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RNA de interferencia una terapia potencial en las enfermedades hepaticas
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Las enfermedades hepaticas son un problema de
gran impacto econémico y social, pues son enfer-
medades cronicas que tienen consecuencias graves,
algunas irreversibles; pudiendo llegar a limitar el
desempeno laboral. Las enfermedades del higado
constituyen una de las primeras causas de muerte en
muchos de los paises desarrollados. La etiologia del
dafio hepatico es muy variada, pudiendo ser viral
(virus de la hepatitis C o B), por consumo excesivo
de alcohol, ingesta cronica de farmacos hepatoxoticos,
enfermedades metabolicas, etc. El tratamiento para
la enfermedad hepdtica es limitado y generalmente
poco efectivo, por lo que existe una busqueda cons-
tante de nuevas terapias. Una de las nuevas propuestas

Hepatic diseases are a problem of great economic
and social impact, since they are chronic diseases
that have serious consequences, some of them irre-
versible and that can limit the labor performance.
Liver diseases constitute one of the main cause of
death in most of the developed countries. The etiology

terapéuticas es el RNA de interferencia (iRNA)
que ha demostrado un enorme potencial, en el estudio
de mecanismos celulares que se fundamentan en
la pérdida de funcién de un gen. En el caso de las
enfermedades hepaticas, el empleo del RNA de
interferencia se ha enfocado a suprimir funciones
fibrogénicas, inflamatorias o inhibir la replicacion
viral en el caso del virus de hepatitis C o B. Estas es-
trategias terapéuticas han sido exitosas en cultivos
celulares o modelos animales como validacion de la
prueba de concepto, por lo que en la proxima década
se esperan aplicaciones clinicas de los RNAs de
interferencia sobretodo en el area de enfermedades
cronico-degenerativas e infecciones virales.

of the hepatic damage is very varied, like viral (vi-
rus of the hepatitis C or B), excessive consumption
of alcohol, chronic ingestion of hepatotoxic drugs,
metabolic diseases, etc. Actual treatment for hepat-
ic disease is limited and generally not effective, for
that reason there exists a constant search of new



therapies. One of the new therapeutic offers is the
interference RNA (iRNA) that has demonstrat-
ed an enormous potential, in the study of cellular
mechanisms that are based on the loss of function
of a gene. In the case of hepatic diseases, the em-
ployment of the iRNA has focused in suppressing
fibrogenic functions, inflammation or inhibits viral
replication in case of hepatitis C or B virus. These
therapeutic strategies have demonstrated success

El higado y sus patologias

El higado es un 6rgano estructural y funcionalmen-
te heterogéneo y es considerado el segundo 6rgano
mas complejo después del cerebro (1). Una de las
enfermedades crénicas mas frecuentes del higado
es la cirrosis hepatica (CH), que se encuentra en
las 10 primeras causas de muerte en el mundo oc-
cidental. En México la CH ocupa el 4° lugar en la
mortalidad general, ademds de ser una importante
causa de morbilidad (2,3).

La CH es un proceso difuso caracterizado por fibro-
sis y conversion de la arquitectura hepatica normal
a nodulos estructuralmente anormales (4). Existen
consecuencias de la cirrosis hepatica sobre la salud
del individuo, mismas que dependen fundamen-
talmente del grado de funcionalidad que el higado
conserva a pesar de la alteracion histologica. La CH
es el resultado de un dafio acumulado habitualmen-
te durante varios afios, que se caracteriza por la
presencia de fibrosis en el tejido hepatico (4,5). La
fibrosis es ocasionada por el deposito excesivo de
proteinas de matriz extracelular en el higado, parti-
cularmente en el Espacio de Disse ubicado entre el
sinusoide y los hepatocitos. El diagnostico de CH se
basa en el andlisis histologico de una biopsia hepa-
tica que demuestre nddulos de regeneracion por el
acumulo de fibras que aislan areas de tejido hepa-
tico. Estos septos fibroticos alteran la arquitectura
del 6rgano y dificultan el intercambio de moléculas
de secrecién, depuracion y nutrientes entre los he-
patocitos y los sinusoides (6).
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in cell cultures or animal models as validation of
the proof of concept, base on this in the next decade
it is expected that interference iRNAs can be taken
to clinical applications, especially in the field of
chronic-degenerative diseases and viral infections.

siRNA, Hepatitis C Virus, fibrosis,
RNA interference, Knock out Genes

Entre las principales causas de la CH se encuentran
las hepatitis cronicas por virus tipo C (Hepatitis C
o HCV), virus tipo B (Hepatitis B o HBV) y virus
tipo A (4).

Infeccion cronica por virus de hepatitis C y subtipos
AyB

La hepatitis A es causada por un virus de RNA des-
nudo de la familia Picornaviridae, puede estar activo
en el medio ambiente durante semanas, pero es
inactivado si se calienta a mas de 85° C durante 1
minuto o por la exposicion al hipoclorito de sodio
(comtinmente conocido como “cloro”). No existe
algan animal que funcione como reservorio de la
infeccion (7). Segin la OMS esta enfermedad afecta
a 1.5 millones de personas anualmente (8).

