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RESUMEN

La interferencia por ARN, ribointerferencia o ARNi es un proceso de silenciamiento
génico post transcripcional mediado por moléculas de ARN caracteristico de células
eucariotas. Suprimir la expresiéon de genes especificos tiene gran importancia en
procesos de desarrollo y diferenciacidon celular, cancer y defensa frente a virus.
Actualmente, la interferencia por ARN se muestra como una técnica de biologia
molecular al alza debido a su gran potencial en cuanto a sus usos terapéuticos. En este
sentido, el RNAI es objeto de investigacidn clinica, con resultados esperanzadores en el

tratamiento de infecciones virales, enfermedades neurodegenerativas y cancer.

Palabras clave: ARNi, silenciamiento génico, cancer.

INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

El fendmeno de silenciamiento de genes fue descrito en 1990 por el grupo de
investigacion de Rich Jorgensen, cuando intentaron aumentar el color purpura de unas
petunias introduciendo un gen clonado que produce el pigmento (1). Los
investigadores observaron que al introducir en la planta una copia extra del gen que
codifica para la enzima chalcona sintasa, que participa en la produccién de pigmentos
de antocianina, las flores resultantes tenian colores desde purpura a blanquecino. Este
fendmeno es debido a que tanto el gen introducido como el homdlogo enddgeno eran
suprimidos, y se llamd a este proceso co-supresion génica o silenciamiento génico
post-transcripcional (2). Mas tarde, cientificos de la Universidad de Roma trabajando
con el hongo Neurospora crassa observaron que al introducir copias adicionales del
gen que codifica para su pigmento naranja, los hongos resultantes presentaban tonos

blanquecinos. A este fendmeno lo llamaron ‘quelling’ o supresién (3).

En 1995 el estudiante Sue Guo del laboratorio de Kemphues en la Universidad de
Cornell demostré que cuando introducia secuencias en forma de oligonucleétidos
antisentido y sentido juntos en el gusano C. elegans, la supresion del gen de interés era
mayor que cuando introducia los oligonucledtidos sentido o antisentido de forma
individualizada (4). A pesar de dejar documentadas sus observaciones, ninguno de los
grupos fue capaz de dar una explicacion al fendmeno de supresidon de genes que

observaron en sus experimentos.
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DESCUBRIMIENTO DEL RNAI

Aunque existian evidencias previas de que tanto el RNA antisentido como el RNA
sentido podian silenciar genes de forma especifica, no fue hasta 1998, con la
publicacién en la revista Nature del articulo de los investigadores Andrew Z. Fire y
Craig C. Mello «Potent and specific genetic interference by double-stranded RNA in
Caenorhabditis elegans», cuando se presenté el RNAi y se comenzd verdaderamente a

entender el fendmeno del silenciamiento de genes (5).

Fire-Mello demostraron el efecto fenotipico del RNA inyectando en las gdnadas del
gusano C. elegans el gen unc-22 que codifica para una proteina formadora del
miofilamento. La disminucién en los niveles de expresién de este gen producia un
aumento en la curvatura del gusano, mientras que la supresion completa del gen
resultaba en mayores defectos estructurales y pérdida de motilidad. Los cambios
fenotipicos solamente se producian cuando se inyectaba el RNA sentido y antisentido
en forma de RNA de doble cadena (dsRNA), pero no cuando cada RNA era incorporado
en forma de cadena sencilla. Ademas demostraron que la secuencia del RNA a
inactivar y la contenida en el RNA bicatenario introducido tenian que ser

complementarias para que el silenciamiento fuese especifico.

Para explicar mas certeramente el silenciamiento llevaron a cabo experimentos de
hibridacion in situ del gen mex-3 RNA en gdénadas de animales adultos. Observaron
que después de anadir RNA bicatenario complementario al abundante gen mex-3
desaparecia el mensajero, lo que les llevd inicialmente a proponer como hipdtesis un
efecto a nivel de transcripcidon o de estabilidad del gen (3). Finalmente la inyeccién de
RNA bicatenario unc-22 y gfp-LacZ en la cabeza o cola de animales transgénicos para la
proteina fluorescente GFP, demostrd también producir interferencia pronunciada en la
progenie y en todos los tejidos, indicando que el RNA bicatenario (dsRNA) fue

amplificado.

