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tivacién y localizacién nuclear de p-catenina. Los Wnt
que mas frecuentemente activan esta via en melanoma
son Wntl y Wnt3a. Originalmente se considero que la
via canoénica tenia un rol prooncogénico pero en la ac-
tualidad su rol se encuentra sujeto a debate (10).

La activacion constitutiva de la via no-canonica, fun-
damentalmente a través de Wntba, también es una ca-
racteristica distintiva de melanoma aunque se descono-
cen en profundidad los mecanismos moleculares
involucrados. La expresion de otros Wnt “no canénicos”
asociados a otros tipos de tumores como Wnt2, Wnt4,
Wnt7b y Wntll no ha sido estudiada en melanoma.
Wntba se encuentra sobreexpresada en melanoma (pre-
sumiblemente por la accién de STAT3) e induce au-
mentos en la adhesion, motilidad e invasion, la activacion
de EMT (Transiciéon Epitelial-Mesenquimal), la inhibi-
cién de la expresion de supresores de metdstasis como
Kiss-1 y el aumento de expresion de activadores de me-
tastasis como CD44 (11). Muchos de estos efectos son me-
diados por la activacion de PKC, aunque persisten dudas
sobre que isoforma es la involucrada. Sin embargo, debe
hacerse notar que algunos de los experimentos en estos
trabajos fueron realizados induciendo la sobreexpresion
de Wntba en células que naturalmente expresaban altos
niveles de este ligando, lo cual relativiza el significado de
estas conclusiones. Interesantemente, la deteccion de
Wntba en biopsias se correlacion6 directamente con es-
tadios mas avanzados e inversamente con la sobrevida del
paciente. La sobreexpresion de Wntba en los tumores es
localizada y ocurre en sitios de invasion activa y las célu-
las muestran caracteristicas morfolégicas asociadas a un
comportamiento agresivo. Los receptores de Wntba ca-
racterizados hasta el presente en melanoma son Fzdb y
Ror2. La expresion de este ultimo no solo correlaciona
con la de Wntba sino que es necesaria para la inducciéon
de metastasis de células B16 dependiente de Wntba.
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Resumen

La interferencia del ARN es un fenémeno por el cual pe-
quefias moléculas de ARN doble cadena inhiben la expresién
génica de manera secuencia especifica. Esta via se en-
cuentra altamente conservada en los organismos eucariotas.
Existen varios tipos de ARN interferentes, entre ellos se en-
cuentran los shARN (del inglés short hairping RNA) que a su
vez, dan lugar a los siARN (del inglés small interfering
RNA). La activacién de esta via de manera exdégena consti-
tuye una estrategia prometedora para el tratamiento de mul-
tiples enfermedades humanas tales como el cancer, las in-
fecciones virales, las enfermedades autoinmunes y
neurodegenerativas. En el presente articulo se realiza la
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descripcién de estas pequefias moléculas, asi como también
de la via involucrada y cuales son los efectos de su activa-
cion. También se explican los problemas que presenta su
aplicacién y las perspectivas de su uso como agentes tera-
péuticos.

Palabras clave: iARN * siARN * shARN * silenciamiento gé-
nico * vectores virales * cancer

Summary

RNA interference is a phenomenon in which small double
stranded RNAs mediate sequence-specific regulation of
gene expression. This pathway is highly preserved in eu-
karyotic organisms. There are many types of interfering
RNAs, among them, shRNAs (short hairping RNA) which give
rise to siRNA (small interfering RNA). The exogenous acti-
vation of this pathway is a promising strategy as a treatment
for various human diseases such as cancer, viral infections,
autoimmune, and neurodegenerative diseases. In this article
these small molecules, the pathway involved and the effects
of their activation are described. In addition, the problems
and perspectives of their application as therapeutic agents
are presented.