El Virus de la Hepatitis A (HAV por sus siglas en
ingles) se replica en el higado, se excreta en la bilis
y se elimina en la heces. El grado maximo de infec-
cion se produce durante las 2 semanas antes de la
aparicion de la ictericia. La forma de transmision
mas comun es el contacto de persona a persona en
los hogares extendiéndose asi a toda la familia. Pero
también se puede transmitir por agua contaminada
con heces fecales de alguna persona infectada con
HAV.(7)

No existe un tratamiento especifico para el HAV
pero la mayoria de las personas infectadas logra re-
cuperarse sin haber presentado consecuencias en el
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higado. La muerte por insuficiencia hepatica aguda
0 casos que requieran transplante a consecuencia
del HAV se produce menos del 1% de los casos pre-
sentados por esta enfermedad.(9)

Por otra parte el virus de la hepatitis B (HBV por
sus siglas en ingles) a pesar que existen vacunas
muy efectivas para su prevencion esta enfermedad
ha prevalecido durante aproximadamente 25 afos,
cerca de 400 millones de personas estan infectadas
alrededor del mundo.(10)

El HBV es un virus de DNA hepato6tropo no citopatico
de la familia Hepadnaviridae, con una prevalencia
alta en Asia y Africa principalmente. Aproxima-
damente el 5% de los individuos desarrollan una
infeccion cronica. La mayoria de los pacientes con
infeccion cronica siguen siendo asintomaticos y no
hay dafio hepatico potencialmente mortal, el resto
(10-30%) de los pacientes desarrollan cirrosis
hepética con posible progresion a cincer de higado.(11)

Entre las enfermedades hepaticas la hepatitis C es
una de las mas importantes ya que afecta a mas de
170 millones de personas en todo el mundo (12).
El virus establece una infeccion persistente en el
higado, dando lugar progresivamente a la hepatitis
cronica, cirrosis hepatica y carcinoma hepatocelular
(13). Los seis principales genotipos del HCV di-
fieren en su secuencia nucleotidica mas del 30% y
presentan un curso clinico y una distribucion geo-
grafica variable.

Los genotipos 1a'y 1b son los mas comunes en Europa
occidental y América del Norte, y los genotipos 2
y 3 se detectan con menor prevalencia en estas re-
giones. El genotipo 4 se encuentra cominmente en
Egipto, el genotipo 5 en Sudifrica y el genotipo 6 en
el sudeste de Asia (14).

El virus usualmente se transmite por via percutinea
y la transmision perinatal es poco comun. Las in-
fecciones por HCV son particularmente comunes
en individuos infectados con virus de inmunodefi-
ciencia humana tipo 1 (HIV-1), usuarios de drogas
intravenosas, sus parejas sexuales e internos de
centros penitenciarios (15). Las infecciones agudas
por HCV suelen ser asintomdticas o asociados con
sintomas leves. Sin embargo, el virus tiene una ten-
dencia a persistir en el 60-80% de los casos (16).

El mecanismo de hepatocarcinogénesis relacionada
con el HCV no esta totalmente dilucidado y es pro-
bable que implique efectos virales directos, indirectos
y relacionados con el genotipo del virus (17).

El HCV es miembro de la familia Flaviviridae y se
clasifica dentro del género Hepacivirus. El virion
del HCV esta envuelto y contiene un genoma de
RNA de cadena sencilla sin capa de 9.6 kb. Un sitio
interno de entrada ribosomal (IRES por sus siglas
en ingles), responsable de la traduccién inicial, se
encuentra dentro de la region 5’ No Traducida (5’-
NTR) del genoma del HCV. El genoma del HCV co-
difica para un solo marco de lectura abierto (ORF
por sus siglas en ingles), flanqueado por la region
5-NTR y 3’-NTR. La poliproteina precursora es
procesada por escision proteolitica generando 10
proteinas virales: C, E1, E2, p7, NS2, NS3, NS4A,
NS4B, NS5A y NS5B. Las proteinas de la envoltura
estan codificadas por E1 y E2, el nucleo viral es
derivado de la secuencia C. Las proteinas no estruc-
turales (NS2, NS3 y NS4A) juegan un papel impor-
tante en el montaje de la proteasa viral formando un
compartimento de membrana especializado para el
replicon viral (NS4B) (Figura 1). La proteina hidro-
fébica p7 forma un canal i6nico y es critica para la
inefectividad del virion (18), (19).

Un anilogo de la proteina F ha sido recientemente
descrito, se genera por la iniciacion de la traduccion
en AUG y el marco de lectura ribosomal en el codon
11 aproximadamente. Esta proteina se expresa
durante la infeccion natural, pero su funcién adn
no se determina (20). A diferencia del HBV, el ciclo
de vida del HCV es citoplasmatico. La replicacién
del virus de la hepatitis C implica la formacion de
menos RNA y dsRNAs intermediarios dentro del
reticulo endoplasmico.

