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Modificaciones Quimicas en ARN interferente:
De la investigacion basica a las aplicaciones terapéuticas

Alvaro Somoza

Resumen: En este articulo se introduce el campo del ARN interferente, tratando su origen, mecanismo, asi como el papel que juega la quimica
en este potente sistema de regulacion de la expresion génica. En este sentido, se comentan diversas modificaciones quimicas empleadas tanto
para el estudio del mecanismo como para mejorar sus propiedades como agente terapéutico. Finalmente, se comentara el uso de modificacio-
nes quimicas en la obtencion de informacion estructural del complejo proteico involucrado.
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Abstract: In this paper the topic of RNA interference is introduced describing its origin, mechanism and the role of chemistry in this potent
gene regulatory system. In this sense, the use of different chemical modifications is presented focusing on the mechanism studies and in the
development of a new therapeutic tool. Finally, the use of chemical modifications to get structural information of the protein complex involved

is also addressed.
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Introduccion

Desde la publicacion por Andrew Fire, Craig Mello y
colaboradores en Nature en 1998 del trabajo que supuso el
punto de partida del ARN interferente han pasado tan solo
12 afios.l'l En este breve espacio de tiempo esta contribucion
ha dado lugar a técnicas que se utilizan en la mayoria de
laboratorios de biomedicina, miles de articulos cientificos
y decenas de empresas se han embarcado en el desarrollo
de terapias basadas en este descubrimiento. El impacto del
trabajo de Fire y Mello en la ciencia ha sido enorme y por
sus contribuciones en el campo del ARN interferente fueron
galardonados con el premio nobel en Medicina y Fisiologia
en el afio 2006 (js6lo ocho afios después de la publicacion
de su trabajo!).

Pero, (qué es el ARN interferente? y ;cual es su relacion
con la quimica?. El ARN interferente es un proceso biologico,
por lo que puede resultar llamativo ver un articulo de este
campo publicado en una revista quimica. Sin embargo, en
el ARN interferente la quimica ha jugado y juega un papel
fundamental, ya que a través de las modificaciones quimicas
introducidas en el ARN ha sido posible dilucidar etapas clave
del mecanismo de este proceso biologico, asi como modular
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las caracteristicas del ARN para facilitar el desarrollo de tera-
pias basadas en esta tecnologia.

El objetivo de este articulo es introducir el fascinante tema
del ARN interferente explicando tanto su modo de accion
como el uso de modificaciones quimicas que han facilitado
su estudio y el desarrollo de un producto terapéutico fiable.
Finalmente se discutira el uso de ARN modificado en la obten-
cion de informacion estructural de las proteinas involucradas
en el proceso de inhibicion de la expresion génica y como esta
informacion podria ser til a la hora de disefar los fragmentos
de ARN necesarios para conseguir una mejor actividad.

ARN interferente

El ARN interferente es un proceso bioldgico que da lugar
a la inhibicion de la expresion de un determinado gen y que,
sorprendentemente, se realiza con una eficacia y selectividad
extraordinarias. Segun el dogma central de la biologia mole-
cular, la informacion codificada en nuestros genes se trans-
cribe a una cadena de ARN mensajero que es traducido a la
proteina final correspondiente (Esquema 1). De esta forma, al
inhibir la expresion de un gen se bloquea la produccion de la
proteina final. En el caso del ARN interferente, la inhibicion
génica tiene lugar mediante la degradacion selectiva del ARN
mensajero que, como consecuencia, no podra ser traducido a
la correspondiente proteina.

Como puede entenderse, este proceso puede tener una
repercusion enorme en el funcionamiento de un ser vivo, ya
que bloquea completamente la formacion de las proteinas
seleccionadas. Resulta sorprendente que un proceso tan poten-
te no se haya detectado hasta hace practicamente 12 afios. En
realidad, el establecimiento de las bases del ARN interferente
ha permitido comprender resultados obtenidos muchos afios
antes, por ejemplo, un caso documentado a principios del
siglo XX en la planta de tabaco.l?! De hecho fue en plantas
donde empezaron a observarse procesos de inhibicion génica,
que han pasado a denominarse silenciamiento génico post-
transcripcional.[’] En este sentido, el caso mas interesante es
el descrito en 1991 por Jorgensen, quien intentaba obtener
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Esquema 1. Representacion del dogma de la biologia molecular.

petunias con flores mas coloreadas mediante la introduccion
de copias adicionales del gen de la chalcona sintasa.[*l Lo
que obtuvo, sin embargo, fueron flores con menor proporcion
del pigmento que da lugar al color, e incluso flores blancas
(Figura 1). En este caso, en lugar de aumentar la produccion
del gen deseado se estaba inhibiendo.

