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RESUMEN

ABSTRACT

El silenciamiento génico via interferencia de ARN (ARNi)
mediada por pequenos ARNs de interferencia (siARNs), es
una de las técnicas experimentales més utilizadas de los lti-
mos anos. En el area de la biologia, el hecho de que las molé-
culas de ARN puedan regular la expresiéon de genes es sin
duda el hallazgo méas importante en décadas. La razén de su
éxito se debe a que es un mecanismo biolégico conservado
que se encuentra presente en las células de una gran canti-
dad de organismos, incluido el humano. En esta revisiéon se
expone el enorme potencial de este knock-down fisiol6gico en
4reas como la terapia génica o el cancer, en donde la expre-
sién de ciertos genes favorece la progresion de la enfermedad.
Ademaés, se discuten los riesgos derivados de la introduccién
y liberacién de siARNs en los organismos y la importancia
del ARNi en un marco clinico en donde es posible inhibir
blancos, susceptibles y no susceptibles a farmacos.

The gene silencing via RNA interference (RNAi), which is
controlled by small interfering RNAs (siRNAs), is one of
the more used experimental techniques of the last years.
There is no doubt that the discovery of RNA molecules
that can regulate the expression of genes is the most im-
portant advance in Biology during last decades. The rea-
son of its success is owing to the fact that it is a conserved
biological mechanism which is present in the cells of a
great amount of organisms, including the human. This re-
view shows the great potential of RNAi as physiological
knock-down in topics such as gene therapy or cancer, where
expression of certain genes favors disease progression.
Furthermore, discuss the risks derived of siRNAs intro-
duction and delivery in organisms and the importance of
RNA:i in a clinical frame where it can to inhibit targets
susceptible and non susceptible to drugs.

Palabras clave: ARN de interferencia, terapia, silencia-
miento génico, liberacién de siARNs.

INTRODUCCION

El ARN de interferencia (ARNi) es una respuesta bio-
légica conservada a ARN de doble hebra (dsARN) la
cual media la resistencia a acidos nucleicos patégenos
y regula la expresion de genes.! El mecanismo pudo
haber evolucionado para interferir con la replicacién
viral o la actividad de transposones o para responder a
otras formas inapropiadas de expresién génica.? Ac-

Key words: RNA interference, therapy, gene silencing,
siRNAs delivery.

tualmente se esta utilizando para reducir la actividad
de un gen especifico. Debido a que es un mecanismo
biolégico presente en las células de muchos organis-
mos, incluido el humano, representa una estrategia
novedosa y altamente especifica para la inhibicién fi-
siolégica de la expresion de un gen en particular.

Este fenémeno del ARNi fue observado por primera
vez en el gusano nematodo Caenorhabditis elegans
como una respuesta a dsARN; el grupo de investiga-
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cion de Fire encontré que la introduccién de dsARN
produjo una reduccién efectiva y especifica del gen
unc-22 que codifica para una proteina del miofila-
mento del nematodo, lo cual result6 en silenciamiento
génico secuencia-especifico.? En el 2001, el grupo de
Morgan demostré que, secuencias duplex de ARN de
aproximadamente 21 nucleétidos de longitud, indu-
cen inhibicién del ARN mensajero (mARN) especifico
de secuencia en células de mamifero transfectadas de
manera transitoria sin invocar respuestas antivirales
no especificas (como la del interferén) tipicamente ac-
tivadas por moléculas grandes de ARN.* Ese mismo
ano el grupo de Tuschl introdujo pequenos ARNs de
interferencia (siARNs) diplex sintéticos y mostré que
el silenciamiento génico postranscripcional, por
ARNI, especifico de secuencia puede tomar lugar en
células de mamifero.?

El ARN de interferencia es, por lo tanto, un meca-
nismo de silenciamiento génico postranscripcional
que inicia con la presencia de siARNs. La maquinaria
del ARNi opera a distintos niveles: remodelacion de
la cromatina, inhibicién de la traduccion y, el mas co-
nocido, inhibicién y degradaciéon del mARN especifico
de un gen. Cabe senalar que en el 2006 Andrew Z.
Fire y Craig Mello fueron galardonados con el Pre-
mio Nobel de Medicina por sus descubrimientos en
torno al ARNi en células de animales, aunque el me-
canismo ya se conocia en plantas.