El estudio de Fire-Mello culmina con la sentencia «la interferencia genética por dsRNA
puede ser utilizado por el organismo como proceso fisiolédgico de silenciamiento

génico».
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En un estudio posterior, Fire-Mello aportaron evidencias de que el mRNA es el sitio de

accién del dsRNA por reconocimiento de las cadenas complementarias entre una

molécula lineal de RNA aportado por el dsRNA y el mRNA y que éste mRNA se degrada

cataliticamente antes de su traduccion en proteinas (6).

En poco tiempo la presencia del RNAi fue rapidamente documentada en muchos otros

organismos (7). Asi pues, se considera al RNAi como un sistema que ha revolucionado

la biologia celular. La revista Science, en su edicion de diciembre de 2002, consideré al

RNAi como la molécula revelacién del afo (8), y la revista Nature dedicé en 2004 un

numero especial al RNAI (9).El hallazgo del RNAI supuso la concesién del premio Nobel

de fisiologia o medicina a los dos investigadores estadounidenses en el afio 2006.
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no effect. But when double-stranded RNA is injected,
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3. The RNAiI mechanism
RNA interference (RNAJ) is an important biological
mechanism in the regulation of gene expression.
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OBIJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo es realizar una revision acerca del ARN de

interferencia, poniendo especial interés en las implicaciones fisiopatolégicas de este

mecanismo molecular. Con este trabajo también se pretenden abordar las aplicaciones

usadas actualmente del ARNi asi como en investigacion clinica y terapéutica.
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METODOLOGIA

Para la realizacién de este trabajo se llevd a cabo una amplia revision bibliografica de
distintos articulos cientificos sobre ARN interferente. Se empled para ello las bases de
datos bibliograficas Medline (PubMed), SciELO vy el buscador Google Académico,
restringiendo las busquedas a los afios 2006-2017 y excluyendo aquellos articulos que
no estuvieran escritos en inglés o espafiol. Se emplearon los siguientes términos de
busqueda: Interferencia RNA, RNAI aplicaciones, tipos RNAi, RNAi ensayos, RNA
interference, RNAIi review, RNAIi therapy, RNAi therapeutics, RNAi human trial, RNAi
cancer, RNAi delivery, RNAi drugs.

RESULTADOS Y DISCUSION

COMPONENTES DEL SISTEMA RNAI

1. TIPOS DE RNAI

Las moléculas de ARN interferentes (o ARNi) son moléculas pequenas (de 20 a 25
nucledtidos) que se generan por fragmentacion de precursores mas largos. Se pueden
clasificar en tres grandes grupos:

SiRNA (small interfering RNA, ARN interferente pequefio): Moléculas de ARN

bicatenario de aproximadamente 20 nucledtidos cuyas hebras presentan
complementariedad perfecta. Provienen del procesamiento llevado a cabo porun
enzima Dicer citoplasmatica que corta moléculas exdgenas ARN bicatenario largas en
varios siRNA. El mecanismo de accién del siRNA comienza cuando la hebra 'antisentido’
se ensambla en el complejo proteico RISC (RNA-induced silencing complex), que la
utiliza como guia para identificar el ARN mensajero complementario. Seguidamente,
RISC cataliza el corte del mRNA en dos mitades que son degradadas por la maquinaria
celular, bloqueando la expresién del gen (10). Los siRNA son introducidos de forma
exodgena en las células. Los ultimos hallazgos revelaron también la existencia de una via
de biosintesis de siRNA enddgenos, que se generan a partir de RNA bicatenario que se
encuentra como secuencias mas largas en forma de horquillas o hairpins (shRNA) en
pldsmidos o vectores virales. Estos shRNA no requieren procesamiento por Drosha, la

enzima nuclear (11).
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Fig. 2. Mecanismo de accion del ARNi

mediado por siRNA y shRNA (O’Keefe

Cytoplasm

E. siRNAs and shRNAs: Tools for

Nucleus

mRNAS bearing Protein Knockdown by Gene Silencing.

complementarity
to siRNA

Materials and Methods. 2013;3.)