D o

Figura 1. Flores de petunias. Izquierda: flor sin modificar. Centro y
derecha: flores modificadas con genes que inhiben la formacion de
pigmentos coloreados.[!

Durante esos afios se llevaron a cabo varios estu-
dios relacionados con este fenémeno de silenciamiento
post-transcripcional en plantas,l®! conocido como co-supre-
sion, e incluso en hongos donde se ha denominado guelling,!”!
Fue en este ambiente, y con la experiencia previal®! del uso
de una cadena de ARN en la inhibicion génical® (terapia anti-
sentido), donde Fire y Mello realizaron su trabajo utilizando
dobles cadenas de ARN con el fin de evaluar la capacidad
de una estructura de doble cadena frente a cadenas simples
en la inhibicién génica. Para ello utilizaron un organismo
que les habia dado muy buen resultado previamente, el
Caenorhabditis elegans (Figura 2).[1]

Figura 2. Caenorhabditis elegans.'°)
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Este gusano transparente es un modelo ideal para el
estudio de seres vivos pluricelulares, ya que se compone tan
s6lo de unas 1000 células y es capaz de realizar las mismas
funciones que organismos mucho mas complejos.

En este caso, se inyectd ARN de doble cadena de gran
longitud (varios cientos de pares de bases) preparado
mediante el uso de polimerasas. La secuencia de los ARNs
asi obtenidos estaba presente en diversos genes enddgenos
como el unc-22, unc-54 o fem-1. Tras la inyeccion de estos
ARNSs observaron la desaparicion de las caracteristicas que
aportaba cada gen con una selectividad total. Ademas, estos
cambios no so6lo se producian en el organismo inyectado,
sino que se transmitian a su descendencia. Con estos resul-
tados concluyeron que el ARN interferia en la expresion de
los genes e introdujeron el término ARN interferente. En
este trabajo se evalud tanto el efecto del uso del ARN de
doble cadena y de las cadenas por separado, observandose
claramente que la doble cadena era fundamental para obte-
ner una inhibicion efectiva. Este hecho sugeria un meca-
nismo completamente nuevo que no tenia nada que ver con
los experimentos de antisentido desarrollados afios atras,
donde una cadena de oligonucledtido simple bloqueaba la
expresion génica.l'!]

Aunque no pudieron explicar el mecanismo si determina-
ron que se trataba de un proceso biologico nuevo que permitia
regular la expresion génica. Este trabajo supuso el inicio de la
era del ARN interferente.

Tras esta publicacion, se inicid una carrera para desentra-
far el mecanismo del ARN interferente y conocer su alcance.
Se observd que era un mecanismo casi universal, ya que
tenia lugar en una gran variedad de seres vivos (plantas,!?]
hongos,!'3] gusanos,['* anfibios,['5] peces,['®! insectos!!”))
sugiriendo que podria estar relacionado con algiin mecanismo
ancestral de defensa contra los virus. Desafortunadamente no
funcionaba de la misma manera en mamiferos. De hecho, al
afladir las cadenas largas de ARN a células de mamiferos se
activaba la produccion del interferén(!®] mediante la activa-
cién de la quinasa PKR,['] lo que finalmente se traducia en
la muerte celular. Esto suponia una limitacion muy importante
para el ARN interferente, ya que cerraba las puertas a su uso
en el estudio de la funcion de genes en mamiferos y a su uti-
lizacion como futura terapia.

En diversos estudios posteriores sobre el mecanismo del
proceso, se observd que las dobles cadenas largas de ARN
eran procesadas por una enzima (DICER) dando lugar a frag-
mentos mas cortos de unos 21-23 nucleotidos, lo que indica-
ba que podian ser los responsables tltimos de la inhibicion.
[20] Estos resultados llevaron al grupo de Thomas Tulsch a
evaluar la actividad de daplex de ARN de 21-22 pares de
bases, demostrando que estos fragmentos de ARN prepa-
rados quimicamente daban lugar a la degradacion del ARN
mensajero de una manera eficiente.’!l Este trabajo hizo
pensar en la posibilidad de la utilizacion del ARN interfe-
rente en mamiferos, ya que el empleo de duplex de ARN
sintéticos pequeiios no activaria la produccion de interferon
como ocurria antes, lo cual fue efectivamente ratificado por
el propio grupo de Thomas Tulsch. Para ello utiliz6 ARNs
de doble cadena cortos y cultivos celulares de diferentes
mamiferos, incluyendo células humanas, en experimentos
de inhibiciéon de la expresion del gen de la luciferasa.l*?!
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Este trabajo ha permitido trasladar la tecnologia del ARN
interferente a mamiferos, haciendo posible su utilizacion
en el estudio de la funcion de los genes y el desarrollo de
aplicaciones terapéuticas.
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Esquema 2. Mecanismo del ARN interferente.
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Mecanismo del ARN interferente