El objetivo de esta revision es exponer el enorme
potencial de este knock-down fisiolégico en areas
como la terapia génica o el cancer, en donde la expre-
sion de ciertos genes favorece la progresion de la en-
fermedad. Ademaés de discutir los riesgos derivados de
la introduccion y liberacién de siARNs en los orga-
nismos y la importancia del ARNi en un marco clini-
co en donde es posible inhibir blancos, susceptibles y
no susceptibles a farmacos.

Mecanismo de accion

Los siARNs son necesarios para iniciar la maquina-
ria del ARNi; pueden provenir de grandes moléculas
de ARN como por ejemplo ARN viral. La generacién
de siARNSs a partir de ARN viral es realizada por una
enzima conocida como Dicer.® Esta enzima es un
miembro de la familia de ribonucleasas RNasa III, la
cual esta conservada evolutivamente. Dicer contiene
un dominio catalitico dual, dominios RNasa III, un
dominio de helicasa, un dominio de unién a dsARN y
un dominio PAZ (Piwi/Argonauta/Zwille), cuya fun-
cion es la unién con el ARN.™® Se piensa que esta
RNasa III acttia como una enzima dimérica.® El ali-
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neamiento antiparalelo de los dominios RNasa III de
Dicer sobre el sustrato de dsARN produce 4 sitios ac-
tivos compuestos, pero los dos centrales son defec-
tuosos, uno de cada proteina (Figura 1). Asi, el corte
del dsARN ocurre a intervalos de aproximadamente
22 pb y da lugar a los siARNSs.

El mecanismo del ARNi puede también inducirse
mediante la presencia de siARNs codificados directa-
mente desde el niicleo o bien siARNs generados a par-
tir de un vector de ADN que contiene un promotor
especifico de tejido y que sintetiza constitutivamente
a estos siARNs. Cualquiera que sea su origen los
siARNs presentan algunas caracteristicas en comun:
contienen de 21 a 23 nucledtidos de longitud y son
diplex con morfologia tipo pasador o tallo-asa (hair-
pin); contienen un extremo 5” fosforilado y un extre-
mo 3~ con dos nucledtidos que sobresalen de la es-
tructura tipo pasador.® Estas caracteristicas los
hacen especificos para que puedan ser reconocidos
por el complejo de silenciamiento inducido por ARN
(RISC, del inglés RNA-induced silencing complex).
RISC es una nucleasa efectora multicomponente que
reconoce al siARN duplex y, como presenta actividad
helicasa, lo que hace es deshebrar al siARN duplex,
con el ingreso de ATP, a través de la proteina catali-
tica denominada argonauta.!! De esta forma, RISC
junto con el siARN de una sola hebra, detecta al

ARN de
doble hebra l

Figura 1. Ceneracion de siARNs, mediada por Dicer, a partir
de ARN de doble hebra. Los ndmeros indican los dominios
antiparalelos de cada proteina Dicer. El asterisco indica el sitio
activo defectuoso de Dicer. Modificado de Hannon GJ, 2004."
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mARN blanco al reconocerlo por apareamiento de ba-
ses de Watson y Crick altamente especifica.

El silenciamiento génico postranscripcional (pro-
ceso completamente citoplasmatico) es el resultado
del corte endonucleolitico del mARN blanco mediante
una enzima con actividad de RNasa H conocida como
slicer (Figura 2) la cual tiene un dominio denomina-
do PIWI que interviene en el silenciamiento génico.'?
El corte ocurre sélo en la regiéon homoéloga entre el
mARN y el siARN."® Ademas, RISC tiene la capacidad
de degradar completamente al mARN (Figura 3). Por
si fuera poco, RISC posee actividad de polimerasa, de
modo que emplea los mismos siARNs como molde
para hacer multiples copias y amplificar la senal de
silenciamiento.! Este es un fen6meno muy conocido
en plantas en donde los siARNs copiados por la acti-
vidad de polimerasa de RISC cruzan la pared celular,
llegan a otras partes de la planta y regulan procesos
tales como la floracidn.