siRNA

miRNA (micro-RNA): ARN interferentes pequefios que se generan a partir de

precursores especificos codificados en el genoma, que al transcribirse se pliegan en
horquillas (hairpins) con segmentos de complementariedad imperfecta. El
procesamiento de los precursores ocurre en dos etapas catalizadas por dos enzimas,
Drosha en el nucleo y Dicer en el citoplasma. El mecanismo de accion es similar al
siRNA, la hebra 'antisentido’ se incorpora a un complejo similar al RISC y dependiendo
del grado de complementariedad con el mRNA, o bien induce su degradacion o bien

inhibe la traduccion. A diferencia de la via de los siRNA, la degradacion de mRNA

mediada por miRNA se inicia con la
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Recientes estudios revelan un origen alternativo de los miRNA. Los mirtrones
(‘Mirtrons’ en inglés) son precursores RNA bicatenarios con estructura de ‘hairpin’
semejante al precursor de miRNA, pero que provienen de secuencias cortas de
intrones que sufren un proceso de ‘empalme y corte’ o ‘splicing’. Los mirtrones no
requieren de la accién del complejo Drosha y son exportados directamente al
citoplasma por el complejo transportador nuclear exportina-5, donde son
incorporados a la via del miRNA (14).

piRNA: _(Piwi-interacting RNAs, ARN asociados a Piwi): se generan a partir de

precursores largos monocatenarios en un proceso independiente de Drosha y Dicer.
Estos ARN pequefios se asocian con una subfamilia de las proteinas 'Argonauta’
(proteinas Piwi). La produccién de los piRNAs se inicia a partir de unas pocas regiones
maestras de control en el genoma sinténicas (co-localizacion fisica de loci en el mismo
cromosoma dentro de un individuo o especie). Este grupo de moléculas de la ruta de
los RNAI ha sido identificado recientemete, y es por tanto menos conocido, aunque su
estudio esta introduciendo nuevos puntos de vista para la comprensién de los

mecanismos de interferencia por ARN (15, 16).

2. ENZIMA DICER

Participa en el procesamiento de los ARNi en el citoplasma. Es una endorribonucleasa
especifica de dsRNA que produce cortes escalonados dejando extremos 3’-OH con
extendidos de dos a tres nucledtidos. Estos permiten la incorporaciéon al complejo
ribonucleoproteico efector, denominado RISC (RNA-induced Silencing Complex). Dicer
tiene cuatro dominios: helicasa, unién a dsRNA, motivos RNAsa Ill repetidos en tandem

y un dominio de actividad endonucleasa, con proteinas de la familia Argonauta (17).

3. RISC

Complejo ribonucleoproteico que hace posible el reconocimiento y degradacién del
mMRNA diana. Primero desenrolla y media la desnaturalizacién de los siRNA (pérdida de
la conformacidn estructural), permitiendo que la cadena antisentido dirija el complejo
hacia el mRNA de secuencia homadloga, mientras que la cadena sentido es degradada.
Este reconocimiento ocurre por apareamiento complementario de bases. La actividad

endonucleolitica del complejo se debe a que contiene (al igual que Dicer) algunas
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proteinas miembros de la familia Argonauta. Una vez cortado, el extremo 3’ del mRNA
diana es degradado por exorribonucleasas. El destino del mRNA diana no siempre es la
degradacion. Esto es cierto solo si la hibridacién de la cadena antisentido del siRNA con
el mRNA es perfecta. En cambio, si existen zonas desapareadas, el complejo queda
unido al mRNA diana y aunque no lo corte, obstaculiza el recorrido del ribosoma,
deteniendo la traduccion. En ambos casos, el efecto es que el gen es silenciado y no se

sintetiza la proteina correspondiente (18).

FUNCIONES BIOLOGICAS DEL RNAI

Al RNAi se le han ido asignando funciones bioldgicas con importante repercusién en la
regulacidon de la expresidn génica y por tanto, en el desarrollo, evolucién y progresién
de enfermedades (19). Tomaremos como ejemplo concreto el miRNA miR-122, que se
expresa especificamente en el higado, para contextualizar y hacer referencia a algunas

de estas funciones bioldgicas.