Key words: iRNA * siRNA * shRNA * gene silencing * viral
vectors * cancer

Resumo

A interferéncia do ARN é um fenémeno pelo qual pequenas
moléculas de ARN cadeia dupla inibem a expressdo génica
de maneira sequéncia especifica. Esta via se encontra alta-
mente conservada nos organismos eucariotas. Existem varios
tipos de ARN interferentes, entre eles se encontram os
ShARN (do inglés short hairping RNA) que por sua vez, dao
lugar aos siARN (do inglés small interfering RNA). A ativa-
¢édo desta via de maneira exdgena constitui uma estratégia
promissora para o tratamento de multiplas doengas huma-
nas tais como o cancer, as infecgoes virais, as doengas au-
toimunes e neurodegenerativas. No presente artigo é reali-
zada a descrigdo destas pequenas moléculas, bem como da
via envolvida e quais sdo os efeitos de sua ativacdo. Também
se explicam os problemas que apresenta sua aplicagdo e as
perspectivas de seu uso como agentes terapéuticos.

Palavras chave: iARN * siARN * shARN * silenciamento gé-
nico * vetores virais * cancer

Interferencia del ARN

La interferencia del ARN (IARN) es un mecanismo
muy conservado en el cual moléculas pequenas de ARN
silencian la expresion génica de manera post-trascrip-
cional (1). Esta via ha sido reconocida como una de las
principales formas de regulacién de la expresion génica
en células eucariotas (2). Existen varios tipos de ARN pe-
quenos regulatorios. Entre ellos, se encuentran los ARNs
pequenos interferentes (siARN, del inglés small interfering
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RNAs) que consisten en moléculas de ARN doble ca-
dena de 21-23 nucleétidos con 2 6 3 nucleétidos libres en
el extremo 3~ de manera simétrica (3). También existen
los ShARN (del inglés short hairping RNA) que son ARNs
doble cadena que poseen una zona perfectamente com-
plementaria y un rulo que no presenta complementa-
riedad. Los shARNs son tomados en el citoplasma por
una enzima llamada Dicer, que es una ribonucleasa tipo
III, que corta el ShARN dando lugar al siARN (4). En-
tonces, los siARNs son incorporados a un complejo lla-
mado RISK (del inglés RNA-induced silencing complex)
cuyo nucleo catalitico esta constituido por la proteina Ar-
gonauta 2 (Ago2) que degrada una de las dos hebras.
Cual de las dos hebras es degradada se determina por las
propiedades termodinamicas de las terminales del siARN
que, a su vez, determinan su orientacion dentro del Ago2
y cual de las dos hebras va a servir como hebra guia (5).
Esto da lugar a un complejo RISK activado que contiene
un fragmento de ARN simple cadena que es antisentido
con respecto al ARN mensajero (ARNm) blanco (6).
Este complejo permite la unién con el ARNm y Ago?2
rompe la unién fosfodiéster del ARNm que se ubica en
el medio del sitio de reconocimiento siARN:ARNm. Los
fragmentos del ARNm resultantes son liberados, y, por
ende, son degradados al ser reconocidos como trans-
criptos aberrantes. El complejo activado puede actuar so-
bre varias moléculas de ARNm de manera sucesiva, am-
pliando el efecto de silenciamiento (7).

Por otro lado, ademas del efecto post-transcripcional,
los siARNs promueven la modificacion del ADN, facili-
tando el silenciamiento de la cromatina, mediante la ex-
pansion de segmentos de heterocromatina, a través del
complejo RITS (del inglés RNA-induced transcriptional si-
lencing) (8).

Silenciamiento génico selectivo

Conociendo la existencia de este tipo de mecanismo
en los organismos, se penso en la posibilidad de regu-
lar la expresion de ciertos genes induciendo esta via por
medio de la introduccion de siARNs de manera exo-
gena. Esto podria permitir contrarrestar la sobreex-
presion de genes que se observa en distintas patologias,
entre ellas, el cancer. La interferencia de la expresion
del ARN pude ser lograda de dos formas: 1) mediante
la introduccioén al citoplasma de siARNSs, o 2) mediante
la incorporacion al nicleo de casetes que codifiquen
shARNs. En ambos casos, el mecanismo de ARNi s6lo
permite una inhibicién parcial o knock down de la ex-
presion del gen de interés, a diferencia de las técnicas
existentes de knock out (9).

