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RNA interference (RNAi) and
its therapeutic potential in cancer

ABSTRACT

Small RNAs belong to a newly discovered strain of molecules.
These molecules are composed of double strand RNA com-
prised by just about 19-31 nucleotides. They have two main
characteristics that make them unique. Firstly, they are non-
coding for proteins and second they interfere post-tran-
scriptional with mRNA. This interfering action is the
distinguishing hallmark, therefore known as interfering RNA
or RNAI. There are three main subclasses of which micro-
RNA and siRNA are the most widely studied. Interference
RNAs participate in a myriad of cellular functions mainly
through modulation of genetic expression. Due to these capa-
bilities it has been used as therapeutic weapon in a number of
diseases including cancer. It is known that both miRNA and
siRNA participate in carcinogenesis, either inhibiting suppres-
sor genes, or stimulating oncogenes. It has been demonstrat-
ed that manipulating small interfering RNAs in cell lines and
animal models, the malignant and metastatic phenotype can
be reversed. Up to now a few clinical trials using RNAIi as a
therapeutic agent have demonstrated some success and feasi-
bility. It is forseeable that in the near future cancer treatment
with small RNAs will be widely applicable, once the many con-
strains for its systemic application are surpassed.
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INTRODUCCION

Hace alrededor de 10 afios se descubri6 una nueva
estirpe de 4cidos ribonucleicos con estructura y fun-

RESUMEN

Los RNAs pequefos pertenecen a una estirpe de moléculas re-
cientemente descubiertas. Estas moléculas estan compuestas
de RNA de doble cadena de 19 a 31 nucleédtidos. Tienen dos ca-
racteristicas principales que las hacen Unicas. La primera es
que no codifican para proteinas y la segunda es que su accién
de interferencia ocurre postranscripcionalmente con el RNAmM
(RNA mensajero). Dicha accidn de interferencia es el sello que
las distingue y por ello se les conoce como RNA de interferen-
cia o0 RNAIi. De manera general hay tres subclases, de las cua-
les los miRNA y los siRNA han sido las mas estudiadas. Los
RNA de interferencia participan en una miriada de funciones
celulares principalmente a través de la modulacion de la expre-
sion de los genes. Debido a estas capacidades se ha pensado en
utilizarlos como armas terapéuticas en un namero de enfer-
medades incluyendo al cancer. Se sabe que tanto los miRNA
como los siRNA participan en la carcinogénesis ya sea inhi-
biendo genes supresores o estimulando oncogenes. También
se ha demostrado que la manipulacién de los RNAI en lineas
celulares y modelos animales, pueden revertir el fenotipo ma-
ligno y metastéasico. A la fecha son pocas las pruebas clinicas
en las que se emplean a los RNAi como agentes terapéuticos,
algunas de ellas han tenido resultados exitosos y viables. Es
previsible que en un futuro cercano el tratamiento del cancer
con RNAs pequefios tenga una amplia aplicacion, una vez que
muchos de los obstaculos para su aplicacion sistematica sean
sobrepasados.

Palabras clave. RNA de interferencia. siRNA. miRNA.
Céancer.

cion peculiares. Se trata de moléculas de RNA de do-
ble cadena con apenas unos 19-31 nucleétidos. Por
su tamafio se les denominé RNAs pequefios.! Esta
nueva familia de RNAs tiene en esencia dos caracte-
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risticas; la primera es que son no codificantes para
proteinas y la segunda es interferir postranscripcio-
nalmente con el RNAmM complementario. Por ello se
les conoce genéricamente como RNA de interferencia
(RNAI).2 Los RNAI pueden clasificarse en tres cla-
ses principales con base en su origen o los compo-
nentes a los cuales se acoplan. La primera clase
corresponde a los micro-RNAs o miRNAs, cuyo
tamafio va de 19 a 25 nucleétidos; los segundos, son los
RNAs pequefios de interferencia o siRNAs, con un
tamafio que va de 19 a 21 nucle6tidos, ambos son ge-
nerados a partir de un precursor (RNA largo de
doble cadena), el cual es cortado por Dicer, que es
una enzima ribonucleasa Ill. Finalmente la tercera
clase esta formada por RNAs asociados a la proteina
Piwi (piRNAs), éstos son de mayor tamario (26 a 31
nucle6tidos) y se generan de forma independiente de
Dicer.! Tal parece que estas moléculas filogenética-
mente conservadas surgieron evolutivamente como
defensa contra la invasion de virus.