1. INFECCION VIRAL Y LA RESPUESTA INMUNE

Muchos miRNA estan regulados en lineas celulares hematopoyéticas y tienen
importantes funciones en la regulacion del desarrollo, la funcion de células del sistema
inmune, y en las interacciones huésped-patégeno (20). miR-122 se une al ARN
genomico del virus de la hepatitis C, provocando un efecto positivo en la traduccion y
replicacion viral. miR-122 es entonces necesario para que el virus se exprese de

manera eficiente, y tiene funcién pro-viral (21, 22).

2. HOMEOSTASIS DE COLESTEROL Y TRIGLICERIDOS

Ciertos miRNAs funcionan como reguladores cruciales del colesterol, triglicéridos y
homeostasis energética en el organismo. Concretamente, miR-122 juega un papel
fundamental en las funciones hepaticas. El secuestro de miR-122 produce una
regulacién a la baja de la expresion de genes implicados en el metabolismo de los
acidos grasos y la biosintesis del colesterol, incluyendo los relacionados con el enzima

limitante 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzimaA reductasa (23).
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3. CANCER

Los miRNA pueden funcionar como supresores de tumores o como oncogenes; queda
por demostrar su influencia concreta en cada tipo de cancer (23). Por otro lado, se ha
observado que los microRNA contribuyen a la progresién maligna del cancer,
especificamente mediando lainvasién tumoraly la formacién de metdstasis (24).
Siguiendo con el ejemplo, la disminucidon de miR-122 se asocia con mal prondstico y
metadstasis en cancer hepatico. Varios genes diana de miR-122 (ciclina G1, ADAM10,
IGF1R, SRF y Wnt1) han sido estudiados y se ha demostrado que participan en la
hepatocarcinogénesis, la transicion epitelio-mesenquimal y la angiogénesis. Los

resultados sugieren que miR-122 actla como supresor de tumores en el higado (23).

LA TECNOLOGIA DEL RNAI

La tecnologia del RNAIi se encuentra en expansion y ofrece aplicaciones prometedoras.
La inhibicion artificial de la expresion de genes mediante RNAi es conocido como
“silenciamiento” o “knocking down”(25). Las ventajas que ofrece se basan en su mayor
especificidad, flexibilidad y velocidad. Ademas, es aplicable a una amplia variedad de
organismos, y también permite silenciar al menos dos genes al mismo tiempo. Sin
embargo, el uso de RNAi para silenciar un gen particular requiere de ciertas

consideraciones a las que nos referiremos a continuacion (18).

1. METODO DE SILENCIAMIENTO A UTILIZAR

SIRNA. DISENO Y SINTESIS DE LA SECUENCIA DEL SIRNA

Los siRNA se pueden obtener por sintesis quimica. El primer paso es la identificacién y
seleccion del mRNA del gen de interés, para disefiar las hebras sentido y antisentido
gue formaran el siRNA. Para el disefio se utilizan programas informaticos que con
algoritmos basados en las caracteristicas comunes de los siRNA estudiados predicen
varias secuencias candidatas. Se escoge el siRNA mas eficiente teniendo en cuenta la
potencia, estabilidad y especificidad. En este sentido, los pardmetros que se pueden
optimizar son la longitud, la estructura secundaria, el esqueleto de azlcares-fosfato y

la especificidad de secuencia del siRNA.

En cuanto a la longitud, es importante destacar que al introducir RNA largos de doble

cadena en células de mamifero se induce una respuesta anti-viral mediada por la

10
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produccion de interferén (IFN), la cual produce la inhibicion no especifica de la
traduccion y culmina en la apoptosis celular. En cambio, moléculas de siARN de
aproximadamente 30 nucledtidos no desencadenan esta respuesta. Ademas, la
estructura secundaria tipo hairpin y la modificacién quimica del esqueleto de azucares
aumentan la estabilidad, y por lo tanto aumentan también la vida media del siRNA
dentro de la célula. En general, existe consenso en sugerir que la secuencia de la
cadena antisentido del siRNA deberia ser complementaria a la region ubicada entre 50
y 100 pares de bases antes del codén de inicio del mRNA diana (18). Por ultimo, se
debe probar el grado de silenciamiento para asegurar que éste cumple con las

expectativas requeridas.

SHRNA. USO DE VECTORES

Para incrementar la duracién del silenciamiento por RNAI, se desarrollaron vectores de
expresion que contienen promotores de RNA polimerasa para la trascripcion de shRNA
dentro de propia célula. Existen dos tipos de vectores utilizados:

Plasmidos: Son introducidos a las células mediante transfeccién o electroporacion. No
se utilizan in vivo en células de mamiferos.