Los siARNs son altamente especificos en cuanto a
longitud: si son menores de 18 nucledtidos pasan des-
apercibidos por la célula y no inducen ningtn tipo de
respuesta; si son mayores a 26 nucledtidos, inducen
una respuesta del interferén, una respuesta natural
de la célula contra ARN viral. E1 ARN de doble hebra
activa a PKR una proteincinasa que se autofosforila
y fosforila multiples blancos, entre los principales se
encuentra elF2a¢ un componente de la maquinaria de
traduccion de proteinas. El resultado es la inhibicién
de elF2a y por lo tanto el paro de la sintesis de pro-

ADN

Transcripcion

ARN mensajero

Traduccion

ADN

teinas. Recientemente se ha reportado que es posible
suministrar siARNs sintéticos desnudos (es decir, sin
ser clonado en un vector) sin que las células blanco
presenten activacion de la respuesta contra virus me-
diada por interferén.

Ademas, se ha establecido que una complementa-
riedad exacta entre el mARN y el siARN resulta en
degradacién del mARN, mientras que una inexacta
resulta en una inhibicién de la traduccién.'®

Remodelacion de la cromatina y
siARNs

Ademas de inhibir la traduccién y degradar el mARN,
el ARNi también esta implicado en la inhibicién
transcripcional por remodelacién de la cromatina.
Durante el ARNi, la hebra sentido del siARN es de-
gradada, mientras que la hebra antisentido es usada
para reclutar proteinas que inhiben la transcripcion.
La hebra antisentido reconoce la posiciéon correcta a
lo largo de la secuencia del ADN por apareamiento de
bases complementarias, ya sea con el ADN o con el
mARN recientemente generado durante la transcrip-
cion. El proceso es mas complicado y se piensa que
incluye componentes como RISC, metilasas o desace-
tilasas de histonas y polimerasas.'s

La intervencion de siARNs en la formacién de he-
terocromatina ha sido ampliamente estudiada en la
levadura Schizosaccharomyces pombe, en la cual, los
siARNs heterocromaticos actian mediante el comple-

MECANISMO DE SINTESIS DE PROTEINAS

Sintesis de
proteinas

MECANISMO DE INHIIBICIC')N DE LA
SINTESIS DE PROTEINAS POR ARNi

Corte de la
molécula de
ARN mensajero ARN por Slicer No hay
I - I - DG o sintesis de
proteina

ARNi
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Figura 2. Silenciamiento génico
postranscripcional (con ARNi) me-
diado por siARNSs.
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jo efector RITS (iniciador del silenciamiento génico
transcripcional inducido por ARN) estructurado por
una proteina argonauta (Ago 1) homoéloga a la en-
contrada en el complejo RISC; una proteina de cro-
modominio asociada a heterocromatina o Chpl (que
también une repeticiones centroméricas requeridas
para la metilacion de la histona H3-K9) y Tas3, una
subunidad de funcién desconocida asociada a Chpl.
Los siARNs heterocromaéticos derivan de las regiones
centroméricas cromosdémicas y tienen una funcion se-
cuencia-especifica en el ADN.Y

Micro ARNs
Existe otro tipo de pequenos ARNs dentro de la célu-

la, los cuales controlgn el desarrollo larvario en Cae-
norhabditis elegans. Estos son productos de los genes
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Figura 3. Diagrama de la degradacién de mARN blanco y am-
plificacién de siARNs mediante RISC. Modificado de Déctor
MA'y Arias CF, 2004."
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lin-4 y let-7, los cuales codifican para ARNs de 22 y
21 nucleédtidos, respectivamente. Estos genes son ex-
presados en tiempos especificos y reprimen algunos
genes que codifican proteinas y que gobiernan diver-
sas etapas y eventos del desarrollo larval.l” Su expre-
sién etapa-especifica y su papel en los eventos de re-
gulacién les han acreditado su nombre: pequenos
ARNSs temporales o stARNSs, los cuales también se
presentan durante el desarrollo embrionario en hu-
manos. En este caso, los microARNs (miARNs) son
codificados en el ntcleo como pre-microARNs, de
aproximadamente 70 nucleétidos de longitud, por la
ARN polimerasa II usando como templado intrones
de genes codificantes o intrones y exones de trans-
critos no codificantes. Estos pre-pre-microARNs son
procesados por un complejo proteico que contiene
una ribonucleasa denominada Drosha y por una pro-
teina de unién al ARN conocida en humanos como
DGCRS, para formar la estructura tipo tallo-asa
(hairpin). El pre-microARN es transportado por la
exportina 5 al citoplasma, en donde son madurados
en microARNs por la ribonucleasa III Dicer elimi-
nando la estructura hairpin y permitiendo su asocia-
ci6én al complejo RISC.®

Liberacién de siARNSs en células blanco y
efectos secundarios

El uso de los siARNs como una terapia para enferme-
dades autosémicas, cancer e infecciones virales ha to-
mado gran importancia en los dltimos afos, y un
punto muy importante para que esto pueda ser lleva-
do a la clinica implica desarrollar metodologias para
su liberacién en humanos.

