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2
Acidos nucleicos terapéuticos

CONCEPTOS POR ESTUDIAR

v Acidos nucleicos terapéuticos.
v/ Suplementacién génica.

v’ Supresion génica.

v/ Edicién génica.

Objetivos para el aprendizaje

* Ser capaz de diferenciar entre procesos de suplementacion, supresion y edicion génica.

* Conocer los tipos de acidos nucleicos disponibles para terapia génica.

¢ Identificar los componentes minimos que tiene que tener un plasmido de ADN.

* Poder distinguir entre las diferentes estrategias para inhibir la expresion de un gen median-
te ARN de interferencia.

* Ser capaz de identificar los diferentes tipos de herramientas disponibles para llevar a cabo
la edicion génica.

2.1. Acidos nucleicos como agentes terapéuticos

Los dcidos nucleicos terapéuticos son acidos nucleicos o compuestos estrechamente relacionados
que se utilizan para tratar o prevenir una determinada enfermedad. Pueden estar basados en ADN
o en ARN. Excepto en el caso de los plasmidos de ADN para expresar una determinada proteina,
comparten un mecanismo de acciéon comun, basado en el reconocimiento de acidos nucleicos
endogenos por interaccion especifica entre pares de bases segun el modelo de Watson y Crick. Son
moléculas cargadas, de alto peso molecular y con caracteristicas fisicoquimicas muy diferentes a
los farmacos tradicionales (mucho mas pequefios). Son inestables en el medio biologico, y deben
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acceder a un compartimento intracelular especifico (generalmente el citoplasma o el nucleo); por
ello, el desarrollo de productos terapéuticos con acidos nucleicos es mucho mas costoso y lento, y
el proceso de aprobacion para la realizacion de ensayos clinicos por parte de las administraciones
sanitarias regulatorias es mucho mas complejo.

En funcion de la enfermedad a la que van destinados, el objetivo de los acidos nucleicos
terapéuticos puede ser:

— Suplementacion génica.
— Supresion génica.
— Edicion génica.

2.2. Suplementacion génica

Con la suplementacion génica conseguimos expresar una secuencia nucleotidica para inducir la
produccion de una determinada proteina que no se expresa o que se sintetiza de forma defectuosa
en un paciente, y asi revertir los sintomas de la enfermedad. La suplementacion génica se puede
conseguir con la administracion de pldasmidos de ADN o ARN mensajero (ARNm).

2.2.1. Pldsmidos de ADN

Son constructos de ADN de doble cadena, con alto peso molecular, que contienen genes exogenos
o transgenes, y que codifican proteinas especificas. Desde un punto de vista molecular, se pueden
considerar como profdrmacos, que, tras la internalizacion celular, utilizan los procesos de trans-
cripcion y traduccion de ADN de la célula para dar lugar a la proteina terapéutica, pero que se
replican de manera independiente al cromosoma de la célula hospedadora. Para ello, es necesario
que el plasmido sea capaz de llegar al nucleo de la célula, siendo la internalizacion nuclear uno de
los pasos limitantes que controlan la eficacia de la expresion génica. El ADN penetra en el nucleo
celular principalmente durante la mitosis; por tanto, la expresion de la proteina es mas efectiva en
células con alta tasa de division.
Un plasmido estd formado por al menos los siguientes elementos:

— Origen de replicacion (ORI). Es una secuencia de ADN que permite la iniciacion de la
replicacion de manera independiente al ADN cromosémico.

— Gen marcador de seleccion. Generalmente es un gen de resistencia a un antibiotico. Per-
mite la identificacion y seleccion de las células que contienen el fragmento de ADN de
interés.

— Sitio de multiclonacion. Es un pequeio segmento de ADN que contiene varios sitios de
restriccion para una insercion facil del ADN de interés.

— Gen de interés.

— Promotor. Es el que dirige la transcripcion del gen. Es un componente de vital importancia
para la expresion, ya que determina en qué tipo de célula se expresa el gen y la cantidad de
proteina recombinante obtenida.
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En la figura 2.1 se recogen los principales elementos de un plasmido de ADN.
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FIGURA 2.1. Componentes minimos de un pldsmido de ADN.

La produccion y purificacion de plasmidos es relativamente sencilla. Los mayores inconve-
nientes estan relacionados con su degradacion rapida y su expresion a lo largo del tiempo.