Vectores de expresion virales: Los vectores de expresion virales son vehiculos efectivos

para la expresion estable y a largo plazo del shRNA, ya que éste se integra al genoma
de la célula diana, y es posible introducirlos practicamente a cualquier tipo de célula
mediante infeccion. Los vectores de expresidn ofrecen la posibilidad de introducir un
“marcador” que permita verificar que el shRNA haya sido introducido a la célula de
interés. Asimismo, un ‘marcador’ puede ser utilizado para purificar las células

transfectadas o infectadas.

2. IMPLICACIONES DE LA ADMINISTRACION IN VIVO

Dos estrategias principales para la administracion in vivo han sido desarrolladas: el uso

de siRNA sintetizados guimicamente y el uso de shRNA insertados en vectores virales

(shRNA vector viral). Se escoge una u otra en funcién de la duracién del efecto de
silenciamiento que se requiera y el tipo de células con el que se desea trabajar (25).
Cada una presenta sus ventajas y desventajas: Por un lado, el tratamiento con siRNAs
puede ser detenido en cualquier momento al suspender su administracién. Sin

embargo, el efecto es transitorio (tiempo de silenciamiento medio de 3 a 7 dias) y
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ademas resulta dificil disefiar un método efectivo de liberacion en la célula o tejido
diana. Por otro lado, el shRNA en un vector viral es sintetizado constantemente dentro
del organismo infectado, produciendo un silenciamiento prolongado. Cuenta con la
ventaja de poder ser liberado efectivamente en la célula o tejido diana al usar vectores
provenientes de virus con receptores especificos. Una desventaja es que el
tratamiento no puede ser detenido, ya que el shRNA vector viral permanecera dentro
del organismo a lo largo de su vida. En cuanto a la utilizacion tanto de siRNA como de
shRNA in vivo, se debe usar la menor concentracién posible que produzca el efecto
terapéutico deseado para disminuir el riesgo de saturacion de los mecanismos
enddgenos de silenciamiento. La administracion ademas debe ser segura, lo cual
incluye el uso de vehiculos de liberacién no tdxicos (25). Por ultimo, la aplicacién del
RNAi en la terapéutica requiere forzosamente que los siRNA/shRNAs administrados

puedan llegar a la célula o tejido diana para lo cual fueron disefiados.

3. SISTEMAS DE LIBERACION O ‘DELIVERY’

Los vehiculos que transportan los siRNA al blanco pretendido son conocidos como
sistemas de delivery. Precisamente, el desarrollo de métodos efectivos para la
liberacién local o sistémica de siRNA/shRNAs en organismos vivo, que protejan a los
oligonucledtidos transportados a la vez que sean eficientes y aseguren la correcta
llegada a las células diana, sin provocar toxicidad u otros efectos no deseados en el
organismo receptor (18), se considera el principal problema a resolver y uno de los

mayores retos a los que nos enfrentamos en el uso factible del RNAi en la terapéutica.

SIRNA

Los métodos de liberacién desarrollados in vivo incluyen los siguientes:

Liberacidén directa en vehiculos como solucion salina o dextrosa 5%. Relativamente

facil, requiere de bajas concentraciones de siRNA. Muy atractiva como tratamiento
local, pero no es util para tratamiento sistémico. Ha sido utilizado con éxito para
liberar siRNA en ojo y pulmon.

Liberacion sistémica no especifica mediante inyeccion intravenosa de siRNAs

modificados quimicamente (mas estables) conjugados a colesterol o encapsulados en

bicapas lipidicas conocidas acido nucleico estables, que facilitan la liberacion por

12



~
i
D
o
Iy
D
S
~
S
N
NJ
-
=
=
b g
Q
=
R
Q
-
Q
S
s
=
N
O
=
S
=
S
<~
O
~
N
)
=
~
S
%2}
N
S
S
N
~
el
N
N
Q
=
S
~
Y
“
S
~
S
bxd
Q
S
N
N
N
)
~
S
~
]
N
S
=
=
Q
N
S
=
N]
~N
)
=
=
N
Q
=
S)
~
S
~
S
S
~
S
N
=
S
~
=
N
S
N
3
V
)
~
=
~
Q
=
N
~
~
N
=
=
)
-
Y
SN

endocitosis. Usados con éxito para liberar los siRNA en higado e intestino delgado,
pero no son apropiados para otro tipo de érganos o tejidos.