En la actualidad existen novedosas estrategias
para introducir un siARN en células de mamiferos.
En un principio las células se transfectaban con
siARNs desnudos y se observaba un efecto silencia-
dor sobre el gen especifico aunque, después de cierto
tiempo, la expresion del gen se estabilizaba a sus con-
diciones basales. Por lo anterior se decidi6 utilizar
siARNs basados en vectores de ADN, es decir, un
vector que generara siARNs constantemente bajo el
control de un promotor tejido especifico, casi siempre
el promotor U6 de humano. Este promotor es necesa-
rio y especifico para la generacion de siRNAs, es una
secuencia promotora para la ARN polimerasa III la
cual genera ARNs pequenos y se despega de la se-
cuencia de ADN luego de encontrar una cola de po-
liT! (Figura 4).

Asimismo, se han empleado vectores virales para
infectar células humanas. Los retrovirus mostraron

29



Yuko Nakamura-Lépez y cols.

OLIGO 1
. Promotor Secuencia Spacer
U6 21 nt 6 nt

ey — A

RISC

ARNi

una buena infeccién de una amplia gama de células
de mamifero, pero el efecto tinicamente se observa en
células a las que inicialmente infectaban. Posterior-
mente se utilizaron vectores adenovirales competen-
tes a la replicacion y virus oncoliticos que pueden lle-
gar a capas mas profundas dentro de los tumores.*®
Ademas de los vectores virales se han empleado fusio-
nes de siARNs en liposomas o en complejos con polie-
tilenimina (PEI), y las formas de introducirlos que se
han utilizado son: via intravenosa, intraperitoneal,
intratumoral, subcutanea, subretinal y electropora-
cion. En el cuadro I, se resumen los mecanismos uti-
lizados para la introduccién de siARNs in vivo. To-
dos estos métodos se estudian intensamente, ya que
el éxito de una terapia con siARNs depende de varios
factores en los cuales se incluyen la proteccion de los
siARNSs, la eficacia de la transfeccion, evitar efectos
toxicos o inespecificos, la eficacia utilizando peque-
nas cantidades de siARNs y la posibilidad de aplicar
diversos tratamientos contra distintas enfermedades.

Los retos futuros para que los siARNs puedan ser
empleados en la clinica estan enfocados en la com-
prension de la canalizaciéon y procesamiento del
siARN por los tejidos blanco, la evaluacién de la esta-
bilidad del siARN, su vida media y los llamados efec-
tos off-target y en la determinaciéon de los métodos
6ptimos de liberacion en los tejidos de interés.

En cuanto a la estabilidad del siARN, cuya vida
media es de unos cuantos minutos en plasma, se han
estado evaluando modificaciones quimicas como el
27-fluoro (2°-F) pirimidinas que, a diferencia de
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OLIGO 2
/ Figura 4. Estrategia para la gene-
racion de siRNAs clonados en un
vector de expresion. Hacia el ex-
gFC TTTTT 3 tremo 5’ se coloca un promotor

U6, después la secuencia de 21-
25 dirigida contra un mARN blan-
co (oligo 1), una secuencia espa-
ciadora, la misma secuencia se-
leccionada pero invertida (oligo 2,
que al estar invertida es comple-
mentaria al oligo 1 y genera la es-
tructura tipo tallo-asa caracterfsti-
ca de los siARNs) y, finalmente,
una cola de al menos 5 timinas.
La ARN polimerasa Il transcribe
esta secuencia y genera los siARNs
que son reconocidos por RISC
para inducir el corte y degrada-
cion del mARN blanco.

siARNs que s6lo contienen 2°-OH, exhiben una vida
media prolongada en plasma (de minutos a dias) sin
reducir su capacidad para inhibir la expresion de ge-
nes en células de mamifero.3?