Los plasmidos de ADN pueden utilizarse para tratar enfermedades debidas al déficit de una
proteina como consecuencia de la mutacion de un gen. Por ejemplo, en la hemofilia A, por una mu-
tacion en un gen, no se produce el factor VIII de la coagulacion. La administracion de un plasmido
con el gen que codifica para el factor VIII dard lugar a la formacion de este, revirtiendo los sinto-
mas de la enfermedad. También se pueden utilizar en otras enfermedades mas complejas, como las
enfermedades cardiovasculares, la enfermedad de Parkinson o el Alzheimer, entre otras, en las que
la expresion de una determinada proteina es capaz de producir una mejora en la enfermedad. Por
ejemplo, el factor de crecimiento de endotelio vascular (VEGF) se ha evaluado en el tratamiento
de la enfermedad arterial coronaria, y la tirosina GTP-ciclohidrolasa 1 dopa descarboxilasa para
el tratamiento de la enfermedad de Parkinson. Los plasmidos de ADN también se pueden utilizar
en vacunacion (vacunas de ADN, en las que se administra un plasmido que codifica una proteina
inmunogénica para inducir inmunidad tanto celular como humoral).

2.2.2. ARNm

La utilizaciéon de ARNm para producir una proteina especifica en las células es también una pro-
metedora estrategia para el tratamiento de numerosas enfermedades. Para ejercer su efecto, no
es necesario que el ARNm acceda al nucleo, uno de los pasos mas limitantes en el proceso de
transfeccion con ADN, por lo que esta es generalmente mas rapida y mas efectiva, aunque tam-
bién menos duradera. Ademas, no se integra en el genoma de la célula hospedadora, que se asocia
con riesgo de mutagénesis, lo que le confiere una importante ventaja desde el punto de vista de la
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seguridad. Otra diferencia con respecto al ADN es que el ARNm induce la expresion de la protei-
na tanto en células que se dividen como en células que no se dividen. Por todo ello, el ARNm se
considera una estrategia terapéutica mds potente y mas segura que el ADN.

El ARNm puede ser sintetizado facilmente a partir del ADN que codifica la proteina de inte-
rés. Ademas, puede ser modificado para mejorar la estabilidad, incrementar la eficacia, y reducir
la inmunogenicidad. Sin embargo, su produccion a gran escala con alta reproducibilidad bajo
Normas de Correcta Fabricacion (NCF) es todavia una limitacion.

En células eucariotas, el ARNm puede interaccionar con receptores relacionados con el sis-
tema inmune (por ejemplo, los Toll-like receptors 3), lo que les confiere propiedades inmunoad-
yuvantes. Asi, el ARNm puede ser utilizado para expresar antigenos, lo que hace que pueda ser
aplicado en vacunacion, por ejemplo, en inmunoterapia para el cancer, vacunas profilacticas, o
protocolos de inmunosensibilizacion. También puede ser utilizado para transfectar células den-
driticas ex vivo para posteriormente ser reimplantadas en el paciente. Asi, en un ensayo clinico en
Fase I se demostr6 que células dendriticas maduras transfectadas mediante electroporacion con un
ARNm que codificaba un antigeno tumoral eran capaces de inducir respuesta inmune asociada al
tumor (células T) en pacientes con mieloma.

2.3. Supresion génica

El objetivo de supresion génica es disminuir o anular la expresion de una proteina especifica. Este
proceso (terapia antisentido) se puede conseguir con numerosas estrategias que incluyen:

— Oligonucledtidos antisentido.
Aptémeros.

Ribozimas.

— ARN circular.

ARN de interferencia (ARNI).

2.3.1. Oligonucleétidos antisentido

Los oligonucledtidos antisentido son fragmentos de ADN de cadena simple que tras la interna-
lizacion celular pueden inhibir de forma selectiva la expresion de una determinada proteina. En
el citoplasma celular interaccionan y forman un complejo con el ARNm o con el pre-ARNm,
bloqueando el proceso de traduccion, con la consiguiente inhibicion de la sintesis de la proteina.
En terapéutica, los oligonucledtidos se pueden utilizar para bloquear la expresion de una pro-
teina implicada en una determinada enfermedad. El primer producto a base de oligonucledtidos
aprobado para su uso en clinica en 1998 fue el fomivirsen, dirigido al tratamiento de retinitis por
citomegalovirus (CMV) en pacientes con sida. Es un oligonucledtido que se une al fragmento
IE2 del ARNm del CMYV, inhibiendo la replicacion viral, y se administra a nivel ocular mediante
una inyeccion intravitrea. Otro producto a base de oligonucledtidos es el mipomersen, que ac-
tua inhibiendo la sintesis de apolipoproteina B-100, un componente esencial de las lipoproteinas
de muy baja densidad (VLDL) y de baja densidad (LDL). Esta aprobado para el tratamiento de
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la hipercolesterolemia familiar homocigoética, una enfermedad genética autosémica dominante.
Otras enfermedades para las que se han evaluado los oligonucleodtidos son el cancer, la atrofia
muscular espinal y la hepatitis C, entre otras.