A pesar del gran interés que existe en el ARN interferente
y los esfuerzos orientados a comprenderlo, no se conocen
atn todos los componentes implicados en este proceso ni el
papel que juegan cada uno de ellos. Por este motivo, aunque
se tiene una idea bastante avanzada del mecanismo, es posible
que los descubrimientos de los préximos afios aporten nueva
informacion e incluso que sea necesario corregir algin punto
clave de este proceso. En este articulo se presenta un mecanis-
mo simplificado, que permite entender facilmente la dindmica
del mismo (Esquema 2).

El proceso de inhibicion de la expresion génica median-
te ARN interferente se inicia cuando una doble cadena de
ARN alcanza el citoplasma de una célula y sus extremos 5’
son fosforilados por una kinasa.l*3] Entonces, el duplex de
ARN es reconocido por un complejo proteico denominado
RISC (RNA-induced silencing complex), que esta compuesto
de diversas unidades proteicas, de las cuales no todas son
conocidas.?*! Cuando los duplex de ARN son de un tamafio
grande, uno de los componentes del RISC, conocido como
DICER (Esquema 2, A), corta el ARN de doble cadena en
porciones mas pequefas (de 21-23 nucledtidos) denominadas
pequenos ARN interferentes (pARNI) (siRNAs). Estos peque-
fios duplex de ARN se incorporan al complejo RISC en uno
de sus componentes conocido como AGO2 (Esquema 2, B).
Entonces una de las cadenas del pARNi es cortada por la
mitad y los dos fragmentos resultantes liberados al citoplas-
ma.[?] Esta cadena es conocida como acompafiante o pasajera
(passenger), ya que no tiene un papel significativo durante el
proceso. Por otra parte, la cadena complementaria que perma-
nece intacta asociada a AGO2 se denomina guia (guide) y es
utilizada por el complejo proteico para reconocer la secuencia
de ARN mensajero diana.

En el momento en que se libera la cadena pasajera
al citoplasma se dice que el complejo RISC esta activo
(Esquema 2, C) y utiliza la cadena guia para localizar el
ARN mensajero diana mediante interacciones estabilizantes
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debidas a la complementariedad de bases entre la cadena
guia y el ARN mensajero (Esquema 2, D). En esta etapa de
reconocimiento son especialmente importantes los nucleoti-
dos 2-8 de la cadena guia proximos al extremo 5°, denomina-
dos region semilla (seed region). Una vez asociado al ARN
mensajero diana, el complejo RISC utiliza la actividad de
ARNasa presente en el dominio PIWI del AGO2 para cortar
el ARN mensajero entre los nucleodtidos 10 y 11, al igual que
hizo anteriormente con la cadena pasajera (Esquema 2, E).
Al liberar los dos fragmentos de ARN mensajero vuelve
a generarse el complejo RISC activo que puede actuar de
nuevo frente a otra copia de ARN mensajero (Esquema 2, C).
De esta manera se entiende la gran capacidad de bloquear
la expresion génica del ARN interferente, ya que actia de
manera catalitica, donde una sola unidad de pARNi es capaz
de degradar multiples copias del ARN mensajero. Ademas,
la selectividad que se obtiene es muy elevada ya que es con-
trolada por la complementariedad de bases y, por tanto, solo
deberia verse afectado el ARN mensajero cuya secuencia es
complementaria a la de la cadena guia.

Un punto importante a aclarar es la manera en que el
complejo RISC distingue entre la cadena guia y la pasajera,
ya que la que quede finalmente asociada al complejo proteico
es la que dirigira el proceso. Para ello el complejo RISC
compara la estabilidad térmica de los extremos del duplex
y la que presente la menor estabilidad en el extremo 5’ es la
que incorporaré finalmente como cadena guia.[??] Conociendo
este detalle es posible disenar pARNi con una menor estabili-
dad térmica en el extremo 5’ de la cadena que queremos que
actie como guia. Esto se puede conseguir utilizando pares de
bases que formen dos enlaces de hidrégeno (A:U) en el extre-
mo 5’ de la cadena guia y pares de bases que formen tres enla-
ces de hidrogeno (G:C) en el otro extremo. También se puede
aumentar la diferencia de estabilidad entre los dos extremos
utilizando pares de bases que no den lugar a interacciones
estabilizantes, con lo que se mejora la incorporacion de la
cadena deseada.