El interés acerca de su capacidad para inhibir y
modular la expresion génica se inicié a partir del
trabajo de Fire A. y Mello C. en 19986 en C. elegans,
asi como por su identificacion a partir del 2001 en
células de diferentes mamiferos.”® Esa propiedad in-
hibitoria se debe a que los RNA pequefios de doble
cadena llevan a cabo una eficiente degradacién de se-
cuencias analogas al RNAm complementario, meca-
nismo denominado RNA de interferencia (RNAI).°

Los RNAI participan en procesos como: control
de los transposones, remodelacion de la cromatina,
inhibicion de la traduccién e inhibicion y degrada-
cion del RNAm especifico de un gen.1° Es a través de
estas funciones que forman parte de los complejos
mecanismos de regulacion génica, tanto en procesos
normales, como la embriogénesis, la proliferacion ce-
lular y la apoptosis, asi como en un sin nimero de
patologias, como el cancer.'! Es por ello que el uso
de los RNAi como herramienta terapéutica se esta
investigando en varias enfermedades, pero particu-
larmente en el terreno oncoldgico donde ya se han
iniciado estudios clinicos.1?13

En este trabajo se resume el papel de los RNAi en
la patogénesis del cancer y se analiza su uso poten-
cial para el diagnostico y tratamiento oncologico.

LOS miRNAs (MICRO-RNAS)

Los miRNA (micro-RNAS) poseen un papel muy
importante en la regulacion de la expresidon génica
en animales,® plantas,'* y virus,'® ya que reprimen
postranscripcionalmente la expresion de genes que
codifican para proteinas, mediante la degradacion

directa de su RNAm o evitando su traduccion por un
apareamiento complementario imperfecto de los
mMiRNAs al RNAm blanco (este mecanismo no ha
sido claramente dilucidado).1116.17

Los genes regulados por los miRNAs, codifican
para proteinas que participan en numerosos proce-
sos bioldgicos como es el desarrollo embrionario, la
division celular, la apoptosis y en algunas enferme-
dades como el cancer.21

En un inicio Ambros, et al. determinaron la exis-
tencia de una secuencia pequefia de RNA en C. ele-
gans, complementaria al gen lin-14, implicado en el
control del desarrollo larvario,'® a este miRNA se le
llamé lin-4 (lineage-deficient-4). Posteriormente se
identificaron cientos de miRNAs en C. elegans y en
otros animales.'®22 Al 2009 se han caracterizado 174
mMiRNAs en C. elegans, 157 en Drosophila melano-
gaster y aproximadamente 721 en el humano. Ac-
tualmente el nimero de miRNAs en 58 especies es
10,883.23-26 Es evidente que su nimero ha aumenta-
do significativamente y por estudios bioinformaticos
se predice la existencia de aproximadamente 1,000
miRNAs en el humano,?® aun cuando el conocimien-
to de su funcion esté limitado a 200-300.%7

EVIDENCIAS DE LA PARTICIPACION
DE LOS miRNAs EN CANCER

El cancer se caracteriza por un aumento descon-
trolado de la proliferacién e inhibicion de la apopto-
sis celular. Varias investigaciones sugieren que los
mMiRNAs regulan el funcionamiento de oncogenes o
genes supresores de tumor, que codifican para pro-
teinas implicadas en el control del crecimiento celu-
lar y la apoptosis.?82°

La evidencia inicial de la participacion de los
miRNAs en cancer se observo en la leucemia linfoci-
tica cronica, ya que en mas de la mitad de los pa-
cientes con este tipo de cancer se deleta una pequefia
region del cromosoma 13q14, la cual codifica para
dos transcritos que corresponden a los miR-15 y
miR-16, cuya expresion se abate en un alto porcen-
taje de los pacientes con este tipo de leucemias.3°

Varios estudios muestran que los miRNAs se ex-
presan de forma anormal en diferentes tipos de can-
ceres humanos (Cuadro 1).3! Ademas, se ha
determinado que mas de 50% de los genes que trans-
criben para estos RNAs, se localizan en sitios de
inestabilidad gendmica asociados al desarrollo
de cancer (Cuadro 2).%? Sin embargo, estos datos re-
presentan solo el inicio del estudio del papel de los
miRNAs en cancer. Ademas so6lo en pocos casos ha
sido posible correlacionar los estudios experimenta-
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Cuadro 1. Expresion anormal de miRNAs en diferentes tipos de cancer.