2.3.2. Aptémeros

Los aptameros, también llamados “anticuerpos quimicos”, son acidos nucleicos de doble cadena
(ADN) o de cadena simple (ARN) que pueden interaccionar directamente con las proteinas. En
comparacidn con los anticuerpos tradicionales, los aptameros son mas especificos, no son inmuno-
génicos, y presentan mayor estabilidad en las preparaciones farmacéuticas. Los aptameros pueden
interactuar directamente con las proteinas involucradas en el desarrollo de una enfermedad o con
sus factores de transcripcion. Los aptameros han sido evaluados como potencial tratamiento de va-
rias enfermedades como la infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana o la hepatitis B.
En el afio 2004, la Food and Drug Administration (FDA) aprob6 un aptamero para el tratamiento
de la degeneracion macular asociada a la edad (pegaptanib). Este compuesto se une al factor de
crecimiento del endotelio vascular (VEGF), con actividad angiogénica (formacion de vasos san-
guineos), inhibiendo por tanto la neovascularizacion.

2.3.3. Ribozimas

Son moléculas de ARN que actuan como enzimas, de tal forma que se unen al ARNm diana y lo
destruyen. Poseen una gran especificidad y un amplio rango de actuacion, y pueden ser utilizados
para silenciar genes. También se han utilizado para validar genes relacionados con determinadas
enfermedades como potenciales genes diana y disefiar nuevas estrategias terapéuticas. Entre otras
enfermedades, se han estudiado para el cancer, y para enfermedades viricas. Una limitacion de los
ribozimas es la inestabilidad, ya que son susceptibles de ser degradados por RNasas.

2.3.4. ARN circular

Normalmente las moléculas de ARN son lineales, con los extremos 3’y 5’ libres. El ARN circular
tiene un enlace covalente entre los extremos y se presenta en forma de anillo. Este hecho le con-
fiere resistencia a la degradacion por las exonucleasas, por lo que son mas estables y abundantes
en el citoplasma. Otra diferencia con el ARN lineal es que mayoritariamente es no codificante.
Recientemente se ha visto que los ARN circulares se unen a proteinas de union a ARN o com-
plejos de ribonucleoproteinas, actuando como “esponjas” de micro-ARN (miARN). Hasta este
momento, no existe ninguna molécula terapéutica aprobada por las agencias reguladoras basada
en ARN circular. Sin embargo, si se sabe que juegan un papel crucial en algunas enfermedades
humanas. Por ejemplo, el cANRIL, un ARN circular, es un factor de riesgo de arterioesclerosis.
Otros ARN circulares parece que estan implicados en la enfermedad de Alzheimer, Parkinson,
cancer colorrectal, y adenocarcinoma ductal pancreatico. Algunos estudios también indican que
los ARN circulares pueden ser unos potentes marcadores del envejecimiento.
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2.3.5. ARN de interferencia

El ARN de interferencia (ARNi) es un mecanismo de regulacion de la expresion génica que ha
tenido un gran impacto en el campo de la investigacion biomédica. Es un proceso natural que lleva
al silenciamiento de la expresion de un determinado gen por un mecanismo postranscripcional. El
ARNI fue descubierto por Fire y Mello, quienes publicaron sus trabajos en 1998 y recibieron el
Premio Nobel de Medicina en el afio 2006. El silenciamiento se puede producir con ARN endoge-
no o micro-ARN (miARN) o con ARN exo6geno (ARN de doble cadena o siARN —del inglés short
interfering—y horquillas de ARN o shARN —del inglés short hairpin-).