Aunque el dsRNA del HCV activa cascadas de sefiales
para la respuesta inmune innata, los efectos celu-
lares con funciones antivirales son contrarrestados
por las proteinas E2, NS3'y NS5A (21), (22). La he-
terogeneidad de secuencia y la rapida evolucion de
las cuasiespecies son caracteristicas de la infeccion
por el HCV. Esto se debe a la alta tasa de error de la
polimerasa de RNA dependiente de RNA codifi-
cada por NS5B. La variabilidad de secuencia no esta
distribuida uniformemente por todo el genoma, y
la secuencia 5-NTR parece estar particularmente
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bien conservada. Las caracteristicas estructurales

de esta region, que determinan su funcién como un
IRES, probablemente imponen la conservaciéon de
la secuencia (17). La replicacion del HCV in vivo
alcanza una viremia maxima de alrededor de 106
equivalentes de genoma por mililitro de suero en
los chimpancés. Andlisis de sensibilidad indican
que el HCV se replica activamente en s6lo unos pocos
hepatocitos o en un nivel bajo en todo el higado (23).

Modelos experimentales del virus de hepatitis C

La propagacion del HCV en cultivos celulares ha
sido dificil de lograr, y la reproduccion exitosa de la
replicacion del HCV in vitro ha sido recientemente
descrita. Los sistemas de replicon subgenomico se
han utilizado con éxito para estudiar aspectos de la
replicacion del HCV y evaluar la eficacia terapéu-
tica de los agentes antivirales. Estos replicones no
poseen las secuencias estructurales que se requieren
para producir viriones infecciosos, y tienen mu-
taciones que permiten la propagacion en cultivos
celulares (19). Actualmente los modelos in vivo
disponibles de la infeccion por HCV son limitados
e incluyen el chimpancé y los quiméricos ratones
inmunodeficientes que se injertan con hepatocitos
humanos. (17)

Terapias actuales contra el virus de hepatitis C

Hasta el momento no existen vacunas para el virus
de hepatitis C (24). La dificultad de erradicar esta
enfermedad se atribuye a las limitadas opciones de
tratamiento existentes y la insatisfactoria eficacia
de los mismos (25). La terapia actual para la in-
feccion cronica por el HCV implica una extendida
dosificacion con interferon pegilado (PEG-IFN) y
ribavirina (RBV), combinacién que es considerada
el tratamiento mas eficaz (26), (24). Este régimen
ofrece una respuesta virologica sostenida en alrede-
dor del 50% de los pacientes infectados por el geno-
tipo 1 del HCV, que es el genotipo prevalente en los
Estados Unidos, Europa y Japon. En contraste los
pacientes infectados con genotipos 2 o 3 tienen un
80% de respuesta viroldgica sostenida. La terapia
con PEG-IFN mas RBV se ha asociado con efectos
secundarios graves como neutropenia, trombocito-
penia y anemia (27). Las inexorables consecuen-
cias de la infeccién cronica con el HCV, asi como
las limitaciones del tratamiento actual han creado

una demanda de nuevos tratamientos a desarrollar.
(28) Recientemente, una pequefa molécula (BIL-
ND 2061) inhibidor de la proteasa NS3 ha mos-
trado ser mas eficiente que la terapia de interferon
combinado con ribavirin en ensayos clinicos res-
tringidos. (29)

Una de las propuestas mas novedosas para inhibir
la replicacion del HCV es el uso del silenciamiento
de genes empleando RNA de interferencia (RNAi).
El descubrimiento de estas moléculas de RNA que
regulan la expresion de genes ha sido uno de los
mas grandes avances en la biologia en las ultimas
décadas (30,31).

RNA de interferencia

El silenciamiento de genes por RNA de interferen-
cia es un mecanismo muy bien conservado en la na-
turaleza, altamente eficiente y especifico, en el que
moléculas de RNA de doble cadena (dsRNA) regu-
lan la expresion de genes (32,30). Este mecanismo
se describi6 in vitro utilizando extractos de 1a mos-
ca de la fruta Drsophila melanogaster. Los estudios
revelaron que moléculas largas de dsRNA eran cor-
tadas en fragmentos pequenos con una estructura
especifica de dos cadenas de 21 a 25 nucleo6tidos,
donde 19 nucledtidos son complementarios y dos
nucleotidos en los extremos se encuentran sin apa-
rearse. Estas moléculas son a lo que se llama RNA
interferentes pequefios (siRNA; por sus siglas en in-
gles small interfering RNA) y se demostrd que son
las mediadoras en el proceso de interferencia de la
expresion génica.

El uso de RNAi provoca una fuerte respuesta ci-
totoxica en células de mamiferos, lo que lleva a la
degradacion no especifica del RNA transcrito y un
paro general de la traduccién de proteinas de la
célula huésped. Este problema se ha resuelto utili-
zando un siRNA sintético (menos de 30 pb) que es
suficientemente largo para mediar la supresion de
genes especificos, pero es lo suficientemente corto
como para evadir los efectos adversos del dsRNAs.
(34). Los siRNAs se han encontrado de manera en-
doégena en una variedad de organismos. Para su uso
experimental son producidos de manera sintética y
dirigidos a un mRNA especifico de células de ma-
miferos. Naturalmente son producidos a partir de
precursores de RNA de doble cadena que pueden
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variar de tamafo y origen. Estos precursores son
procesados a siRNA por un tipo de RNAsa tipo III,
conocida como DICER. En general, el siRNA de do-
ble cadena de menos de 30 pares de bases no induce
la respuesta inmune antiviral por interferon (IFN).
Los siRNAs resultantes del procesamiento por
DICER se incorporan a un complejo de proteinas
denominado RISC (por sus siglas en ingles, RNA
Induced Silencing Complex). En este complejo se
separa la doble cadena, y solo una de las cadenas
seguird acoplada al complejo, l1a cual se denomina
cadena guia. Esta cadena guia es complementaria al
mRNA blanco con el que interaccionara formando
la union siRNA-mRNA que resulta en un corte del
mRNA y su posterior degradacion. Los siRNA exo-
genos también pueden dirigir silenciamiento de la
transcripcion de genes por la induccion de forma-
cion de heterocromatina, guiada por la metilacion
de histonas y/o deacetilacion, y por la metilacion
del DNA. (31)(36)