Organo Tipo de enfermedad mMiRNAS miRNAs
Sobre-expresados Sub-expresados
Higado HCA,FNH* 224,21,224,10b,221,222, 122a, 422h, 203,
Hcext 20,18 200c,199a, 199b,
200b, 223, 122
214, 145, 150
Péancreas Colangiocarcinomas* 21, 23a, 141, 200b, 273, 23a, 155, 326, 339,
PET* 342, 26a,30d, 26b, 103, 107 326
Insulinomas* 203, 204, 211,
PACC* 23a, 342, 26a, 30d,26b, 103, 105 155, 326, 339, 326
Adenocarcinoma ductal*t 21,221, 1814, 155, 222, 181b,107 148a, 375
Esofago ESCC* 25,424,151 140, 205, 203, 202,
100, 99, 29¢
Estémago Adenocarcinomas** 21,223, 25, 17-5p, 125b, 181b, 1062, 136, 218, 212,
107, 92, 103, 221, 93, 100, 106b 96, 339
Colon Adenomas* 21
Adenocarcinomas** 21,92, 20a, 1064, 92, 223, 203
Adenocarcinoma etapa II* 145
Tejido hematopoyético CLL* 190, 33, 19a, 140, 123, 10b, 92, 188, 154, 217, 181hb, 220
101, 196, 134, 141, 132, 192, 16, 15
Ovario Carcinomas seroso, de; * 200a, 200c Let-7d, 100,
células claras, endometrio 101, 105, 125a, 125b,
126, 1334, 137, 140,
143, 147, 199a, 199b,
224,9, 9%, 99a
Mama Carcinomas* 155, 21 125b, 145, 10b
Pulmén NscLct 21,191, 155, 210 126* 224
Glandula pituitaria Adenoma* 15,16
Préstata Carcinomas’ 32,182, 31, 26a, 200c 520h, 494, 490, 1333,
1,218, 220, 128a
Tiroides Carcinomas papilares* 221,221, 146a, 181b 30d, 125h, 264, 30a-5p

Carcinomas anaplasicos

HCA: Carcinomas hepatocelular. FNH: Hiperplasia focal nodular. PET: Tumor endocrino pancredtico. PACC: Carcinoma pancredtico de células acinares.
ESCC: carcinoma epidermoide de eso6fago. CLL: Leucemia linfocitica cronica. NSCLC: Carcinoma de pulmén de células no pequefias. *miRNA andlisis com-
parativo: tejido normal vs. tejido tumoral. TmiRNA anélisis comparativo: tejido normal vs. tejido tumoral. (Tomado de Visone R, 2009).

les en humanos.3! Por lo que uno de los retos en la
actualidad seria correlacionar la expresion de los
miRNAs en las diversas neoplasias, asi como encon-
trar su papel como biomarcadores, asi como su valor
terapéutico en el cancer.

Para el estudio de estas multifuncionales molécu-
las ha sido necesario emplear diferentes estrategias;
como es la generacion de mutaciones puntuales de

los miRNAs y/o en sus genes blanco;333* la utiliza-
cion de sondas anti sentido para bloquear la funcion
de estos RNAs tanto in vitro como in vivo,3® asi
como, el desarrollo de microarreglos especificos para
conocer el perfil de expresion de los miRNAs.?” Es-
tos estudios también han permitido determinar que
los miRNAs poseen una funcidn dual, es decir, por
un lado los denominados “oncomirs” promueven el
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Cuadro 2. Localizacién cromosomica de los miRNAs y su asociacion en diferentes tipos de cancer.

miRNA Localizacion Asociacion con Cancer Funcion
del Gen
miR-15a, miR-16-1 Cromosoma Frecuentemente deletado o desregulado en Leucemia linfocitica ST
13q14 cronica de células B. Regula negativamente el gen anti-apoptético BCL-2
miR-143 Cromosoma Disminuido en Cancer colo-rectal; desregulado en cancer de mama, ST
miR-145 5032-33 prostata, de cérvix y lineas celulares de cancer linfoide;
miR-145 esta disminuido en cancer de mama
miR-21 Cromosoma Factores anti-apoptéticos; sobre-regulados 0G
17232 en glioblastomas y cancer mama.
Miembros de la Localizacion Regula negativamente a oncogenes Ras; proliferacion celular ST
familia let-7 Multiple y diferenciacion; se encuentra disminuido en cancer de pulmén
miR-142 Cromosoma Translocacion en los lugares (8;17) del oncogén MYC rio abajo de N/A
17922 la estructura de tallo y asa miR-142 resultando en una agresiva leucemia
de células B que es debida a la sobre expresion de MYC
BIC/ miR-155 Cromosoma Sobre-regulado en linfomas de Burkitt, Hodgkin y linfoma mediastinico 0G
21021 primario y difuso de células B largas. Sobre-regulado en cancer de mama
Grupos miR-17-19b Cromosoma Sobre-regulados por MYC; modula negativamente los oncogenes ST/IOG
13¢31-32 E2F; pérdida de heterocigocidad, este grupo se encuentra en carcinoma

hepatocelular. Sobre-expresado en linfomas de células B.