Esta hebra guia de ARN queda asociada al complejo
AGO2 por sus extremos, asi el 5’ se sitta en el domi-
nio MID,?7] mientras que el extremo 3’ queda en un bolsillo
hidrofébico del dominio PAZ (Esquema 2).[28]

Es necesario mencionar que existen otros mecanismos
mediante los cuales la formacion de proteinas es inhibida sin
que se produzca un corte en el ARN mensajero.l*’] En estos
casos el complejo RISC simplemente bloquea la accion del
ribosoma parandose por tanto la traduccion de la informacion
codificada en el ARNm a la correspondiente proteina. Este es el
mecanismo utilizado habitualmente por otros ARNs pequeiios
que intervienen en la regulacion génica, los microARN, 30l
ya que el complejo AGO involucrado carece de actividad de
ARNasa y no puede por tanto cortar el ARNm diana.

Dada la potencia y selectividad del ARN interferente para
inhibir la expresion génica, éste se utiliza normalmente en la
obtencion de informacion sobre la funcion de los genes. Para
ello, se utilizan pARNIi con la secuencia del gen que se preten-
de estudiar, bloquedndose la formacién de la correspondiente
proteina. El analisis del efecto generado en el organismo de
estudio permite obtener informacion relevante sobre el papel
del gen inhibido. Para maximizar la eficiencia de la inhibicion
es necesario disefiar el pARNi de acuerdo a unas reglas en
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funcién del gen que se quiere inhibir, y dada la multitud de
diseflos posibles es necesario recurrir a algoritmos bioinfor-
maticos. Estas herramientas se han mostrado muy eficaces
y ademas permiten evaluar si el pARNi seleccionado podria
inhibir un gen distinto al deseado (off-target), lo que daria
lugar a efectos no deseados. Por otra parte, el ARN interfe-
rente posee un gran potencial terapéutico en enfermedades
ocasionadas por la sobre-expresion de genes, ya que mediante
la adicion de pARNis seria posible reducir la expresion de los
genes responsables de la enfermedad a niveles normales.

Estabilidad, biodistribucion y selectividad

Es evidente que el potencial del ARN interferente es enor-
me y esto ha provocado que una gran variedad de grupos de
investigacion y empresas farmacéuticas y biotecnologicas se
hayan embarcado en el desarrollo de tratamientos de diversas
enfermedades basados en el ARN interferente. Pero quizés el
desarrollo de estas terapias se esté produciendo demasiado
rapido ya que, como se ha comentado anteriormente, alin no
se conoce completamente el mecanismo del ARN interferente
ni las implicaciones del mismo. A pesar de ello, diversos gru-
pos de investigacion y empresas estan centrados en resolver
los problemas mas técnicos relacionados con el uso de los
PARNI como agentes terapéuticos, como son los relacionados
con la estabilidad, biodistribucion y selectividad. En este sen-
tido, parece claro que el uso de modificaciones quimicas es
fundamental para resolverlos y es lo que permitira en un futu-
ro disponer de tratamientos basados en ARN interferente.>!]

El problema de la estabilidad del ARN quizas sea el mas
importante, ya que el ARN es un producto delicado que se
degrada muy rapidamente a pHs elevados o en presencia de
ARNasas, por lo que hay que tener especial cuidado durante
su preparacion y manipulacion.

En relacion con su aplicacion terapéutica hay que asegu-
rar que llegue intacto a la célula diana ya que su actividad
podra verse disminuida drasticamente o, lo que seria peor,
producir un efecto no deseado. Una vez se haya administra-
do un pARNI a un ser vivo seria ideal, como con cualquier
farmaco, que pudiese circular a lo largo del cuerpo hasta
alcanzar la célula diana con elevada selectividad y sin ser
degradado. Ademas, una vez alcanzado su objetivo tendra que
cruzar la membrana lipidica celular para llegar al citoplasma,
lo que resulta dificil debido a las cargas negativas que le
confieren los grupos fosfato que unen los nucleétidos de las
cadenas de ARN. En este sentido se han desarrollado diversas
formulaciones para la administracion de pARNis que estan
mostrando resultados prometedores en animales,®?! incluido
en humanos.3!