Otra manera de generar experimentalmente RNA
de interferencia endogenos es empleando vectores
virales que produzcan shRNAs (por sus siglas en in-
gles, Short Hairpin RNA). El transcrito para el shR-
NA es sintetizado en los ntcleos de las células, pro-
cesado y transportado al citoplasma, y finalmente
procesado por el complejo RISC para desarrollar su
actividad degradadora del mRNAs del gen de inte-
rés. (36)

Inhibicion del HCV empleando iRNA

Gracias a su potencia y especificidad, el RNAi ra-
pidamente se ha convertido en una herramienta
poderosa de la investigacion basica para analizar
funciones de genes y su potencial en aplicaciones
terapéuticas. Recientemente, se ha reportado la
inhibicion exitosa de varios patdégenos humanos
empleando RNAi, incluyendo el virus de inmuno-
deficiencia humana, poliovirus, virus de la influen-
za, virus del sindrome respiratorio agudo severo
(SARS), y virus de hepatitis B (HBV). (37)

Como el HCV es un virus de RNA que se replica
en el citoplasma de los hepatocitos, es un candi-
dato ideal para el tratamiento basado en el RNAI.
Sin embargo, el alto grado de heterogeneidad de las
secuencias virales ha sido un obstaculo especial-
mente importante para el desarrollo de antivirales

efectivos mediante metodologia de RNAi. Una de
las regiones mas conservadas del genoma viral es la
region 5’-NTR del HCV. (9)

En una de las primeras investigaciones empleando
RNAI contra el HCV Yokota y colaboradores (35)
disefaron cinco siRNAs contra la region 5-NTR.
Los cuales fueron los siguientes:

1) siRNA 12:
5-GCCCCCGAUUGGGGGCGACTT-3' (sentido),
3“TTCGGGGGCUAACCCCCGCUA-5’ (antisentido).

2) siRNA 82:
5'-GCGUCUAGCCAUGGCGUUATT-3' (sentido),
3'-TTCGCAGAUCGGUACCGCAAU-5' (antisentido).

3) siRNA 189:
5-GGACGACCGGGUCCUUUCUTT-3' (sentido),
3“TTCCUGCUGGCCCAGGAAAGA-5" (antisentido).

4) siRNA 286:
5'-GGCCUUGUGGUACUGCCUGTT-3' (sentido),
3-TTCCGGAACACCAUGACGGAC-5' (antisentido).

5) siRNA 331:
5-GGUCUCGUAGACCGUGCACTT-3' (sentido),
3“TTCCAGAGCAUCUGGCACGUG-5' (antisentido).

Se observo que el siRNA 331 fue el mas efectivo
con una inhibiciéon del ~80% del replicon del virus,
mientras que el siRNA 12 fue el menos efectivo
pues incremento la actividad del replicon.

En 2003 Seo y colaboradores (38) disefiaron cua-
tro siRNAs duplex de 21pb que dirigieron contra
diferentes regiones del 5’UTR del genoma del virus
de la hepatitis C.

1) siRNA 5U5:
5-GUACUGCCUGAUAGGGUGCUU-3’ (sentido),
3-UUCAUGACGGACUAUCCCACG-5’ (antisentido).

2) siRNA GL2:
5'-CGUACGCGGAAUACUUCGAUU-3' (sentido),
3“UUGCAUGCGCCUUAUGAAGCU-5" (antisentido).

3) siRNA GL3:
5-CUUACGCUGAGUACUUCGAUU-3’ (sentido),
3“UUGAAUGCGACUCAUGAAGCU-5 (antisentido).
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4) siRNA SIN:
5'-AUCUCUACGGUGGUCCUAAUU-3' (sentido),
3“UUUAGAGAUGCCACCAGGAUU-5' (antisentido).

Transfectarén estos siRNA’s en células 5-2, una
linea derivada de células Huh-7 que alberga RNA
subgendémico auténomo-replicante de HCV acoplado
al gen de la luciferasa que refleja indirectamente
los niveles de replicacion del virus. Los niveles de
replicacion se redujeron hasta un 85% de forma
dosis-dependiente empleando el siRNA 5U5 en
comparacion con los controles. También se analizo
la posible toxicidad celular implicada con la trans-
feccion de estos siRNA’s, pero los niveles de ATP
en las células no mostraron cambios en las células
transfectadas. El efecto de 5US5 en la replicacion del
RNA del HCV se corroboro mediante PCR cuantita-
tivo mostrando una reduccion similar a la observada
con la medicion por luciferasa.