N/A: No aplicable. OG: Oncogene. ST: Supresor de tumor. (Tomado de Esquela-Kerscher A, 2006).

desarrollo de diversas neoplasias al regular negati-
vamente a genes supresores de tumores, pero por
otro lado, algunos miRNAs inhiben la accién de on-
cogenes, por lo que podrian ser considerados como
genes supresores de tumor.3¢

En algunos canceres ha sido posible correlacionar
la expresion de los miRNA con aspectos clinico-pato-
l6gicos. Uno de los casos es en la leucemia linfociti-
ca cronica, en la que se ha determinado que los
miRNAs: miR-15y miR-16, disminuyen su expresién
en un alto porcentaje de pacientes con esta neoplasia
y esto correlaciona con aspectos clinicos como res-
puesta al tratamiento y tiempo de sobrevida.®® Tam-
bién se ha determinado que los miRNAs regulan
negativamente al gen BCL-2, ya que la expresidn de
este gen es inversamente proporcional a la de los
miR-15a y miR-16-1, tanto en muestras de pacientes,
como en lineas celulares de leucemia.?” Estos hallaz-
gos sugieren la posible utilizacion de estos miRNAs
como una herramienta terapéutica en la leucemia
linfocitica crénica y quizéas en otros tipos de cancer,
donde se sobreexpresa la proteina Bcl-2. Otro
miRNA que ha demostrado su desregulacién en can-
cer, en estudios tanto in vitro como in vivo, es el

miRNA let-7, que esta implicado en el desarrollo del
cancer de pulmén. Los niveles de expresion de este
miRNA, estan significativamente reducidos en tejido
neoplasico de pacientes con este tipo de cancer, que
se correlaciona directamente con un corto periodo de
sobrevida, independientemente del estadio de la enfer-
medad. Asimismo, se ha observado que la sobreexpre-
sion de let-7 en una linea celular de adenocarcinoma
de pulmon, abate la proliferacién celular mediante la
inhibicion de la expresion de genes como Ras y
c-Myc.3839

También se ha demostrado que la disminucion de
la expresion del miRNA let-7 en tejido neoplasico, in-
duce un aumento en los niveles de la proteina Ras.
Estos resultados indican, por lo tanto que la via de
sefalizacion de Ras es importante en la patogénesis
del cancer de pulmén y que el empleo del miRNA let-
7, podria utilizarse como agente terapéutico en esta
neoplasia.3®

Por medio de microarreglos se han identificado
perfiles de expresion diferencial de los miRNAs, en
tejidos neopléasicos y tejido normal.*° Sin embargo,
no se ha podido identificar si estos cambios se pre-
sentan como resultado del establecimiento de la neo-
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plasia o como iniciadoras de ésta, debido a que no se
ha podido definir la funcién especifica de la mayoria
de los miRNAs.?’

EL EMPLEO DE miRNAs
COMO POSIBLES AGENTES TERAPEUTICOS

Se han realizado diversos estudios en la aplica-
cion de los miRNAs como agentes terapéuticos, tal
es el caso de la utilizacion de miRNA sintéticos que
transfectados mediante liposomas en diversas lineas
celulares, han permitido obtener informacién del
funcionamiento de diferentes genes en el estableci-
miento del cancer.*!

Uno de los mas recientes estudios con miR-26a,
demostro un efecto antiproliferativo inducido en la
linea celular HepG2 de humano. Ademas, en ratones
con cancer hepético introduciendo secuencias de este
miRNA, se demostrd que en 80% de los casos des-
aparecio el tumor, mientras que sélo en 20% de ellos
el tumor se redujo de tamafio. Es importante desta-
car que no se observaron efectos toxicos del miR-26a
en estos modelos y se comprobé su accion para blo-
quear la proliferacion.*? Por lo que es posible pensar
que el desarrollo de estrategias terapéuticas para el
tratamiento del cancer hepéatico mediante la re-ex-
presion del miR-26a puede tener aplicacion clinica.