A) miARN

Los miARN son moléculas de ARN pequenas (entre 15 y 22 nucle6tidos), de una sola cadena
y no codificantes que existen de forma natural. Estas moléculas son parcialmente complementa-
rias a un ARNm, y su funcion es bloquearlo. Los miARN son transcritos en el nicleo por la ARN
polimerasa II, que origina un miARN primario (pri-miARN), que a su vez es procesado para dar
lugar a un pre-miARN por la enzima Drosha y el cofactor Pasha. Los pre-miARN son transporta-
dos al citoplasma por la exportina 5 y procesados por la RNasa de tipo III (Dicer) para obtener el
miARN. Estos se incorporan al complejo RISC (del inglés RNA induced silencing complex), que
separa las dos cadenas. Una de las cadenas se mantiene unida al complejo RISC y es la que ejer-
cerd la funcion de silenciamiento, y la otra se degrada. El mecanismo por el cual un miARN ejerce
su funcion depende del grado de complementariedad entre el miARN vy la region 3’-UTR de su
ARNm diana. Si la complementariedad entre ambas secuencias es completa, el ARNm diana sera
degradado por el RISC. Sin embargo, si el emparejamiento entre las bases no es perfecto, como
ocurre con la mayoria de los miARN de mamiferos, se producird la inhibicion de la traduccion. En
la figura 2.2 se representa el funcionamiento del miARN.

Los miARN pueden utilizarse como agentes terapéuticos, y tienen como ventaja su capa-
cidad para actuar sobre multiples moléculas, siendo por tanto muy eficientes en la regulacion
de diferentes procesos bioldgicos. Numerosos estudios han puesto de manifiesto la implica-
cion de los miARN en cancer, y de hecho han sido propuestos como potencial estrategia para
el tratamiento de esta enfermedad. También se ha observado que en otras enfermedades hay
una mayor expresion de miARN en los tejidos afectados que en los tejidos sanos, por ejemplo,
en diabetes, obesidad, Alzheimer, Parkinson, enfermedades cardiovasculares y enfermedades
autoinmunes.

B) siARN

Los siARN son moléculas pequenas de doble cadena formadas por 21-23 nucle6tidos, y son
generalmente producidos por sintesis quimica. En el citoplasma celular, el siARN se incorpora al
complejo RISC, y como ocurre con el miARN, este separa las dos cadenas y guia una de ellas al
correspondiente ARNm, degradandolo o inhibiendo la traduccion. La figura 2.3 recoge el meca-
nismo de actuacion del siARN.
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Los siARN son mas estables que los oligonucle6tidos de ADN, pero un inconveniente es que
pueden suprimir genes diferentes al gen diana debido a la similitud parcial de secuencias con otros
ARNm diferentes al ARNm diana. Ademads, son reconocidos por inmunorreceptores, como los
receptores tipo Toll, que inducen la liberacion de citoquinas y la alteracion de la expresion géni-
ca. Segln la base de datos de ensayos clinicos, un total de 40 siARN se encuentran en diferentes
etapas del desarrollo clinico y varios podrian recibir la aprobacion en los proximos afios. Entre las
indicaciones para las que van destinados los siARN en estudios clinicos estan la degeneracion ma-
cular asociada a la edad, el glaucoma, el carcinoma hepatocelular, la fibrosis hepatica, el sindrome
de ojo seco, el trasplante renal, el melanoma y el carcinoma ductal de pancreas.

C) shARN

Las horquillas de ARN o s2Z4RN estan formadas por dos secuencias complementarias de ARN
de 19-22 pares de bases unidas por un pequeno arco de 4-11 nucledtidos, formando una especie
de horquilla. Los shARN se sintetizan en la célula cuando se administra un plasmido de ADN, por
lo que debe ser capaz de llegar al nicleo, donde se expresa y da lugar a la formacion del shARN.
El shARN es procesado en el nicleo por la ARN polimerasa I o 111, que genera una estructura en
forma de horquilla que es procesada en el niicleo por un complejo que contiene la enzima RNasa I1
(Drosha), formandose un pre-shARN que es transportado fuera del nucleo por la exportina 5. Una
vez en el citoplasma, el complejo Dicer rompe la horquilla para dar el siARN correspondiente. La
figura 2.4 recoge el mecanismo de actuacion del shARN.
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FIGURA 2.4. Mecanismo de actuacién del shARN.
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En el higado, la administracion de un shARN frente al virus de la hepatitis C (VHC) ha sido
estudiado en un modelo de primate no humano de infeccion por el VHC, y propuesto para ensayos
clinicos. Sin embargo, debido a la alta eficacia de los nuevos medicamentos inhibidores del VHC,
los estudios estan siendo dirigidos al tratamiento de la hepatitis B. Otras enfermedades para las
que han sido estudiados los shARN son las distrofias musculares, la degeneracion macular asocia-
da a la edad, la retinitis pigmentosa, y algunas enfermedades neuronales.