Los resultados de Seo y sus colaboradores muestran
que un siRNA de 21 pares de bases es capaz de in-
hibir el RNA del HCV en células de higado humano,
lo que implica que la célula tiene los componentes
funcionales necesarios para ello. Sin embargo, no
se descarta la posibilidad de que el HCV interfiere
con la capacidad de DICER para generar un siRNA
endogeno o procesar shRNA exogeno. Por la per-
sistencia de la infeccion el HCV puede haber desa-
rrollado mecanismos para evadir 1a via del siRNA.
Sin embargo, la introduccion de un siRNA duaplex
preformado no requiere procesamiento por DICER
lo que ayudaria al éxito del siRNA.

En el 2007 Sakamoto y colaboradores (39) inves-
tigaron los efectos de secuencias de RNA interfe-
rente in vivo. Utilizando vectores recombinantes de
retrovirus y adenovirus que expresaron un shRNA
dirigido a la region 5’UTR tanto en células Huh7
y Retro Pack PT67 que expresaban el replicon del
HCV genotipo 1b como en ratones transgénicos
CN2-29, los cuales son inducidos a expresar mRNA
para las proteinas estructurales del HCV (genotipo
1b) por el sistema Cre/loxP, modelo experimental
de infeccion por HCV (40).

Los shRNAs construidos fueron los siguientes:
1) shRNA-HCV-19:
5-GGTCTCGTAGACCGTGCAC-3’ (sentido),
TTCAAGAGA (loop),

5’-GTGCACGGTCTACGAGACCTTTTT-3
(antisentido).

2) shRNA-HCV-21:

5’- GGTCTCGTAGACCGTGCACCA-3’ (sentido),
TTCAAGAGA (loop),
5’-TGGTGCACGGTCTACGAGACCTTTTT-3’
(antisentido).

3) shRNA-HCV-21m: 5- GGTTTCGTAGACTGTG-
TACCA-5’ (sentido),

TTCAAGAGA (loop),
5-TGGTGCACGGTCTACGAGACCTTTTT-3 (an-
tisentido).

4) shRNA-HCV-27:
5-GGGAGGTCTCGTAGACCGTGCACCATG-3’
(sentido).

TTCAAGAGA (loop),
5’-CATAGTACACGATCTACGAAACCTCCCTTTTT
-3’ (antisentido).

5) shRNA-HCV-27m:
5-GGGAGGTTTCGTAGACTGTGTACTATG-3’
(sentido),

TTCAAGAGA (loop),
5'-CATGGTGCACGGTCTACGAGACCTCCCTTT-
TT -3’ (antisentido).

6)shRNA-Control-27m:
5’-GCAGCAGTAGCAGTGGGATCTATTA-
GG-3’(sentido),

TTCAAGAGA (lOOp),
3’-CCTGATAGGTCCCGCTGCTGCTGCTGCTTT-
TT-5 (antisentido).

La transduccion retroviral del shRNA en células
Huh?7 provoco resistencia a la subsecuente trans-
feccion del replicon de HCV el cual fue incapaz de
replicarse. Cuando las Huh7 que expresan el repli-
c6n del HCV fueron transducidas con un adenovirus
que expresaba el shRNA suprimi6 la replicacion en
un rango de 103. Demostrandose una funcion pro-
tectora y terapeutica al emplear estas secuencias.
Por otro lado, la administracion sistémica del ade-
novirus que expresa el ShRNA en el modelo de ratones
transgénicos CN2-29 resulto en una supresion de la
sintesis de proteinas del HCV en el higado, lo que
demuestra la efectividad y viabilidad del sistema de
expresion del iRNA in vivo.
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El empleo de siRNA puede inducir mutaciones en el ge-
noma del HCV que confieren resistencia

Joyce A. Wilson y colaboradores (45) mostraron
que un siRNA contra la region 5’UTR bloquea la
expresion de genes y la sintesis de RNA del HCV
evitando la propagacion de esté en las células del
higado humano. Sin embargo, en su estudio mos-
traron que este bloqueo es incompleto ya que como
consecuencia de los tratamientos con siRNA el re-
plicon genera resistencia a los tratamientos poste-
riores con el mismo siRNA. Las secuencias de los
replicones siRNA-resistentes presentaron mutaciones
puntuales en la secuencia diana del siRNA. No obs-
tante, el replicon es nuevamente sensible al trata-
miento con siRNA si este es dirigido a una region
diferente del genoma (42). Esto sugiere que el uso
de multiples siRNAs podria prevenir la aparicion de
virus/replicones resistentes.

Por otro lado, en el 2007 Teresa I. Ng. y colaboradores
(28) seleccionaron un siRNA dirigiéndolo a una
coleccion de cerca de 4,000 genes humanos en cé-
lulas Huh7 que contienen una activa replicacion del
replicon subgendémico del HCV con el fin de identi-
ficar los genes hospederos importantes en la repli-
cacion del virus. Los cuales sobresalieron TBXA2R
(receptor de la proteina G), RelA y NFB2 (factores
de transcripcion), MKK7 y SNARK (proteina qui-
nasas), SLC12A4 y SLC12A5 (proteinas transpor-
tadoras). Algunos de estos genes (TBXA2R, SL-
C12A4 y SLC12A5) inhibieron la replicacion del
HCV en un 90%. La identificacion de estos genes
es una gran estrategia para emplear como posible
terapia en la inhibicion de la replicacion del HCV.