Por otra parte, aunque se le presupone al ARN interferente
una selectividad total, esto puede no ser siempre asi, lo que
podria implicar consecuencias fatales. En el caso en el que
haya un ARN mensajero con una secuencia muy similar al
que se quiere inhibir es posible que también se vea afectado.
Ademas, si la hebra pasajera se incorpora finalmente al com-
plejo RISC, sera ésta y no la disefiada a priori como guia la
que induzca la degradacion del ARN mensajero. Estos casos
pueden ser menores, pero al tratarse de un arma tan potente
se corre el riesgo de inhibir un gen vital para el correcto fun-
cionamiento de la célula.
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Como se ha mencionado anteriormente los problemas
relacionados con la estabilidad, biodistribucion y selectividad
de los pARNis pueden resolverse, al menos en parte, median-
te el uso de modificaciones quimicas, las cuales se incorporan
al ARN durante su preparacion.

Sintesis quimica de ARN

Los métodos de preparacion de ARN sintético son relativa-
mente sencillos y requieren de un sintetizador de ADN/ARN
que lleva a cabo la sintesis de una manera automatizada. Para
ello es necesario disponer de los mondémeros que constituyen
el ARN convenientemente funcionalizados con distintos gru-
pos protectores o activantes.**] La sintesis tiene lugar en fase
solida donde, partiendo del primer nucledtido, se va alargando
la cadena a voluntad mediante la adicion consecutiva de los
nucledtidos requeridos para configurar la secuencia deseada.
En este proceso es posible utilizar nucledtidos modificados,
con el fin de aportar nuevas propiedades a la cadena de ARN.
Gracias a la sintesis quimica diversos investigadores han
podido utilizar en sus estudios pARNis de distinto tamafio
e incluso con modificaciones, lo que ha permitido dilucidar
partes importantes del mecanismo del ARN interferente.
Ademas, el uso de determinadas modificaciones esta permi-
tiendo mejorar las caracteristicas de los pARNis con el fin de
obtener un producto terapéutico efectivo.

Las modificaciones desarrolladas son de diversos tipos
y, por lo general, se intenta que afecten lo minimo a la
actividad de inhibicion génica. Por esta razéon suelen ser
modificaciones de tamafio pequefio que se introducen en la
hebra pasajera, ya que como se ha visto al hablar del meca-
nismo su interaccion con el complejo proteico RISC y el ARN
mensajero es menor que la de la hebra guia. Estas modifica-
ciones pueden incorporarse en la estructura derivada del aza-
car de ribosa, en el enlace fosfodiester que une los nucledtidos
de la cadena o en la base nucleica. Ademas, el efecto produ-
cido puede variar dependiendo de la posicion en la se sitlien a
lo largo de la cadena y del nimero de modificaciones introdu-
cidas. A continuacién se comentaran las modificaciones mas
habituales utilizadas en los pARN:is.

Modificaciones en el azacar

Respecto a las modificaciones en el azucar, las mas
empleadas son aquellas en las que se modifica el grupo
hidroxilo de la posicion 2°, ya que esta involucrado en la
ruptura del enlace fosfodiester. Asi, al modificar este grupo,
es posible conseguir un aumento en la estabilidad del ARN
en suero. Ademds, las modificaciones en esta posicion pro-
porcionan una mayor afinidad por la cadena complementaria,
aumentando la estabilidad térmica de los pARNis. Entre este
tipo de modificaciones destacan los grupos flior y metoxilo,
los cuales han sido utilizados ampliamente.[33!

Otro aspecto destacable del uso de este tipo de sustituyen-
tes es que no distorsionan la conformacion del azicar, que es
necesaria para mantener la estructura de tipo A presente en el
duplex de ARN, la cual resulta imprescindible para que tenga
lugar el proceso.

Por estas razones, este tipo de modificaciones son utiliza-
das frecuentemente cuando se busca una mejora en la actividad.
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Ademas, también han sido muy utiles en el estudio del meca-
nismo del ARN interferente. En concreto, el uso de nucleétidos
modificados con grupos OMe en la posicion 2’ ha permitido
descubrir que la cadena pasajera tiene que ser cortada entre los
nucleotidos 9 y 10 para que pueda iniciarse el proceso.!*3] El uso
de este tipo de modificaciones en la cadena pasajera reduce sen-
siblemente la actividad de ARNasa del complejo RISC, ya que,
debido al mayor volumen de los grupos OMe, el cation Mg?",
necesario para la actividad de ARNasa, no puede ocupar la
posicion adecuada dentro del complejo RISC.1* El efecto en
la actividad de ARNasa es tan significativo que se han utilizado
cadenas pasajeras con este tipo de modificaciones en la parte
central como inhibidores del proceso de ARN interferente.[3”]
En el caso de usar modificaciones con un grupo fliior en la
cadena pasajera la actividad de ARNasa no se ve inhibida,
posiblemente debido a que el tamafio de este grupo es menor y
en este caso el cation Mg?" puede ocupar su posicion.[3®]
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Figura 3 . Modificaciones quimicas en el azucar.