Estos antecedentes ofrecen evidencias y sugieren
la utilizacién de los miRNAs como herramienta tera-
péutica para diversas neoplasias. Sin embargo, para
gue los miRNAs puedan emplearse con propésitos
clinicos, es necesario dilucidar claramente su fun-
cion y sus mecanismos de accién tanto in vitro como
in vivo. Esto permitira en un futuro cercano el desa-
rrollo potencial de estrategias terapéuticas.

LOS RNA PEQUENOS
DE INTERFERENCIA O siRNAs

El siRNA o “RNA de silenciamiento” es un tipo
de RNAI de doble cadena, que a diferencia de los
miRNAs, es altamente especifico para la secuencia
de nucleétidos de su RNAm blanco.*® En células nor-
males, los siRNAs actlan en procesos como son la
defensa antiviral y la organizacién y/o metilacion de
la cromatina.!!

LOS siRNAs EN LA IDENTIFICACION
DE GENES QUE PARTICIPAN
EN LA CARCINOGENESIS

Los siRNA pueden ser Gtiles para identificar un
sin nimero de genes que participan en distintas vias

celulares, lo que es de particular importancia en el
estudio de enfermedades, como el cancer.4344

Mediante el empleo de los siRNAs ha sido posible
identificar genes de susceptibilidad al cancer que
participan en diferentes etapas de la génesis del tu-
mor.*445 Por ejemplo, en la regulacion de la prolife-
racion celular los receptores del tipo PTK para
factores de crecimiento, son reguladores en la trans-
duccion de sefiales intracelulares, que cuando se en-
cuentran mutados o alterados estructuralmente, se
tornan potentes oncoproteinas que participan en la
transformacion celular. Dicha transformacion puede
ocurrir como resultado de rearreglos genémicos,
como en el caso de Bcr/Abl observado en leucemia
mieloide crénica. La introduccién de siRNA es capaz
de disminuir la expresion de la proteina quimérica e
inducir apoptosis celular y sensibilizar las células a
la quimioterapia.*®

El descontrol en la proliferacion celular puede
también resultar de la ganancia de funcién. Por
ejemplo, en cancer de pulmén de células no peque-
fias las mutaciones dentro del dominio catalitico de
la cinasa del receptor del factor de crecimiento epi-
dermoide (EGFR), puede llevarlo a una expresion
constitutiva, que se refleja en la activacion de la pro-
liferacion y sobrevivencia celular. La inactivacion de
estos mutantes in vitro mediante siRNA resulta en
una apoptosis celular masiva.*’48

También puede ocurrir la amplificacion génica, un
ejemplo es la activacion constitutiva de la via de Neu/
ErbB2 amplificado en carcinoma de ovario y mama. En
estos casos el silenciamiento por siRNA y abatimiento
de la expresién de la proteina Her-2/neu en lineas celu-
lares de ovario y mama, inhibid la proliferacion celular
y favorecio la apoptosis, efecto que se ha correlaciona-
do con el incremento en la expresion del factor antian-
giogénico trombospondina 1, asi como la disminucion
en la expresion del factor del crecimiento endotelial
vascular, que es proangiogénico.*

De las moléculas que participan en la regulacion
del ciclo celular, dos son de especial importancia en
cancer; Rb y p53. Para el caso de Rb, las alteracio-
nes en genes que participan en esta via resultan en
la pérdida de la senescencia y apoptosis celular en di-
ferentes tipos de cancer, por ejemplo en cancer cer-
vicouterino con infeccién del virus del papiloma
humano (VPH) la proteina oncogénica E7, que se
expresa constitutivamente en lineas celulares deri-
vadas de este tipo de cancer infectadas con VPH-16
ylo 18, representa un blanco de estudio en la via de
Rb. La oncoproteina E7 inactiva a Rb contribuyendo
a la transformacién celular, el silenciamiento de la
expresion de esta oncoproteina mediante siRNA se
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refleja en la induccidn de la muerte celular por apop-
tosis.50:51

La via de p53 esta compuesta de genes y productos
génicos que responden a un sinndmero de sefiales in-
trinsecas y extrinsecas con efecto en procesos de re-
paracion del DNA, segregaciéon de cromosomas y
division celular. Esta proteina en aproximadamente
50% de los canceres humanos no es funcional y diver-
sas moléculas que participan en la via de p53 han sido
estudiadas mediante la tecnologia del siRNA, deter-
minandose que varias de ellas como; Hdmx, Notch-1,
Delta-like-1 o Jagged-1 tienen potencial como blancos
terapéuticos al favorecer la apoptosis celular.52.53
Otro ejemplo de la utilizacion de los siRNA en el si-
lenciamiento de genes virales que favorecen la trans-
formacion maligna, es la inhibicion de la expresion de
E6 del VPH-16 y/o 18 en lineas celulares. Se sabe que E6
promueve la degradacion de p53 y el silenciamiento
en la expresion de E6 en estas células provoca la
muerte celular masiva por apoptosis.5455