Duckhyang Shin y colaboradores (43) en el 2009,
emplearon un sistema de expresion de iRNA para
inhibir la replicacion del virus de la hepatitis C
genotipo 1b usando dos promotores convergentes
RNA polimerasa III, U6 y H1 humano, para producir
un RNA duplex linear que tiene una estructura se-
cundaria similar y extender las moléculas sintéticas
del siRNA. Esto dirigido a silenciar los genes de las
proteinas virales E2 y NS3. Los resultados mostraron
que el silenciamiento de los genes mas efectivo y
especifico de secuencia se puede lograr cuando las
unidades siRNA se componen de 21 + 21 nt 0 23 +
21 nt, inhibiendo la replicacion del virus hasta en
un 59%. Parece que la actividad no estad afectada

significativamente por invertir la orientacion de las
secuencias de siRNA. Este enfoque proporcionara
una plataforma util para el disefio de precursores
extendidos de siRNAs silenciando la expresion de
genes de manera efectiva.

Inhibicion del HBV empleando iRNA

La infeccidn viral por hepatitis B actualmente sigue
siendo un reto para la medicina moderna. El RNA
de interferencia puede ser una herramienta util
para combatir esta enfermedad y revolucionar los
tratamientos actuales.

Uno de los trabajos mas significativos donde se empleo
el uso de un RNA de interferencia contra el HBV se
realizo en el 2003 por McCaffrey y colaboradores.
Ellos bloquearon la replicacion del virus de la hepa-
titis B en cultivo celular y en ratones inmunocom-
petentes e inmunodeficientes, transfectados con
el plasmido que contiene el ShRNA contra el HBV.
Construyeron 7 shRNAs y un control introducidos
en el plasmidos (pTHBV?2):

HBVUG6No.1,
5’-TCGTGGTGGACTTCTCTCAATTTTC-3’

HBVUG6No.2,
5’-CTCAGTTTACTAGTGCCATTTGTTC-3’

HBVUG6no.3,
5-ATGATGTGGTATTGGGGGCCAAGTC-3’

HBVUG6No.4,
5’-TGGCCAAAATTCGCAGTCCCCAACC-3’

HBVUG6No.5,
5’-TCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGC-3’

HBVUG6No.6,
5’-CCTAGAAGAAGAACTCCCTCGCCTC-3

HBVU6no.7,
5-AGAAGATCTCAATCTCGGGAATCTC-3’

Control negativo RNAI,
5-TGGATATGCACGGTGTTGACTGATT-3’

Entre los 6rganos transfectados con el DNA de HBV
(higado, bazo, rifidon y pancreas) en higado se ex-



preso el gen un 40% en sus niveles mas altos. Mc-
Caffrey y su equipo demostraron que significativa-
mente se redujo la expresion del mRNA y proteina
viral, con esto inhibieron la replicacion del virus en
los hepatocitos. (44)

En 2004 el equipo de Hui-Lin Wu dirigieron un
shRNA contra el HBV genotipo A, By C en la re-
gion mas conservada del virus, esto expresado en
un plasmido (pSuper/HBVS1) que se cotransfecto
en células Huh-7 y en ratones. Evaluaron los niveles
de proteina y mRNA viral en células y ratones, los
cuales disminuyeron significativamente al adminis-
trar el shRNA a células y modelos experimentales
infectados con el virus de los 3 genotipos. Con esto
concluyen que el shRNA es una herramienta poten-
cial para disminuir y bloquear la replicacion del vi-
rus de la hepatitis B para los genotipos A, By C. Sin
embargo, pueden surgir mutaciones del HBV que
deben considerarse. (45)

En 2005 Ren y colaboradores usaron un promotor
citomagalovirus (CMV) modificado para dirigir la
expresion del shRNA contra el HBV, con la polime-
rasa II (Pol II), 1a cual es considerada un fuerte pro-
motor. El equipo de trabajo de Ren construyo siete
vectores expresando shRNA especificos dirigidos
por el promotor RNA Pol II y transfectados en cé-
lulas Hep2.2.15. Los andlisis de PCR y western blot
realizados mostraron que el mRNA viral fue signifi-
cativamente degradado. (46)

En 2007 Gui Qiu Li y colaboradores combinaron un
RNA de interferencia con Lamivudina para inhibir la
replicacion del HBV en celulas HepG2.2.15. Esto en
un plasmido recombinante (Phil-HBV). Los niveles
de mRNA del HBV se examinaron por RT-PCR,
los cuales demostraron que el uso de siRNA combi-
nado con la lamivudina lograron una reduccion del
80.56% a las 96 hrs comparado con el siRNA y lami-
vudina administrados por separado. (47)

Estrategias antifibrogenicas empleando iRNA en hi-
gado y otros 6rganos

En el 2005 Meeyul Hwang y colaboradores disefa-
ron un shRNA para suprimir los niveles de TGF-B1
transcripcionales y transicionales en cultivo primario
de células mesangiales de rata in Vitro y en fibrosis
inducida en rifn6én de raton in Vivo, acompanado
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por la supresion de los genes diana (colagena tipo I
y PAI-1) de TGF-B1.