En un principio, este silenciamiento genético se
crey6 que era especifico. Sin embargo, en cuanto a los
efectos off-target existen reportes que han sugerido
que los siARNs pueden tener efectos no especificos a
nivel del mARN y de la proteina.?* Por ejemplo, en un
experimento realizado en células de mamifero en el
2004, se encontraron cambios significativos en los ni-
veles de proteinas de genes que no estaban relaciona-
dos con el silenciamiento del gen blanco.® Estos des-
cubrimientos sugieren que los siARNs pueden
regular la expresion de blancos involuntarios.?* Por
otro lado, podrian alterar las funciones reguladoras
de algunos microARNSs celulares, ademas de que algu-
nas secuencias especificas del siARN pueden obstacu-
lizar la incorporacién de otros siARNs.* Lo recomen-
dable es tener precauciéon en la interpretacién de la
funcién del gen y los fenotipos resultantes del ARNi.

Es importante senalar que no esta atn bien escla-
recido cémo las células pueden hacer siARNs (micro
ARNS5) sin efectos off-target mientras que los siARNs
artificiales no pueden llegar a ser tan especificos.
Una investigacién indica que la razén podria ser la
energia libre de unién de los primeros 8 nucleétidos
en la region 5° del miARN.?"

Los siARNs pueden ser divididos en 2 grupos de
acuerdo a los genes que silencian; el primer grupo in-
volucra el silenciamiento de genes cuya expresioén cau-

Bioquimia
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san un dano al propio organismo (genes virales, o ge-
nes mutados o resultantes de translocaciones cromo-
sOmicas), en este caso los siARNs seran terapéuticos.
En contraste, el segundo grupo involucra silenciar ge-
nes endégenos para observar su funcionamiento o su
papel en el organismo.3® Cabe senalar que la estrategia
de los siARNs se basa en su asociacién directa con
RISC, sin la necesidad de ser identificados por Dicer.

Usos potenciales de los siARNs
en el tratamiento de distintas
enfermedades

Aunque el mecanismo del ARNi es un descubrimiento
relativamente reciente, se ha empleado para inhibir la
expresion de genes especificos que originan enfermeda-
des, y se estan desarrollando tecnologias cada vez mas
modernas para su implementacion in vivo. En modelos
in vitro y en animales ya se analiza el efecto de la inhi-
bicién de genes causantes de distintas enfermedades.

Recientemente se demostré que es factible utilizar
dsARN en animales vivos para prevenir infecciones
virales por virus agresivos.?® Estos hallazgos han
permitido especular sobre el posible uso de fragmen-
tos de dsARN como vacunas antivirales, lo que po-
dria representar el inicio de una nueva era de tera-
pias antivirales.

siARNSs en enfermedades metabélicas

Actualmente se utiliza el ARNi para estudiar el papel
de diferentes genes en la patogénesis de la diabetes y
la obesidad.?® Uno de los primeros intentos para usar
la tecnologia del ARNi en enfermedades metabdlicas
fue para investigar las vias de senalizacion de la in-
sulina. La senalizacién de insulina es un mecanismo
requerido para la homeostasis de glucosa. Dentro de
las principales vias metabdlicas reguladas por insuli-
na se encuentra la inhibicién de la gluconeogénesis
en higado y la estimulacién del transporte de glucosa
en musculo y tejido adiposo.*!

Otro grupo disend la estrategia de inducir silencia-
miento postranscripcional del gen para PEPCK, la
enzima que controla la gluconeogénesis utilizando
siARNSs clonados en vector, obteniendo una disminu-
cién considerable de los niveles de glucosa en sangre,
mejorando la tolerancia a glucosa, asi como la dismi-
nucién de acidos grasos y triglicéridos en ratones.*?
Estos datos validan a la PEPCK como un blanco para
la terapia génica de la diabetes.