Los esquemas de quimio y radioterapia tienen
como actividad central, inducir apoptosis en las cé-
lulas transformadas. Por otro lado, la expresion de
proteinas antiapoptdticas participan en la quimio y
radio resistencia de estas células, por lo que la res-
tauracion de la apoptosis empleando siRNAs contra
los genes que codifican para proteinas antiapoptoti-
cas podria tener implicaciones terapéuticas impor-
tantes, en esta categoria se incluye a las proteinas
FLIP, Bcl-2, Bel-xL, Mcl-1, survivinas y las XIAP.53

También se han estudiado blancos moleculares re-
lacionados con senescencia en células neoplasicas,
proponiéndose que siRNAs dirigidos contra la frac-
cion hTER de la telomerasa puede causar inhibicion
de la proliferacion celular y apoptosis independiente
de p53.5

De los blancos moleculares que participan en an-
giogénesis, invasion/metéstasis y evasion del siste-
ma inmune, que pueden ser Utiles para el desarrollo
de estrategias terapéuticas, el VEGF es promisorio,
ya que juega un papel importante en la angiogénesis
patolégica en varios canceres. Su inhibicién, tanto
en lineas celulares de cancer de préstata PC-3 como en
modelos murinos, suprime tanto la angiogénesis, asi
como el crecimiento neoplasico.5” En relacién con la
invasion y metéstasis se ha visto que la sobreexpre-
sion de RhoA en cancer gastrico favorece la trans-
formacion y motilidad celular, su inhibicién por
siRNA inhibe la proliferacion y favorece la quimio
sensibilidad a adriamicina y 5-fluoracilo.’® Otro
ejemplo es el receptor 4 de la quimiocina CXC
(CXCR4) importante en la metéstasis de cancer de
mama. El abatimiento de la expresion de CXCR4 me-

diante el empleo de siRNA en la linea celular MCF-7
y en modelos murinos, inhibi6 significativamente la
capacidad de migracion de estas células.5®% Actual-
mente se discute su posible utilidad clinica como
marcadores predictivos y terapéuticos en canceres
con metastasis.5!

Se han sugerido varios mecanismos de evasion del
sistema inmune de las neoplasias. Uno de dichos
mecanismos estd mediado por el factor de crecimien-
to transformante-f3 y se ha visto que la inhibicién de
la expresion de dicho factor mediado por siRNAs evi-
ta la evasion de la neoplasia a la accion de la res-
puesta inmune por parte de las células T.%? Otro
importante inmunosupresor es la interleucina-10
(IL-10), que también interfiere con la funcion de las
células T, el silenciamiento en la expresion de esta
citocina por siRNAs induce apoptosis.®3

Cuadro 3. Genes blancos para el desarrollo de terapias potenciales en
cancer mediante siRNAs.

Etapa de carcinogénesis Gen Modelo
Estabilidad gendmica RAD 51 Oocito
ERCC1 COS-7
ERCC2 S2 de Drosophila
ATR NBS1y FA
Iniciacion y progresion K-RAS CAPAN-1
de la neoplasia EGFR A431
C-MYC C0S-1
HBV mRNA HuH-7
E6 SiHa
E7 Hela
Rb SL2
P53 SiHa, HelLa, CaSki
INK4A MCF-7, HelLa
Mdm-2 MCF-7,HCT116
Invasion y metastasis CXCR4 MCF-7,MDA-BA 231
FOS HCT116
MMP-9 SNB19
EPhA2 PANC1
Angiogénesis RECK CL-1
Tie-2 Células endoteliales
humanas
Apoptosis Livin HelLa, MeWo, H1299
Bcl-2, XIAP MCF-7
Evasion inmune IL-6 Rat6n IL-67
PKB HEP3B

(Tomado y modificado de Tan F.L., et al. 2005, Putral L.N. 2005, Kuner
R., et al. 2007).
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La expresion de genes de resistencia a farmacos
(MDR) representa un mecanismo importante por el
cual las células neoplasicas son refractarias a la qui-
mioterapia. El empleo de siRNAs para silenciar la
expresion de varios de ellos, como ABCB1 (MDR1),
ABCB4 (MDR3) y ABCBS en lineas celulares, ha de-
mostrado que puede sensibilizar a las células a la
quimioterapia.546