Disefiaron cuatro shRNAs contra TGF-B1, las cua-
les fueron:

1) 5'-cggaattcAAGTCAACTGTGGAGCAACACT-
TTTgatatctagaca-3' (sentido), ttcaagaga GTGTT-
GCTCCACAGTTGACTT (antisentido), shTBlay
(vector).

2) 5'-cggaattcGCTCGCTTTGTACAACAGCACTTT-
TTgatatctcgaca-3' (sentido), ttcaagaga GTGCTGTT-
GTACAAAGCGAGC (antisentido), shtb1B (vector).

3) 5'-cggaattcGACCGCAACAACGCAATCTATTTT-
TTgatatctagaca-3' (sentido), ttcaagaga ATAGATTG-
CGTTGTTGCGGTC (antisentido), shTB1c (vector).

4)5'-ngaattCAACCAAGGAGACGGAATACAGTTT-
TTgatatctagaca-3' (sentido), ttcaagaga CTGTATTC-
CGTCTCCTTGGTT (antisentido), shTB1d (vector).

Con esto evaluaron su actividad en cultivo primario
de células mesangiales de rata y en rifion de ratones
machos ICR con obstruccion ureteral unilateral (UUO
por sus siglas en ingles Unilateral Ureteral Obstruc-
tion). Se hicieron 3 grupos, 1) Ratones con obstruc-
cion ureteral unilateral sin tratamiento, 2) Ratones
tratados con un vector vacio, 3) Ratones tratados
con el vector shTB1d. Se indujo UUO mediante li-
gacion de la uretra izquierda con hilo de seda 4-0 a
través de una incision lateral. En sus resultados en-
contraron que el shRNA (shTB1d) contra TGF-1
suprimio la expresion de TGF-B1, coldgena tipo Iy
PAI-1 en cultivo primario de células mesangiales asi
como en el rifidén de raton con UUO. Concluyendo
asi que el desarrollo de la fibrosis tubulointersticial
fue significativamente destruida después de la ad-
ministracion del shRNA (shTB1d).(48)

Mas tarde, J. George y M. Tsutsumi estudiaron la ex-
presion del factor de crecimiento de tejido conectivo
(CTGF por sus siglas en ingles) en cultivo primario
de células estelares hepaticas obtenidas de ratas al-
binas Wistar de 2 meses de edad usando inmuno-
histoquimicas marcadas con a-SMA y CTGF, des-
pués indujeron fibrosis hepatica en ratas mediante
inyecciones de N-nitrosodimetilamina (NDMA) y
estudiaron la sobre-regulacion de TGF-B1 y CTGF
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durante el proceso de fibrogenesis hepatica y por
ultimo disminuyeron la expresién de CTFG usando
un siRNA contra CTFG y asi examinar el papel que
juega este CTGF siRNA para prevenir la progresion
de fibrosis hepatica por DNMA inducido. Para la
construccion del siRNA se selecciono la secuencia
diana para CTGF comenzando en el nucledtido 890
(NM_022266), 5’ -CAA UAC CUU CUG CAG GCU
GGAtt-3’ (sentido) y 3-ttGUU AUG GAA GAC
GUC CGA CCU-5’ (antisentido). El loop seleccio-
nado fue 5’ -TTG ATA TCC G-3'. El oligo de doble
cadena fue ligado dentro de un vector de expresion
de siRNA (pRNA-CMV3.1/Neo) entre los sitios de
BamHI y Hindi. Guiando la expresion de CTGF siRNA
por el promotor de citomegalovirus (CMV).

Los resultados obtenidos mostraron que después de
la administracion de NDMA durante 7 y 14 dias
activan las células estelares hepaticas sobre-regu-
lando CTGF y TGF-B1, ambos en el mRNA y en niveles
de proteina asi como en la fibrosis hepatica bien de-
sarrollada. Los estudios de inmunomarcaje, western
blot, RT-PCR y PCR semicuantitativa mostraron
que la expresion de CTGF y TGF-B1 disminuyeron
después del tratamiento con CTGF siRNA, esto en
comparacion contra los grupos control. Lo cual de-
mostré que el silenciamiento del gen para CTGF
mediante un siRNA reduce la sobre expresion de
los genes CTGF y TGF-B1 e inhibe 1a acumulacion
de proteinas del tejido conectivo en el higado. J.
George y M. Tsutsumi sugieren que el siRNA es una
aplicacion terapeutica potencial para fibrosis hepa-
tica.(49)

Kun Cheng y colaboradores construyeron diez siR-
NAs dirigidos a diferentes regiones del mRNA de
TGF-b1 y probar que tanto suprimen la expresion
del gen para después convertir los siRNAs mas
efectivos en shRNA, esto en celulas de rata HSC-T6
(Immortalized rat hepatic stellate cells).