Los derivados fluorados han mostrado buena actividad en
experimentos en cultivos celulares, posiblemente como con-
secuencia de su mayor estabilidad en suero comparada con
sus analogos sin modificar (Figura 3). No obstante, en algu-
nos casos, esta diferencia de actividad no ha podido obser-
varse en experimentos en animales, lo que puede deberse a
la mala farmacocinética de los pARNis modificados con este
grupo.[*’1 También se han utilizado compuestos fluorados con
la configuracion opuesta dando lugar a los derivados FANA,
que presentan una mayor estabilidad en suero mientras que
no reducen la actividad cuando se incorporan en la cadena
pasajera o en los extremos de la guia.[*(]

En la posicion 2’ también se han introducido otras
modificaciones mas voluminosas, como cadenas alquilicas
(MOE),*! alilicas*l o grupos aromaticos,[*}] pero en estos
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casos, debido al mayor tamaiio de estos derivados, es necesa-
rio colocarlos en posiciones terminales o en la cadena pasaje-
ra para evitar que la actividad disminuya.

Otra modificacion interesante es la que involucra la for-
macion de un puente entre el hidroxilo de la posicion 2’y el
carbono 4’ del azticar (Figura 3). Estas estructuras se conocen
como acidos nucleicos de conformacion restringida (Locked
Nucleic Acids, LNA) y, ademas de ser mas estables frente a la
degradacion, aumentan significativamente la estabilidad de los
duaplex formados entre cadenas modificadas con estos deriva-
dos.[**l Es importante tener en cuenta que el nimero de este
tipo de modificaciones debe mantenerse en el minimo para
que la actividad de ARN interferente no se vea afectada.[*]

El resto de posiciones de la estructura del aztcar también
se han modificado, aunque en menor medida (Figura 3). Por
ejemplo, el anillo de furano se ha sustituido por tiofeno,*®]
por un anillo de seis miembros como los derivados del
altritol (ANA)#71 o0 por un derivado abierto de ribosa
(Unlocked Nucleic Acids UNA).[48]

Como puede verse, el uso de las modificaciones quimicas
esta enfocado principalmente a aumentar la estabilidad en
suero, pero adicionalmente pueden aportar otras propiedades
muy positivas de cara a su uso como terapia. En particular,
dependiendo del tipo de modificacion, éstas pueden interaccio-
nar con proteinas presentes en la sangre y mejorar su biodistri-
bucion e incluso facilitar su translocacion en el citoplasma celu-
lar. También se ha comprobado que el uso de modificaciones
quimicas puede reducir los efectos secundarios derivados de la
inhibicion de un gen distinto al deseado (off-target effects).[*"]
Este efecto se ha observado cuando las modificaciones se
incorporan en la region semilla de la cadena guia.

Por otro lado, también se ha descrito que la introduccion
de modificaciones en el extremo 5’ puede reducir significati-
vamente la inhibicion de genes no deseados. Esto se debe a
que el proceso de seleccion de la cadena guia por el complejo
RISC no es perfecto y una pequeiia proporcion de la cadena
pasajera puede incorporarse en su interior. Cuando esto tiene
lugar el complejo RISC activo inhibe el gen complementario
a la cadena pasajera, lo que puede tener consecuencias fatales.
Mediante la metilacion del hidroxilo 5’ del azucar en el extre-
mo 5’ de la cadena pasajera se bloquea la fosforilacion por
quinasas de esta posicion y, por tanto, su incorporacion en el
complejo RISC,% ya que se ha observado que la cadena guia
presenta un grupo fosfato en esta posicion. La introduccion
de este tipo de modificaciones se ha mostrado mas eficaz a
la hora de dirigir la entrada de la cadena guia en el complejo
RISC que las aproximaciones basadas en la estabilidad térmi-
ca de los extremos 5’ comentada anteriormente.