Otra posibilidad para inhibir la quimio y radio re-
sistencia, consiste en silenciar los genes implicados
en procesos de reparacion del DNA, como, por ejem-
plo: el producto del gen ERCC1 y del gen ATM. En li-
neas celulares, el silenciamiento de estos genes
mediado por siRNAs suprime la reparacion del DNA
y promueve la sensibilizacién de las células transfor-
madas.57:68

En el cuadro 3 se muestran algunos de los genes
blancos para el desarrollo de terapias contra el can-
cer. En conclusién, los genes identificados mediante
el empleo de siRNAs, que participan en diferentes
eventos de la carcinogénesis, representan blancos
potenciales para el desarrollo de terapias oncologi-
cas, que podrian ser utilizadas en combinacién con
esquemas convencionales de quimio o radioterapia.

APLICACION
CLINICA DE LOS siRNA

El RNAI se ha vuelto una importante herramien-
ta genética y quizas sea la estrategia terapéutica

mas promisoria para un amplio espectro de patolo-
gias humanas, a pesar de sus limitaciones y retos a
vencer.? Numerosos estudios han documentado la
eficacia del RNAI in vitro en animales de laborato-
rio y estudios clinicos, que sugieren que el empleo
del RNAIi en humanos es seguro. Los resultados de
Fase I de los dos primeros tratamientos para la de-
generacion macular (AMD) demuestran que los
siRNA son bien tolerados y tienen propiedades far-
macocinéticas adecuadas.®® En un estudio del
2007,7° lograron una expresion estable hasta por 14
meses de siRNAs dirigidos contra el receptor de la
quimiocina (CCR5) introducidos en células hemato-
poyéticas CD34+ transplantadas. De Vicenzo, et al.
reportaron que la administracion intranasal del
siRNA ALN-RSVO0L1 dirigido contra el RNAmM que
codifica para la proteina N del virus sincicial respi-
ratorio (RSV) fue tolerado y sus efectos adversos
fueron semejantes al placebo.”* Fetz V, et al. han
reportado que en tumores de cabeza y cuello, la ac-
tividad de los siRNA in vivo dirigidos contra survi-
vinas, promueve la muerte de células malignas
resistentes a fArmacos.”? Por otro lado, Matzukura,
et al. mostraron que la inyeccion intravenosa de
siRNA o de plasmidos que expresan secuencias pro-
cesadas para siRNA, pueden inhibir la accion del
virus de la hepatitis.”® Estas evidencias muestran
gue el RNAI tiene un enorme potencial para el de-
sarrollo de terapias dirigidas contra blancos especi-
ficos (Cuadro 4).%°

Cuadro 4. Desarrollo de terapias oncoldgicas y otras enfermedades basadas en RNA de interferencia (SiRNA).

Enfermedad Etapa Tipo de RNAI Presentacion Compafiia/Institucion
Enfermedades Oculares
AMD Etapa Pre-Clinica SiRNA Inyeccion Quark Biotech
Prueba Clinica fase | SiRNA Intra-vitreal Sirna Aculity
Prueba Clinicafase Il siRNA
Infecciones virales
Hepatitis By C Etapa Pre-Clinica shRNA Ligandos de nanoparticulas Nucleonics/ Intradigm
RSV Prueba Clinica fase | shRNA Aerosol Alnylam
HIV Prueba Clinica fase | shRNA Lentivirus Benitec/City of Hope
Céancer
Cancer hepatico Etapa Pre-Clinica SiRNA Ligandos de nanoparticulas Calando
Tumores sélidos Etapa Pre-Clinica SiRNA Ligandos de nanoparticulas Intradigm
Otro Tipo de Enfermedades
ALS Etapa Pre-Clinica SiRNA N/A CytRx
Enfermedades Inflamatorias Etapa Pre-Clinica SiRNA Péptidos Nastech

ALS: Esclerosis lateral amiotropica: AMD: Degeneracion macular relacionada con la edad. RNAi: RNA de interferencia. RSV: Virus sincicial respiratorio. shR-
NA: RNA de pequefias horquillas. siRNA: RNA pequefios de interferencia. (Tomado de Kim DH. et al. 2007).