Un enfoque diferente fue a través de la administra-
cién de siARNs dirigidos contra el ARN mensajero de
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la apolipoproteina B (Apo B) en higado, y se obtuvo
una disminucién en los niveles de dicha proteina en
plasma.*® Apo B es una proteina involucrada en el
metabolismo de colesterol. Las concentraciones en
sangre de dicha proteina estan relacionadas con las
concentraciones de colesterol y los altos niveles de
ambos se asocian con un alto riesgo de enfermedades
coronarias.*

Ademas, se observé que la inyeccién intravenosa
de siARNs contra ApoB resulté en una disminucién
de los niveles de colesterol en sangre comparado con
los resultados observados en ratones, en el cual el
gen de la apolipoproteina habia sido deletado.*s La
saga de ejemplos exitosos de siARNs terapéuticos
fue el de la administracién intravenosa de siARNs
modificados en ratones con tumores xenoinjertados.
En este modelo, un grupo muy amplio de investiga-
dores inhibi6 el mensajero de la apolipoproteina B
(Apo B) en el higado y en el yeyuno;* observando
una disminucién del nivel en plasma de Apo B y re-
duccion de los niveles de colesterol total, permitien-
do observar la estabilidad de los siARNs y su efi-
ciencia en un sistema in vivo. Estos resultados
sugieren que el ARNi tiene el potencial para conver-
tirse en una nueva terapia para el tratamiento de
enfermedades metabdlicas.

siARNSs, virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH) y hepatitis C (VHC)

Se ha demostrado que los siARNs pueden potencial-
mente interferir con la replicacion del VIH ya que, in
vitro, la transfeccién de siARNs que inhiben rev, gag,
vif, nef, tat, env o secuencias LTR virales inhibieron
efectivamente la replicacion del virus en linfocitos pri-
marios de sangre periférica y en macroéfagos.*”*® Debi-
do a que el VIH muta demasiado, las secuencias de los
siARNSs deberan estar en un céctel que cubra una am-
plia gama de secuencias, lo méas conservadas posibles
dentro del genoma viral. Lo anterior fue evaluado por
el grupo de Berkhout*® cuando expresaron tres diferen-
tes siARNSs, dirigidos contra secuencias virales, en un
solo vector y observaron una mayor disminucién en la
produccion de virus que en el control (un vector con
sélo un siARN).

Con respecto a los estudios en virus de la hepatitis
C, se han disenado siARNs que tienen como blanco
secuencias conservadas en la regién 5’ no traducida
de su ARN mensajero, la cual es crucial para el inicio
de la traduccion de la proteina, y se observé una
fuerte inhibicién en la producciéon del virus en culti-
vos celulares.?
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siARNs y cancer

Diversos estudios importantes destacan la utilizacién
de siARNs en el silenciamiento de oncogenes y su
efectividad en reducir la tumorogenicidad in vivo. El
primer oncogen en ser inhibido por ARNi fue K-Ras
en el que se observo una inhibicién del crecimiento
tumoral en ratones desnudos atimicos.’* Después de
éste, siguié una gran lista de oncogenes disminuidos
por ARNi en diversos modelos,* los cuales ya empie-
zan a ser probados in vivo con el objeto de encontrar
mejores métodos para infectar células blanco, evitar
efectos secundarios y los efectos off-target. Reciente-
mente un estudio in vitro con células SGC-7901 de
carcinoma gastrico humano empleando siARN contra
survivina (una proteina inhibidora de la apoptosis
sobreexpresada en cancer) demostré una inhibicién
en el crecimiento del tumor y la inducciéon de apopto-
sis en esas células.5®

Una organizacion del Instituto de Investigacion
Gendémica Traduccional en Maryland realiza un
analisis de células en cultivo y células primarias
para hallar blancos relacionados a la biologia y pro-
gresion de células cancerosas.’* Estos avances en-
tran en el terreno de la era postgenémica, ya que se
analizan enormes cantidades de genes que puedan
dar indicio a la mejor comprensién del cancer y de
sus blancos susceptibles a farmacos. Esta organiza-
cién utiliza una biblioteca de 10,000 siARNs contra
5,000 blancos susceptibles a farmacos y cerca de
25,000 vectores que producen siARNs. Ademas, con
estos analisis es posible evaluar el efecto de la inhi-
bicién de un gen blanco sobre otros genes relaciona-
dos y asi poder observar posibles efectos colaterales
y seleccionar aquellos que sean altamente especifi-
cos. Otros grupos especializados en el analisis o
screening de alto rendimiento (Galapagos Geno-
mics) analizan también el efecto de siARNs contra
4,900 blancos susceptibles de farmacos en un rango
de enfermedades que van desde artritis reumatoide
hasta asma o enfermedad de Alzheimer. Este grupo
utiliza virus para infectar sus células en placas de
microtitulacién, con lo que consiguen andlisis de
alto rendimiento para la validacién de blancos tera-
péuticos mediante siARNS.