Liberacion sistémica especifica dirigida a un dérgano o tejido particular. Son siRNAs

encapsulados en nanoparticulas conjugadas a ligandos o receptores especificos, siRNAs
unidos al complejo anticuerpos-protamina y siRNAs fusionados a RNA (25, 26). Nuevos
métodos desarrollados consisten en asociar los oligonucledtidos silenciadores a
péptidos con cargas positivas que atraviesen las membranas plasmaticas de células de

mamifero (cell penetrating peptides o péptidos de penetracion celular) (18).

SHRNA

Los vectores virales que se utilizan pertenecen a dos familias, retrovirales y lentivirales
(VIH-1). Los primeros soélo infectan células dividiéndose activamente por mitosis
mientras que los segundos infectan células con y sin actividad mitética. Un ejemplo de
vector lentiviral que ya ha sido usado exitosamente para la liberacién de shRNAs en
mamiferos es el shRNA-vector lentiviral contra la forma activada del oncogen Ras. Fue
usado en ratones para disminuir el crecimiento de células tumorales. Vectores
adenovirales han sido usados para liberar shRNAs al sistema nervioso central, tomando
ventaja de la atraccidon natural del adenovirus hacia las neuronas: shRNA dirigido
contra el gen huntingtin (el gen mutado causante de la enfermedad de Huntington) fue
insertado en un vector adenoviral y usado con éxito en modelos murinos. A pesar de
las ventajas que ofrece el uso de vectores virales, existe el riesgo potencial de que
algunos de ellos estimulen una respuesta inmunoldgica por si mismos. Por otro lado, la
naturaleza viral de estos vectores los hace susceptibles de sufrir mutaciones, lo cual

podria provocar potencialmente una expresion genética alterada (25).

APLICACIONES DEL RNAi. PERSPECTIVAS DE FUTURO

En teoria, el RNAi podria ser aplicado como tratamiento de cualquier enfermedad
asociadas a la expresion o sobre-expresidon de un gen conocido. El efecto esperado es
detener o disminuir el mecanismo patogénico de la enfermedad, con un buen perfil de
seguridad. Asi pues, la investigacidon ha sefialado como posibles dianas para terapia los

mRNA productos de genes involucrados en el ciclo celular, apoptosis, motilidad
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celular, transduccion de sefiales, y estrés oxidativo. A continuacion, expondremos

varios ejemplos de futuras aplicaciones del RNAi en terapéutica (25).

1. NUEVAS TERAPIAS ANTIVIRALES

Las estrategias en estudio se basan en degradar los RNA de genes virales o del
huésped, necesarios para la replicacion viral. En el primer caso las dianas elegidas para
el silenciamiento son mRNA de polimerasas virales, de reguladores transcripcionales o
de otros tipos de factores tempranos de gran importancia en el ciclo viral. En el
segundo caso, se actla sobre productos génicos implicados en codificar para
receptores de membrana especificos del virus (18).

Hepatitis B: Las terapias actuales para la infeccidn crénica por el virus de la hepatitis B
(VHB) presentan bajas tasas de curacion funcional. Una razon probable es la
incapacidad de estas terapias para reducir de forma consistente y sustancial los niveles
de produccién de antigeno viral HBsAg. Los altos niveles séricos de HBsAg resultan en
el agotamiento del sistema inmune del huésped, siendo éste incapaz de presentar la
respuesta antiviral efectiva requerida para la eliminacion completa del HBsAg. Para
reducir la progresion de la enfermedad fuera del tratamiento pueden ser Uutiles
farmacos basados en RNAi, con moléculas que se dirijan especificamente hacia los
trascritos virales, incluyendo ARN mensajeros y ARN pregendmicos, y que disminuyan
la permanencia del antigeno HBsAg en suero y asi desaparezca la necesidad de terapia
cronica. El farmaco ARC-520 es un conjugado de RNAI con colesterol cuya diana es un
péptido de la membrana de los hepatocitos. Los resultados de los ensayos clinicos de
fase 2 indican que ARC-520 fue bien tolerado y resulté en una reduccion significativa,
dependiente de la dosis, de HBsAg durante 57 dias en pacientes con VHB (27).