Se debe tener en cuenta que la eficacia del siARN di-
senado depende de la accesibilidad de la zona de apa-
reamiento en el ARNm, de la presencia de estructuras
secundarias o de su asociaciéon con proteinas.
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Efectos inespecificos (off-target)

Los siARNSs y los shARNs, pueden producir una re-
duccion no deseada de la expresion de algunos genes
cuya secuencia es similar a la reconocida por siARN, de-
bido al corte del ARNm correspondiente o por la inhi-
bicion de su traduccion (10) (11). Estos efectos pueden
reducirse mediante la modificaciéon quimica del se-
gundo residuo de la hebra activa del siARN, sin afectar
al silenciamiento del ARNm especifico (12). Ademas, es
necesario eliminar en el diseno todos los siARNs que
presenten una cierta similitud con las moléculas de
ARNmMm no buscadas, mediante la utilizacion de BLLAST.

El problema de la llegada a destino

Los siARNs son moléculas cargadas negativamente
que no pueden a penetrar facilmente las membranas li-
pidicas celulares sin algin compuesto carrier que las
asista. Ademas, los siARNs que no se modifican quimi-
camente generalmente son degradados por las ARNa-
sas presentes en el suero. A su vez, se debe tener en
cuenta la dificultad adicional que representa la admi-
nistracion in vivo de siARNS, ya sea que se realice de ma-
nera sistémica o localizada.

In vitro, estas dificultades pueden ser superadas para
la mayoria de los tipos celulares si los siARNs se unen a
reactivos lipidicos catiénicos. Sin embargo, existen mu-
chas limitaciones en el uso de esta estrategia debido a la
falta de especificidad con respecto al tipo celular que se
pretenda como blanco del tratamiento, como asi tam-
bién, debido a la toxicidad de muchos de estos reactivos.

Con el fin de lograr una mayor especificidad de los
siARNs por la poblacién celular blanco in vivo, se ha de-
sarrollado una serie de estrategias que incluyen la con-
jugacion de los siARNs a agentes que reconocen de
manera especifica moléculas presentes en la superficie
celular de la poblacién blanco, como por ejemplo an-
ticuerpos, ligandos y aptameros.

La duracién del efecto de silenciamiento

Las formas antes mencionadas de administracion de
los siARNs llevan a un silenciamiento transitorio, ya
que la concentracion intracelular de los siARNs va a ir
disminuyendo debido a las divisiones celulares y a su de-
gradacion. Por el contrario, si se logra que la poblacion
blanco exprese los shARNs de interés, esto va a permi-
tir que el efecto de silenciamiento dure hasta tanto la cé-
lula los transcriba. Esto es una cualidad ideal para el tra-
tamiento de enfermedades cronicas. En este contexto,
los virus y vectores derivados de los mismos constituyen
un sistema que permite no sélo superar el problema de
atravesar la membrana plasmatica, sino también de pe-
netrar la envoltura nuclear resultando en la incorpora-
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cion de la secuencia que codifica para el shARN al ge-
noma, posibilitando la expresion de los shARNs de ma-
nera estable.

El diseno de vectores virales fue posible gracias al des-
cubrimiento de que la expresion de shRNAs induce la
maquinaria de ARNi (13). Esta estrategia involucra el
clonado de un oligonucleétido que codifica para el
shARN en un plasmido o vector viral que permite la ex-
presion endogena del shARN, que luego es procesado
en el citoplasma de la célula hospedadora, dando lugar
a los siARNS.

Perspectivas terapéuticas

Un gran numero de trabajos constituyen la prueba
de que el mecanismo de ARNi puede ser potencial-
mente utilizado para el tratamiento de una gran varie-
dad de enfermedades (14)(15). Mas aun, algunos
siARNs ya estan siendo utilizados en pruebas clinicas
(16). Particularmente, en nuestro laboratorio, teniendo
como modelo de trabajo al melanoma humano, nos
propusimos estudiar los beneficios del silenciamiento
de factores proangiogénicos que se encuentran sobre-
expresados en este tipo de cancer como posible terapia,
ya que estos genes contribuyen al desarrollo y progre-
sion de la enfermedad. Con este fin, hemos desarro-
llado algunos shARNs que tienen como blanco a uno de
estos factores y, utilizando vectores virales derivados de
retrovirus, se lograron establecer lineas celulares que ex-
presan de manera estable el shARN y que muestran un
silenciamiento de entre el 75y el 95% que, a su vez, co-
rrelaciona con un aumento en la apoptosis.

