprender y desarrollar
mejores modificaciones a los ARNip asi como alter-
nativas suficientes en la liberacion sistemética de
los mismos en la célula cancerosa.

El uso de ARNI para silenciar genes que expresan
proteinas oncogénicas de fusién, como son las Bcr-
Abl oncoproteina p210 caracteristicas, la leucemia
mieloide crénica (LMC), ha dado una excelente prue-
ba del principio de la ARNi como excelente agente an-
ticancerigeno. En el caso de la LMC, las principales
opciones de tratamiento han sido la quimioterapia,
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trasplante de médula 6sea alogénica, trasplante de cé-
lulas totipotenciales de cordén umbilical y mas re-
cientemente, el uso de una molécula pequefia, el inhi-
bidor de tirosina cinasa (imatinib). A pesar del
entusiasmo inicial acerca del potencial de esta molé-
cula, un nimero creciente de pacientes han desarro-
llado cierta resistencia a €l,°-1°° haciendo necesaria la
busqueda de farmacos alternativos de tratamiento.
Las Bcr-Abl 210 han sido selectivamente reguladas
tanto por ARNip sintéticos como por ARNhp trans-
ducidos en vectores lentivirales en lineas celulares.'
103 Es importante destacar que la regulacion es Unica-
mente selectiva para la oncoproteina p210 y su
ARNM, la cual resulta en la inhibicién de la prolifera-
cion celular como una consecuencia directa de la ac-
cion del ARNi. Debido a que las enfermedades hema-
toldgicas son frecuentemente tratadas por medio del
trasplante de médula 6sea, es posible desarrollar una
técnica que incluya la participacién del ARNi. Nue-
vamente la administracién es el punto clave.

ARNI en el tratamiento contra la
hipercolesterolemia

La hipercolesterolemia es una de las causas principa-
les en infartos al miocardio, condicién que no soélo
afecta personas mayores, sino también a adultos jo-
venes, los cuales forman la mayor parte de la pobla-
cion econémicamente activa. Si bien no existen ensa-
yos clinicos aun en seres humanos, los trabajos
realizados en ratones han demostrado resultados im-
portantes, ademas de superar las expectativas de la
condicionante administracion.'°41% Se decidi6 silen-
ciar al ARNm que codifica a la apolipoproteina B,
una molécula involucrada en el metabolismo del co-
lesterol. Las concentraciones de esta proteina en
muestras de sangre humana, correlacionan con las
del colesterol y los niveles elevados de ambos com-
puestos estan asociados con un riesgo elevado de en-
fermedades coronarias.

Los ARNip que se sintetizaron para este propésito
contenian modificaciones de estabilizacién selectivas
que los hacia unirse a un grupo colesterol, ligado qui-
micamente al grupo hidroxilo terminal de la cadena
con sentido del ARN. Las inyecciones intravenosas
de los conjugados de ARNip-colesterol en los rato-
nes, se efectuaron en diversos tejidos incluyendo el
higado, yeyuno, corazén, rifiones, pulmones y tejido
graso. Muy importante fue la eficiencia de los ARNip
al reducir los niveles del ARNm que codifica para la
apolipoproteina B en mas del 50% en higado y 70%
en yeyuno.10®
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Lo extraordinario de estos resultados, tal vez sea,
debido a la sencillez, el método de administracion;
pues el sistema no requiere lipidos complejos caros u
otras macromoléculas. El uso del colesterol mismo
ayuda a la célula a ingerir a los ARNip y liberarlos
en su interior. Nuevamente se deja entrever que el
uso del ARNi en moléculas que interfieran con la via
molecular del objetivo (en este caso la apolipoproteina
B vy el colesterol) también es capaz de producir los
efectos deseados.

Finalmente, en un lapso muy corto y productivo
desde su descubrimiento en organismos modelo, el
mecanismo del ARNi ha surgido como una herra-
mienta poderosa en el estudio de la funcién genética
en mamiferos. Como un evento importante surge su
uso en organismos completos desde un enfoque tera-
péutico, donde los primeros frutos comienzan a cose-
charse. Quiza el principal reto a vencer a corto plazo
es el problema de su administracion in vivo en ensa-
yos clinicos en seres humanos; después, la comercia-
lizacion del primer medicamento basado en el ARNi.
Mas importante sera conocer si el fendmeno del ARNi
podra revolucionar el tratamiento de las enfermeda-
des humanas de la misma forma que ha revoluciona-
do la investigacién basica de la funcién genética en el
vasto mundo de la biologia.
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