Modificaciones en el enlace fosfato

Dado que la degradacion de las cadenas de ARN se produce
por la ruptura de los enlaces fosfodiester, varias modificacio-
nes se han centrado en aumentar la estabilidad de este enlace.
Dentro de estas modificaciones, los fosforotionatos (Figura 4)
han gozado de cierta popularidad,3*'T heredada de las técnicas
de antisentido,’!! donde la introduccion de estos derivados
mejoraba tanto la estabilidad®?) como la farmacocinética de
los oligonucleotidos debido a su interaccion con proteinas pre-
sentes en el suero.53] En el caso de los pARNis no se ha obser-
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vado una mejora clara en la biodistribucion**! y en cuanto a la
estabilidad so6lo se ha visto mejorada en el caso de los duplex
de pARNis, ya que este grupo no estabiliza cadenas simples de
ARN.[*] Ademas, se ha observado cierta toxicidad cuando se
introducen varias modificaciones en un pARNi.[*?l Por otra
parte, el grupo boranofosfato ha mostrado unas propiedades
muy interesantes, ya que puede ser utilizado en diversas posi-
ciones de ambas cadenas del pARNi, dando lugar a pARNis
mas activos que los modificados con fosfotionatos, pero sin la
citotoxicidad anteriormente comentada.!>]

Otro grupo utilizado en la conexioén de nucledtidos es el
enlace amida, el cual se ha utilizado exclusivamente en los
extremos 3’ de los pARNi, aportando una mayor resistencia
a exonucleasas.[>®]

T
0'\(5'3355
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e
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>

i
o
5y o

$-R=0 HsB-P=0 =0
a /
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Fosforotionato Boranofosfato Enlace amida

Figura 4. Modificaciones en el enlace fosfato.

Modificaciones en la nucleobase

Las modificaciones en la nucleobase no son tan habituales
como las comentadas anteriormente debido a que el mayor
esfuerzo en el desarrollo de modificaciones estd enfocado a
aumentar la estabilidad de los siRNAs en suero, y mediante la
modificacion de las nucleobases no es de esperar (a priori) un
gran efecto estabilizante, ya que se encuentran alejadas de los
grupos que intervienen en la ruptura del enlace fosfodiester. A
pesar de ello su uso puede dificultar el reconocimiento de los
pARNIis por ARNasas y conferir, por tanto, una mejora en la
estabilidad en suero. Por otra parte, este tipo de modificacio-
nes pueden aportar informacion de la estructura del complejo
RISC asi como del proceso de reconocimiento de la secuencia
de ARN mensajero, puesto que interaccionan tanto con el
complejo proteico como con el ARN mensajero.

Entre las modificaciones utilizadas se encuentran los deri-
vados bromados y yodados en la posicion 5° del uracilol71y,
recientemente, los derivados con un resto metilo y propilo en
esta posicion (Figura 5).°% Estos grupos estabilizan la for-
macion del diplex y confieren una mayor estabilidad frente
a ARNasas. También se han utilizado tio-derivados de ura-
cilo,*1 que han mostrado una mayor afinidad por la cadena
diana aumentando la actividad y especificidad del proceso.

Entre este grupo de modificaciones es interesante destacar
el uso de los derivados de benceno dihalogenados, como el
2,4-difluorobenceno (Figura 5). Este derivado es un analogo
no polar del uracilo, ya que presenta el mismo tamafio y
forma que el uracilo, pero la ausencia de grupos polares le
impide formar enlaces de hidrogeno con su base complemen-
taria (adenina). Este derivado ha permitido estudiar el papel
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Figura 5. Modificaciones en la nucleobase.

del enlace de hidrégeno en el reconocimiento del ARN men-
sajero y en la actividad.[9] De los trabajos desarrollados por
el grupo del Prof. Kool en esta linea se deduce que el enlace
de hidrogeno es vital en las posiciones centrales de la cadena,
pero no asi en otras, como en los extremos. Esto se debe a
que la actividad de ARNasa so6lo puede producirse cuando
los ribonucledtidos del ARN mensajero estan orientados de
la forma adecuada y ésto se consigue mediante la interaccion
favorable entre la cadena guia y el ARN mensajero debida a
los enlaces de hidrogeno. En estos trabajos se ha observado
que el reconocimiento entre el ARN mensajero y la cadena
guia en la posicion 7 de la cadena guia esta preferentemente
controlada por efectos estéricos. En particular, cuando se
utilizaron los analogos fluorado se observd que la selectivi-
dad frente a ARN mensajeros mutados en esa posicion no se
veia disminuida por la ausencia de enlaces de hidrogeno. De
hecho, se conseguia una discriminacion total entre secuencias
sin mutaciéon y mutadas a guanina, mientras que los siRNAs
sin modificacién eran incapaces de discriminar esta muta-
cion. Esta discriminacion entre nucleobases era mas notable
cuando se utilizaba el derivado de diclorobenceno,°!! debida
posiblemente al aumento de tamaio de la nucleobase.