VIH: La interferencia por ARNi para silenciar la expresidn génica especifica se esta
aplicando tanto en factores del huésped (CCR5) como en genes virales implicados en la
replicacion del VIH-1. Multitud de estudios se estan realizando al respecto, la mayoria

en modelos animales, aunque ya hay un estudio piloto en humanos (28).

2. CANCER

Existe gran interés en utilizar la tecnologia del RNAi en el tratamiento de tumores. La

evidencia indica que muchos miRNAs estan altamente expresados en tejidos

14
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diferenciados, pero su expresidn esta reducida en tumores (29). Otro ejemplo lo
cumplen los protooncogenes, los cuales son genes normales implicados en la
regulacion del ciclo celular que al ser alterados (por sobreexpresién) se convierten en
patoldgicos. Por ejemplo, podemos mencionar los mRNA que codifican a los
inhibidores de apoptosis, la telomerasa, los receptores de factores de crecimiento y
algunas moléculas sefializadoras. Por otro lado, también se puede lograr una mejor
susceptibilidad de los tumores a farmacos, suprimiendo mediante la tecnologia de
RNAI los genes encargados de otorgar posibles resistencias, y que codifican un sistema
de bombeo que les permite expulsar los compuestos hacia el exterior (genes MDR o
multidrug resistance) (18). Algunos ejemplos, auin en estudio, son los siguientes:

Cancer cervical: muchos estudios se han realizado y se han descrito notables éxitos en

la induccién de la muerte de las células cancerosas en cultivo por la administracién de
siRNA contra los oncogenes E6 y E7 tanto del papilomavirus humano 16 (HPV16) como
de 18 (HPV18). Sin embargo, pocos protocolos estan respaldados con modelos
tumorales animales en los cuales se demuestre la erradicacion de los tumores una vez
que estan establecidos; lo cual representa una condicién necesaria de evaluacién in
vivo antes de usar la tecnologia de RNAi en estudios clinicos en humanos (30).

Cancer colorrectal: La expresion de la proteina CDKL1 estd aumentada en los tejidos

con cancer cuando se compara con tejidos normales, por lo que CDKL1 es considerado
un oncogen. En un estudio realizado en ratones se probd que la supresion de CDKL1
mediante la introduccién de CDKL1-shRNA en tejidos cancerosos inhibe la proliferacién
e invasion celular, impidiendo el ciclo celular de las células cancerosas, y estimula la
regulaciéon positiva de p15 y la proteina retinoblastoma. Gracias a este estudio, CDKL1
puede ser considerado una diana para la intervencion terapéutica mediante ARNi (31).

Proliferacidn y resistencia de las células cancerosas: La protein kinasa CK2 se encuentra

sobreexpresada en la mayoria de tumores (por ejemplo en prostata). Para es conseguir
la supresidn de CK2 se utiliza una nanocapsula que suministra una carga terapéutica
anti-CK2 RNAi especificamente a las células cancerosas. Tenfibgen (TBG) es el ligando
que dirige el RNAi hasta el receptor tenascin-C, esta elevado en las células cancerosas.
Esta estrategia es eficaz para inhibir el crecimiento y para inducir la muerte en varios
tipos de tumores de xenoinjerto, no solo en el tumor primario sino también en

tumores metastdsicos. En estos estudios, se logré una supervivencia de 6 meses en el
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huésped a dosis relativamente bajas del agente terapéutico sin ningun efecto adverso
aparente en los tejidos normales. Recientemente se ha demostrado el alto nivel de
expresion de CK2 en carcinomas de células escamosas y en cancer de mama de felinos.
La supresion de CK2 en estas células produce una induccion de la apoptosis. Con
objeto de poder trasladar a humanos estos hallazgos, se han comenzado ensayos de
fase | en gatos a los que se administran nanocapsulas de TBG-RNAi-CK2. Los resultados
de son prometedores, y proporcionan un fuerte impulso para la realizacién estudios
adicionales y para el disefio de futuros ensayos clinicos en humanos (32).
Glioblastoma: El receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) es una
importante diana antitumoral. Un estudio ha demostrado que la administracién de
CRGD-siEGFR (siARN de EGFR unido a un conjugado ciclico de arginina-glicina-
aspartico) puede silenciar la expresion de EGFR en tejido tumoral in vitro e in vivo
(modelo animal). Ademas, la administracion intravenosa sistémica de CRGD-siEGFR
demostré que la regulacion a la baja de EGFR en tumores de ratén (glioblastoma)
podia ralentizar sustancialmente el crecimiento tumoral (33).