Finalmente, se ha observado la presencia de miARNs
durante el desarrollo del cancer, ya que éstos pueden
actuar como oncogenes o genes supresores de tumor al
disminuir la expresién de proteinas involucradas en
proliferacién celular o apoptosis.> Ademas, se ha en-
contrado que estos miARNs funcionan en muchos as-
pectos de la carcinogénesis (adhesion, angiogénesis e
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invasion de tejidos) lo que indica la importancia del
mecanismo del ARNi en el desarrollo de los tumores.

siARNSs y desordenes genéticos

Durante mucho tiempo se ha buscado un trata-
miento para desérdenes genéticos dominantes, el
uso de la tecnologia de ARNi puede ser un buen re-
curso. Se ha reportado evidencia exitosa en mode-
los animales con mutaciones en el gen de la supe-
roxido dismutasa (SOD1), causante de la esclerosis
amiotrépica lateral (ASL), en los cuales siARNs in-
troducidos mediante vectores virales inducen una
reducciéon de la expresion de SOD1 y aumentan la
supervivencia de neuronas motoras. Lo anterior
representa una aproximacién de terapia para desor-
denes genéticos caracterizados por propiedades
toxicas.” Uno de los retos para este tratamiento es
el inhibir especificamente al alelo mutado y mante-
ner la funcién del alelo normal, para estudiar esto,
el grupo de Xu realizé experimentos con ratones
transgénicos, con los cuales comprobaron que los
ARNi silencian al gen de manera alelo-especifica, lo
cual representa un beneficio para la terapia in
vivo.5

siARNs en Huntington y otras
enfermedades neurodegenerativas

La enfermedad de Huntington es un desorden neuro-
degenerativo con heredabilidad autosémica dominan-
te que se caracteriza por la mutacién del gen huma-
no hit, que codifica para la huntingtina, la cual forma
agregados intranucleares neuronales encontrados
principalmente en neuronas corticales y estriatales
causando la muerte. Se sabe que un solo exon mu-
tante de hit es suficiente para causar la enfermedad
via un mecanismo de obtenciéon de funcién,® por lo
que se ha propuesto el uso de siARNs para disminuir
la expresion del gen h#t mutado como una estrategia
terapéutica.®®

La introduccién de siARNs en ratones transgé-
nicos HD (Huntington’s Disease) después de su
nacimiento ha dado como resultado una disminu-
cién en la producciéon de huntingtina mutada, asi
como efectos fenotipicos caracteristicos de la en-
fermedad, demostrando asi una posible terapia in
vivo.5%8

Esto abre la posibilidad de tratamientos en ésta y
otras enfermedades neurodegenerativas como el Al-
zheimer, enfermedades que estan incrementando su
numero de casos dentro de la poblacién mundial.

33



Yuko Nakamura-Lépez y cols.

Potencialidades y retos futuros de
los siARNs

A pesar de que los siARNs tienen un menor poder de
inhibicién génica comparados con los miARNSs, ingre-
sar en una via de silenciamiento comun (via ARNi)
les confiere propiedades de farmacos, ademas de que,
por ser sintéticos, pueden ser modificados quimica-
mente y ser manejados a nivel industrial, obteniéndo-
se asi un gran potencial terapéutico de estos siARNs.

Hasta este momento, algunos de los probables far-
macos disenados con siARNs se encuentran en fases
clinicas de evaluacién muy tempranas como es el
caso del silenciamiento de Apo B, proteina involucra-
da en la hipercolesterolemia. Este tratamiento ha te-
nido mucho éxito en pruebas con roedores y reciente-
mente se han publicado las pruebas en primates
no-humanos, las cuales dan cabida a la posible intro-
duccion del siARN en fases clinicas en humanos, ya
que presentan la caracteristica de silenciamiento do-
sis-dependiente, misma que es importante para la ac-
cién de un farmaco en una terapia.®® Otros probables
farmacos disenados con siARNs estan en una fase
mas avanzada de desarrollo, como el caso de ALN-
RSVO01 de Alnylam Pharmaceuticals, un siARN dise-
nado para el tratamiento del virus respiratorio sinci-
cial (RSV por sus siglas en inglés), el cual ha
demostrado tolerancia en adultos sanos en la fase cli-
nica I, siendo seguro y tolerado en adultos con infec-
cién experimental en la fase clinica I1.5