1) siRNA-297 GCCAGATCCTGTCCAAACT

2) siRNA-448 GGACTACTACGCCAAAGAA

3) siRNA-499 CGCAATCTATGACAAAACC

4) siRNA-640 GCAACACGTAGAACTCTAC

5) siRNA-769 GAACCAAGGAGACGGAATA

6) siRNA-888 GCACCATCCATGACATGAA
7) siRNA-1033 GCAGCTGTACATTGACTTT
8) siRNA-1036 GCTGTACATTGACTTTAGG
9) siRNA-1167 CCCTCTACAACCAACACAA
10) siRNA-1245 TCTACTACGTGGGTCGCAA

Los siRNAs mas efectivos fueron el siRNA-1036
con un 70% de silenciamiento, siRNA-1033 con
55% y siRNA-769 con 35%, causando una inhibi-
cion significante de la expresion de TGF-B1, tam-
bién observaron que combinando los siRNA-769 y
siRNA-1033 se inhibia la expresion de TGF-B1 en
mas porcentaje que utilizando un solo siRNA. In-
hibiendo TGF-B1 también contribuye a que se in-
duzca la supresion de TIMP-1 (tissue inhibitor of
metalloproteinases-1) lo cual potencializa el efecto
protector anti-profibrogénico del higado.

Se seleccionaron dos siRNAs para convertirlos a
shRNAs los cuales fueron siRNA-1033 y siRNA-769
que contenian un unico sitio de restriccion en el 5°
y 3’ para la clonaciéon y un tramo TTTTTT en la ca-
dena antisentido para crear una sefial terminal pol
IIT'y otro tramo TTCAAGAGA como un loop.

1) Control shRNA

Antisentido:
5’-ACTTCATAAGGCGCATGCTTTCAAGAGAAG-
CATGCGCCTTATGAAGTTTTTTT-3’

Sentido:
5-AATTAAAAAAACTTCATAAGGCGCATGC-
TTCTCTTGAAAGCATGCGCCTTATGAAGTG-
GCC-3

2) shRNA-769

Antisentido:
5-GAACCAAGGAGACGGAATATTCAAGAGATA-
TTCCGTCTCCTTGGTTCTTTTTT-3’

Sentido:
5-AATTAAAAAAGAACCAAGGAGACGGAA-
TATCTCTTGAATATTCCGTCTCCTTGGTTCG-
GCC-3
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3) shRNA-1033

Antisentido:
5'-GCAGCTGTACATTGACTTTTTCAAGA-
GAAAAGTCAATGTACAGCTGCTTTTTT-3
Sentido:
5°-AATTAAAAAAGCAGCTGTACATTGACTT-
TTCTCTTGAAAAAGTCAATGTACAGCTGCG-
GCC-3

Comparando los siRNA contra los shRNA, se ob-
servo que con ambos se obtuvo un silenciamiento
significativo de TGF-B1 siendo el shRNA el que mas
porcentaje de silenciamiento gener6, mostrando
asi la supresion mayor a las 48 horas después de la
transfeccion. Los autores concluyen que el shRNA
obtuvo mayores resultados silenciando el gen de
TGF-B1y con esto contribuyendo a la reduccién de
la produccion de colageno tipo I, TIMP-1 y citocinas
inflamatorias haciendo mas eficiente la terapia contra
la fibrosis hepatica.(50)

Conclusion

EI RNA de interferencia es una herramienta que nos
proporciona nuevas alternativas para combatir las
variadas enfermedades hepaticas relacionadas con
cirrosis, principalmente el virus de l1a hepatitis C que
es una enfermedad de gran impacto en el mundo,
ya que origina otras enfermedades que conllevan a
la muerte, el encontrar nuevas terapias o formular
nuevos farmacos no es una tarea facil de realizar,
ya que se requiere del estudio profundo del genoma
viral para asi poder combatir eficazmente esta
enfermedad. En los estudios que se han realizado
todos coinciden en que el punto clave para inhibir
la replicacion del virus tanto en HCV como el HBV,
es dirigiendo el iRNA contra diferentes puntos de
las regiones conservadas del genoma viral, esto
para prevenir que si alguna mutacion se produce
en la region no conservada el RNA de interferen-
cia nos sea inefectivo. Otros estudios utilizan este
iRNA contra agentes profibrogenicos evitando el
desarrollo de la fibrosis hasta en un 70%. El des-
cubrimiento de RNAs de interferencia ha sido un
gran paso en la busqueda de soluciones para com-
batir estos virus pues nos ha proporcionado nuevas
vias de tratamiento. El disefio de siRNAs es una
herramienta muy prometedora no solo para el tra-
tamiento de esta enfermedad sino para muchas

otras aplicaciones y enfermedades, cada dia hay
mas y mas estudios sobre este sistema innovador
de terapia génica aunque aun hace falta su completo
y amplio desarrollo para llevarlo a cabo en estudios
con pacientes.

Desde su descubrimiento accidental, el RNA de
interferencia ha demostrado su enorme potencial,
lo que se refleja en el creciente nimero de articulos
cientificos que la refieren como estrategia experi-
mental. Una busqueda sencilla en el principal bus-
cador de articulos cientificos (el PubMed del national
Center for Biotechnology Information) arroja mas
de diez mil referencias bibliograficas. Estas esta-
disticas nos dan una idea de la importancia que a
cobrado esta herramienta, comparable con otras
metodologias igualmente potentes como lo fue el
desarrollo de la reaccion en cadena de la polimerasa,
PCR (31).

Por todo esto y su gran potencial se espera que el
RNA de interferencia tenga aplicaciones clinicas en
la préoxima década siendo esta una terapia mucho
mas especifica que las ya existentes y con mejores
resultados ya sea mejorando la calidad de vida o
incluso hasta acabar con la enfermedad.
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