Cancer de mama: La sobreexpresion del gen del homélogo 1 del oncogén E26 del virus

de la eritroblastosis (ETS1) esta correlacionada tanto con la progresion del tumor como
con la mala respuesta a la quimioterapia. Un estudio demostré que la expresidon génica
de ETS1 se encontraba considerablemente reducida después de que el raton portador
de tumor resistente a farmacos se tratara con los nanoconjugados HPAD / siETS1
(siRNA para las dianas ETS1 y doxorrubicina). Esto hacia que se mejorara el tiempo de
residencia del farmaco en el tejido tumoral. El estudio ofrece por tanto una nueva
estrategia de suministro terapéutico dirigido ETS1 para cdncer de mama
multirresistente a quimioterapia que podria ser estudiada préximamente en otros

modelos animales e incluso en humanos (34).

3. OTRAS APLICACIONES

Dafio_hepatico: Se han desarrollado unas nanoparticulas de delivery sensibles al pH

para la liberacién selectiva de TNF-a siRNA tanto in vivo como in vitro, llamadas PNSDS
(pH-sensitive nanoparticles-based siRNA delivery systems). Un estudio demuestra que
las PNSDS pueden administrar el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) siRNA en

macroéfagos e inducir el silenciamiento del gen diana en cultivos celulares. Ademas, las
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PNSDS asociada a restos de manosa se acumulan selectivamente en el higado de
ratones, provocando una inhibicidn especifica de la expresion de macréfagos TNF-a in
vivo, y protegiendo a los ratones del dafio hepatico de origen inflamatorio. Los
resultados obtenidos hacen pensar que las nanoparticulas PNSDS tienen un gran
potencial terapéutico para el tratamiento de la insuficiencia hepatica aguda (35).

Tuberculosis: La sobreexpresion de TGF-B (factor de crecimiento transformante B) se
relaciona con la reactivacién de la tuberculosis, pues contribuye a la supresion de la
respuesta inflamatoria de células T y macréfagos. un estudio reciente ha explorado la
posibilidad de combinar moléculas de RNAi y medicamentos anti tuberculosos en el
mismo sistema de administracion para conseguir tratamientos mas efectivos. Se trata
de administrar liposomas pegilados que encapsulan siRNA para la diana TGF-B junto
con cuatro antituberculosos (isoniazida, rifampicina, pirazinamida y estreptomicina).
Los liposomas fueron eficientemente absorbido por los macréfagos humanos en
cultivo celular. La expresién de TGF-B se inhibid con éxito, y la autofagia de los
macrofagos aumentd. Aun asi, la respuesta de las células infectadas no fue
concluyente, por lo que se espera que nuevos estudios arrojen luz sobre este nuevo

posible uso terapéutico del RNAi (36).

CONCLUSIONES

Como hemos visto a lo largo del trabajo, el ARNi tiene potencial para convertirse en
una de las terapias del futuro. Es por eso que desde su descubrimiento atrajo la
atencidn de la investigacion y la industria farmacéutica, actualmente en pleno proceso
de descubrimiento de los mecanismos o factores responsables de enfermedades,
posibles dianas para la terapéutica, y herramientas para el desarrollo de la misma. El
area clinica, que proporciona la experiencia y conocimientos para el diagndstico de
enfermedades y la capacidad para aplicar tratamientos a seres humanos, es todavia un
area poco explorada. Sin embargo, algunos siRNAs y miRNA se encuentran ya en
ensayos clinicos, que previsiblemente en pocos afios aumentaran, y el uso en humanos
de ARNi pasard a ser una realidad, lo que augura un horizonte de esperanza para

aplicar esta tecnologia como arma terapéutica contra multitud de enfermedades.
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