A pesar de lo anterior, muchos probables farmacos
disenados con siARNs encuentran problemas en
cuanto a las pruebas in vivo y las clinicas, por ejem-
plo, a pesar de que el farmaco ALN-RSV01 ha obteni-
do mucho éxito en las pruebas en adultos en la fase
II, la neumonitis causada por el RSV tiene una ma-
yor incidencia y potencial infeccioso en nifios meno-
res de 2 anos y adultos mayores, por lo que las prue-
bas no necesariamente reflejan que el farmaco sea
efectivo o seguro.

Otra de las limitantes del tratamiento con siARNs
es la via de administracién. Debido a que estos far-
macos estan disenados para ser efectivos a dosis na-
nomolares o picomolares, deben de ser introducidos
en un sitio cercano al tejido o células blanco.®® En el
caso de virus involucrados a enfermedades respirato-
rias se ha observado que la inhalacién es el método
mas efectivo de introduccion del siARN, pero es nece-
saria una mayor dosis de éste. Sin embargo, las en-
fermedades virales en la mayoria de los casos estan
provocadas por 2 o mas virus, y se ha visto que el ex-
ceso de un siARN modera el efecto inhibitorio del
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otro debido a la maquinaria de ARNi compartida. Por
lo anterior se ha propuesto que una administracién
baja y constante del farmaco puede resultar muy po-
tente contra las enfermedades virales.®

Debido a que existen muchas vias metabdlicas,
como la glicélisis, cuyas enzimas no son susceptibles
a ser inhibidas especificamente por farmacos disena-
dos, el ARN de interferencia puede ser de utilidad al
disminuir la expresion de enzimas que controlen el
flujo metabdlico en células tumorales, por ejemplo.

Finalmente, los retos futuros incluyen lograr una
mejor estabilidad de los siARNs, eficientizar los méto-
dos de liberacion al organismo y disminuir los efectos
off-target para poder comercializarlos como farmacos
terapéuticos.

CONCLUSIONES

E1 ARNi ha emergido rapidamente como una herra-
mienta para identificar funciones de genes y terapia
génica. La tecnologia del ARNi facilita el anélisis de
vias de senalizacion involucradas en el desarrollo de
la obesidad, resistencia a insulina y diabetes, ade-
mas, de la identificacion y validaciéon de nuevos blan-
cos para la intervencion terapéutica del SIDA o el
cancer.

Si bien el empleo de siARNs resulta alentador en
la inhibicién de infecciones virales o la disminucién
del crecimiento tumoral, atn falta resolver el proble-
ma de la via de administraciéon en humanos, efectos
secundarios, dosis, contraindicaciones, etc.

Por otro lado, el uso de ARNi como una herra-
mienta en el silenciamiento impulsara notablemente
el avance en la determinacion de la funcién de los mi-
les de genes sin funcién conocida, presentes en los
genomas de animales de interés en el laboratorio y
del mismo hombre. Existen estudios enfocados en si-
lenciar genes con funciones desconocidas en ratones
y otros organismos. Un trabajo sistematico de este
tipo permitiria conocer la funcién de la mayoria de
los genes que forman un genoma complejo (como el
del ratén) en tan s6lo unos anos.!* Conociendo la fun-
cién de los genes en el ratéon, se podria inferir la fun-
ciéon de homologos de estos genes en humanos. Ade-
maés, las nuevas tecnologias pronto permitiran
fabricar ARNi chips, arreglos de siARNs sobre los
cuales se podra evaluar el efecto de la supresién de
cada gen en el genoma humano.!! Trabajos recientes
han demostrado que es factible silenciar simultanea-
mente todos los genes de un cromosoma completo del
nematodo C. elegans, lo cual ha dado un nuevo con-
cepto: ARNi genémico.5®
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Finalmente, el ARNi, mediante el empleo de siAR-

Ns, nos brinda una posibilidad insuperable de silen-
ciar genes de forma simultanea y rapida en diferentes
modelos y enfermedades. Es posible que en los proéxi-
mos anos este tipo de terapias estén disponibles para
el ser humano.
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