Benitez-Bribiesca L, et al. RNA de interferencia y su potencial terapéutico en cancer. Rev Invest Clin 2010; 62 (1): 81-90 87



PROBLEMAS TECNICOS
EN LA APLICACION TERAPEUTICA

Las terapias basadas en RNAi no son inmunes a
los retos técnicos y la eficacia para la introduccidn
de éstos desempefia un papel preponderante en cual-
quier aplicacion de terapia génica en mamiferos. El
desarrollo de mejores formas de introduccidon de
RNAI dara una ventaja Unica a este tipo de terapia,
ya que favorecera el silenciamiento de genes de ma-
nera sistémica célula a célula, como se ha observado
ya en animales inferiores.37:53

El uso de siRNAs permite el silenciamiento génico
(knock-down) especifico de genes sin induccion de la
respuesta de interferén inespecifica en células. La
transfeccion de siRNAs de la longitud indicada en cé-
lulas puede burlar la respuesta de interferon y tomar
como blanco RNAm especificos para su eliminacion
de manera eficiente. No obstante, este efecto es tran-
sitorio debido a que el siRNA transfectado se pierde
por la degradacion de nucleasas o bien porque se dilu-
ye como efecto de la division celular. Para solucionar
esta limitacion se han disefiado vectores plasmidicos
codificantes de RNAs horquilla (ShRNAs, short hair-
pin RNAS) con estructuras similares a las de las mo-
léculas de siRNA activas. La produccién continua de
estos transcritos permite el silenciamiento de genes
por siRNA de manera duradera.”™

Es importante destacar que varias de las tecnolo-
gias novedosas mediadas por plasmidos o vectores vi-
rales requieren del mejoramiento de reactivos que
favorezcan la eficacia y especificidad de los tejidos
para la introduccion de RNA o DNA,33653 por gjem-
plo, para este fin, se sabe que el anestésico bupivacai-
na, cuando es mezclado con DNA vy lipidos cationicos
puede eficientemente introducir plasmidos de DNA a
los tejidos del cuerpo de mamiferos.’® Desafortunada-
mente, en la mayoria de las investigaciones, la barre-
ra hemato-encefalica al parecer permanece refractaria
a la introduccion de RNAI.? En este sentido se espera
que la simple inoculaciéon de RNA duplex o de un vec-
tor que exprese RNA duplex pueda proporcionar un
efecto sistémico en el silenciamiento de genes a largo
plazo. Ademas en muchos laboratorios se desarrollan
investigaciones dirigidas a una transferencia sistémi-
ca para el silenciamiento en la transcripcién de ge-
nes. Estos protocolos consideran la introduccién de
los RNAI a células blanco, longitud de estas molécu-
las, aumento de su vida media y distribucién dentro
de los tejidos.36:53

Se han considerado otras opciones para lograr la
expresion sistémica de los RNAI, tal es el caso de
la utilizacion de blancos moleculares superficiales

gue pueden ser accesibles via inyeccion intravenosa
o0 por la aplicacion tépica de reactivos con RNAi.10
Aungque hasta la fecha, los resultados obtenidos en
estos protocolos pueden ser considerados prelimina-
res en humanos, proporcionan una fuerte justifica-
cion para el desarrollo de protocolos innovadores,
enfocados a solucionar las limitantes técnicas de los
RNAI en el tratamiento de enfermedades.

PERSPECTIVAS

El empleo del los siRNAs y los miRNAs, como
base para el desarrollo de nuevas estrategias tera-
péuticas oncoldgicas, ha despertado un gran interés
en fechas recientes debido a que prometen ser mas
especificas y tener menos efectos secundarios.

Los resultados obtenidos de numerosas investiga-
ciones demuestran la importancia del desarrollo de
nuevas modalidades terapéuticas basadas en RNAI,
gue ayuden a superar problematicas, como es la re-
sistencia de las neoplasias a los métodos tradiciona-
les. Ademas se ha propuesto que estos RNAI pueden
ser Utiles como biomarcadores auxiliares en el diag-
nostico y en la elaboracién del prondstico oncolégi-
co. Estos, también pueden ofrecer la posibilidad de
reclasificar histolégicamente a las neoplasias, lo que
representaria la oportunidad de elegir los esquemas
de tratamiento més adecuados.

La investigacién en este campo de la genémica
continda proporcionando informacién novedosa y
promisoria en relacion a su biogénesis, mecanismos
de accion, funcion y efecto bioldgico de los RNAI en
condiciones normales o patoldgicas. Sin embargo,
uno de los mayores retos a los que nos enfrentamos
es el de encontrar los medios técnicos éptimos para
introducirlos en las células blanco. La superacién de
estas dificultades técnicas permitira la aplicacion ge-
neralizada y exitosa de estos promisorios esquemas
terapéuticos. Por lo que es previsible que en un futu-
ro cercano el tratamiento del cancer con RNAs pe-
guerios tenga una amplia aplicacién clinica.
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