2.4, Edicién génica

La tecnologia de edicion génica ha emergido recientemente como herramienta para el tratamien-
to de numerosas enfermedades. Esta tecnologia permite la modificacion del genoma de células
eucariotas de una manera muy precisa. Se basa en la utilizacion de nucleasas de edicién génica,
compuestas por un dominio que reconoce una secuencia especifica de ADN, y una nucleasa, que
produce un corte en la doble cadena. Tras la rotura del ADN, la reparacion se puede producir por
dos mecanismos: recombinacion homologa, o recombinacién no homdéloga. En la recombinacion
no homologa, se elimina la secuencia especifica, y puede ser utilizada para silenciar o corregir
un gen patogénico. En la reparacion homologa, se inserta una secuencia de ADN “donante” para
corregir un gen o para afiadir uno nuevo.
Existen cuatro tipos de nucleasas de edicion génica:

— Nucleasas de dedos de zinc (ZFN) (Zinc Finger Nucleases).

— Nucleasas tipo activadores de transcripcion (TALEN) (Transcription Activator-Like Effec-
tor Nucleases).

— Meganucleasas.

— Nucleasas de secuencias repetidas palindromicas cortas regularmente interespaciadas
agrupadas (CRISPR-Cas9) (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats).

2.4.1. Nucleasas de dedos de zinc

Las nucleasas de dedos de zinc (ZFN), conocidas como “tijeras moleculares”, son proteinas for-
madas por un dominio de unién a ADN (formado por varios dedos de Zinc, ZF) fusionado con
un dominio de rotura de ADN (habitualmente la enzima de restriccion FoklI). Los dedos de zinc
pueden disefiarse para la union especifica a una region del genoma, y esto provoca una rotura de
la doble cadena del ADN que se repara mediante recombinacion homologa u otro sistema de repa-
racioén del ADN. Una ventaja importante con respecto a la suplementacion y a la supresion génica
es que el efecto que produce es permanente.

Cada dedo de zinc contiene aproximadamente 30 aminoacidos, y reconoce una secuencia
especifica de ADN de 3 pares de bases, por lo que normalmente se asocian varios. Una vez que los
dedos de zinc se unen al ADN, la enzima de restriccion FokI es la que rompe el ADN. En general,
si hay mas de 3 modulos de dedos de zinc, se necesita generar dimeros de corte simétricos para
conseguir una mayor especificidad y eficiencia. Aunque los ZFN han demostrado su potencial
como “tijeras genéticas” en células de mamiferos, esta estrategia tiene limitaciones, ya que la
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secuencia de reconocimiento en el ADN tiene que contener la secuencia 5’-GNNGNNGNN-3".
Ademas, la construccion de ZFN es un procedimiento caro y largo. En la figura 2.5 se recoge el
funcionamiento de las ZFN.
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FIGURA 2.5. Mecanismo de funcionamiento de las ZFN.

2.4.2. TALEN

Se caracterizaron por primera vez en el patdogeno de plantas Xantomonas campestris, que lo
utiliza para promover su replicacion en las células huésped. EI dominio de union al ADN, deno-
minado TALE, contiene 34-35 aminoacidos por mddulo, dos de los cuales determinan la secuen-
cia especifica de reconocimiento de un par de bases del ADN. Al igual que los ZFN, también
utilizan Fokl como enzima de restriccion, aunque las TALEN son mas faciles de disefiar. No
obstante, ambas resultan dificiles de administrar en las células debido a su tamafo, complicando
la capacidad de generar multiples cambios genéticos simultaneos. El reconocimiento de un uni-
co par de bases de ADN por un TALE supone una ventaja para la seleccion de la region objetivo,
ya que se pueden generar secuencias personalizadas de TALE para reconocer secuencias geno-
micas Unicas; sin embargo, el complicado procedimiento de ingenieria genética necesario para
sintetizar un TALEN para el reconocimiento de una amplia variedad de secuencias de genes
hace que esta estrategia no sea muy accesible. Para resolver este problema, los investigadores
han desarrollado una libreria de plasmidos de TALEN que reconocen 14-18 pares de bases y que
pueden ser dirigidos contra 18 742 genes humanos. En la figura 2.6 se recoge el funcionamiento
de las TALEN.