Estos resultados son interesantes desde el punto de vista
de la investigacion basica, puesto que aportan informacion
estructural del complejo RISC asociado a la cadena guia y
al ARN mensajero. Los resultados obtenidos sugieren que el
complejo RISC fuerza la aproximacion entre la cadena guia
y el ARN mensajero en torno a la posicion 7, con lo que la
estabilizacion por enlace de hidrégeno pasaria a un segundo
plano, siendo mas significativos los efectos estéricos.>]
Adicionalmente, estos resultados también son interesantes
desde un punto de vista mas aplicado, ya que podria utilizarse
este tipo de derivados para discriminar genes mutados e inclu-
so reducir los off-target effects mencionados anteriormente.

El uso de derivados fluorados para estudiar enlaces de
hidrégeno puede no ser perfecto ya que es posible que haya
alguna interaccion estabilizante entre los atomos de fluor de
una molécula y los hidrogenos de otra. Ademas, otro tipo
de interacciones estabilizantes como pueden ser las fuerzas de
apilamiento (7z-stacking) pueden estar jugando algtin papel. A
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pesar de estos riesgos, que siempre hay que tener en cuenta,
este modelo es una estrategia excelente para el estudio del
papel de los enlaces de hidrégeno en procesos bioldgicos, que
ha sido ampliamente utilizada en otros trabajos con ADN,[0%]
como en el estudio de polimerasas. Ademas, su uso con ARN
ha permitido obtener la estructura de rayos-X de un duplex
donde la base de un ribonucledtido ha sido sustituida por el
difluorotolueno en la que no se observa enlace de hidréogeno
con la base complementaria.[®3] Por tanto, la estabilizacién
debida al enlace de hidrogeno en este tipo de experimentos
parece descartada.

Por otra parte, recientemente hemos estudiado la inte-
raccion de diversas modificaciones con el dominio PAZ del
complejo RISC y su efecto en la actividad de ARN interfe-
rente. Para ello se introdujo en el extremo 3’ de la cadena
guia un aminodiol modificado con grupos de diverso tamafio
como son el pireno, antraceno, naftaleno, trifluorometilben-
ceno, flurorobenceno y metilo.[%1 En el dominio PAZ exis-
ten diversos residuos aromaticos que pueden interaccionar
con estos grupos, estabilizando el complejo RISC-cadena
guia. Los experimentos mostraron que los pARNis modifi-
cados con los grupos de mayor tamafio daban lugar a la inhi-
bicion génica de manera menos eficiente. Este efecto puede
deberse a efectos estéricos o a efectos estabilizantes debido
a una interaccion favorable entre los grupos aromaticos de la
cadena guia y el bolsillo del dominio PAZ. Esta interaccion
favorable puede dificultar la liberacion de la cadena guia
del dominio PAZ durante el proceso de ARN interferente,
lo cual es necesario para que el complejo adopte la con-
formacion adecuada y tenga lugar el proceso. En nuestro
caso nos inclinamos por el efecto estabilizante, ya que las
modificaciones utilizadas deberian encajar en el bolsillo del
dominio PAZ facilmente y ademas estabilizar su interaccion
mediante fuerzas de apilamiento (7z-staking).

Otras modificaciones

Finalmente, cabe mencionar brevemente otras modifica-
ciones que, aunque no estan integradas a la estructura de los
pARNis, aportan una funcionalidad interesante. Entre éstas
hay que destacar los derivados conjugados que mejoran la
biodistribucion e internalizacion a las células de los pARNis
como son los derivados de colesteroll®], determinadas secuen-
cias péptidicas,®] carbohidratos,[®”) anticuerpos, 8] asi como
diversas nanoestructuras (nanoparticulas,[®] nanotubos!”"! y
puntos cudnticos!’!l). También es necesario resaltar el uso de
un derivado foto-labil en los pARNis que permite iniciar el
proceso de inhibicion de la expresion génica mediante irra-
diacién con luz.[7?!

Conclusiones

El ARN interferente tiene unas grandes posibilidades de
convertirse en una de las herramientas terapéuticas mas poten-
tes del futuro. No obstante, sera necesario mejorar aun ciertos
aspectos relacionados con la estabilidad, biodistribucion y
selectividad, para que los pARNis puedan alcanzar las células
diana, atravesar la membrana lipidica e inhibir unicamente
el gen deseado de una manera eficiente. Para ello, el uso de
pARNIis modificados quimicamente parece ser fundamental.
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