Sin embargo, y a pesar del gran potencial de estas téc-
nicas, existen grandes limitaciones en el uso de siARNs
debido a las fallas con respecto a la seguridad y efectivi-
dad de los métodos para su administracion especifica en
los tejidos o tipos celulares deseados. A pesar de estas di-
ficultades consideramos que, con el continuo avance en
las investigaciones, estas dificultades podran ser supera-
das y que el uso de siARNs y shARN dard lugar a trata-
mientos efectivos contra enfermedades humanas.
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Resumen

La angiogénesis es un proceso complejo caracterizado por
una cascada de eventos que Ilevan a la activacion, prolife-
racién y migracion de células endoteliales y al remodelado
y estabilizacién del tejido vascular. Recientes intentos por es-
timular angiogénesis se han enfocado en la entrega de fac-
tores de crecimientos tales como el factor de crecimiento en-
dotelial (VEGF) y el factor de crecimiento fibroblastico basico
(bFGF), terapia génicay terapia basada en células, pero es-
tos procedimientos son caros y los mecanismos de entrega
Optimos son aln poco comprendidos, por lo tanto, contar con
estrategias mas sencillas y menos costosas para inducir an-
giogénesis, representarian una muy buena alternativa al uso
de factores de crecimientos costosos para estimular la neo-
vascularizacién en un tejido en reparacion. Los vidrios bio-
activos han sido ampliamente investigados para la regene-
racién de tejido 6seo, sin embargo ha habido poca
investigacién en la aplicacién de los vidrios biactivos para re-
parar tejidos blandos altamente vascularizados y particular-
mente, la influencia que tienen sobre la neovascularizacion.
Sin embargo recientes trabajos han mostrado la habilidad de
los vidrios bioactivos para promover angiogénesis lo cual es
critico para numerosas aplicaciones en la reparacién de he-
rida y en estrategias para la ingenieria de tejidos. Este arti-
culo, en la primera parte; presenta una vision general de los
vidrios bioactivos haciendo énfasis en las caracteristicas
que determinan la bioactividad de los vidrios de silicato bio-
activos y en la segunda parte, revisa la evidencia existente
en la bibliografia sobre estudios que han demostrado el po-
tencial de los vidrios bioactivos, particularmente el 45S5
Bioglass® de estimular la angiogénesis, a través de sus
productos de disolucién iénica.

Palabras clave: angiogénesis * vidrios bioactivos * bioglass *
reparacion y regeneracion de tejidos * ingenieria de tejidos

Summary

Angiogenesis is complex multi-step process that involves en-
dothelial cell activation, dissolution of surrounding basement
membrane, increased endothelial cell proliferation and mi-
gration, tube formation to form a vascular network. Recent
attempts to stimulate angiogenesis have focused on the de-
livery of growth factors and cytokines, such us vascular en-
dothelial growth factor (VEGF) and basic fibroblast growth
factor (bFGF), gene therapy and cells-based therapy. How-
ever the growth factors are expensive and the optimal deliv-
ery strategies are unclear. Therefore use others easier and
cheaper strategies to induce angiogenesis could provide
and alternative approach to the use of expensive growth fac-
tor for stimulating neovascularization of wound repair. While
the bioactive glasses have been extensively investigated for
bone repair and regeneration, there has been relatively lit-
tle research on the application of bioactive glass to highly
vascularized soft tissues repair and particularly, the effect on
the neovascularization. However, there is emerging evidence
in the literature that the use of bioactive glasses in bioma-
terial-based tissue engineering strategies may improve the
vascularization, it is the major limitation of tissue engineer-
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