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RNA interferente: del descubrimiento
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El día 2 de octubre de 2006, la Asamblea Nobel del Instituto
Karolinska de Suecia anunciaba la concesión del Premio Nobel de
Fisiología y Medicina, de forma conjunta, a los investigadores esta-
dounidenses Profesores Andrew Z. Fire, de la Universidad de Stan-
ford en California, y Craig C. Mello, de la Escuela de Medicina en
la Universidad de Massachussets, por el descubrimiento del RNA de
doble banda o bicatenario (dsRNA) que actúa como supresor espe-
cífico de genes y que recibe el nombre de RNA interferente (RNAi)
(Figura 1). El mecanismo de RNAi se pone en funcionamiento cuan-
do se producen en la célula moléculas de dsRNA que activan la
maquinaria bioquímica que degrada aquellas moléculas de RNA
mensajero (mRNA) que llevan la misma información genética que el
dsRNA. Cuando estas moléculas de mRNA desaparecen, el gen co-
rrespondiente es silenciado y la proteína no se produce. La Acade-
mia sueca resalta que este nuevo mecanismo de regulación genética
y la enzimología del mismo juegan un papel fundamental en muchos
de los procesos celulares, desde la función fisiológica de células y
tejidos hasta el desarrollo de un organismo. Además el RNAi está
presente en plantas, animales y humanos, protege contra las infec-
ciones virales, y asegura la estabilidad genómica mediante el silen-
ciamiento de los elementos móviles o transposones. Actualmente el
RNAi de doble banda está siendo utilizado como herramienta para
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definir la función de cualquier gen celular, teniendo un gran impac-
to en la investigación biomédica, con posibilidades de aplicación
clínica en un futuro.

FIGURA 1. Los descubridores del RNAi, Craig C. Mello (a la izquierda) y Andrew
Z. Fire (derecha).

Los investigadores americanos publicaron el descubrimiento del
RNAi en la revista Nature en 1998 (1) (Figura 2), y en un tiempo
récord este hallazgo ha trascendido a todos los campos de las cien-
cias de la salud. En palabras de Mello, al anunciarle la concesión del
Nobel: «aunque hay muchas aplicaciones para el RNAi, aún desco-
nocemos sus mecanismos...; el observar que el silenciamiento fuera
transmitido de una generación a otra y se extendiera de un tejido a
otro fueron momentos maravillosos…; un aspecto apasionante es su
papel en los cambios evolutivos». Para Fire: «el beneficio más impor-
tante es que se harán muchos experimentos que nos dirán cosas im-
portantes…; hay en marcha varios estudios estupendos de ensayos
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en modelos animales y clínicos...; aunque es una investigación bási-
ca tiene la ventana abierta a su aplicación terapéutica». Es de resal-
tar que han transcurrido sólo ocho años desde el descubrimiento del
RNAi a la concesión del Nobel a dos jóvenes investigadores en la
plenitud de sus carreras científicas.

FIGURA 2. Artículo en «Nature» (1998) donde se describe el descubrimiento
del RNAi.
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Andrew Fire nació en abril de 1959 en Palo Alto, California,
creció en Sunnyvale, fue al Instituto Fremont, luego estudió en la
Universidad de California donde se graduó en matemáticas en 1978
con diecinueve años. Posteriormente se trasladó al Massachussets
Institute of Technology (MIT) donde obtuvo el grado de Doctor en
1983. Su etapa postdoctoral la realizó en el laboratorio de Biología
Molecular, Medical Research Council, dirigido por el Nobel Sydney
Brenner, «padre» de C. elegans. Desde 1986-2003 fue Profesor del
Departamento de Embriología de la Carnegie Institution de Was-
hington en Baltimore y posteriormente Profesor de Patología en la
Escuela de Medicina de la Universidad de Stanford. Los estudios de
su laboratorio se centran en los mecanismos por los que las células
y organismos responden a cambios genéticos, y especialmente en
entender los mecanismos moleculares de la maquinaria de RNAi y
su papel en la célula, usando el gusano C. elegans como modelo.

Craig Mello nació en 1960, estudió en la Universidad de Brown,
obtuvo su doctorado en 1990 por la Universidad de Harvard y realizó
su etapa postdoctoral en el Fred Hutchinson Cancer Research Center
de Seattle en el laboratorio de James Priess. Desde 1994 es miembro
del Centro del Cáncer en la Escuela de Medicina de la Universidad de
Massachussets en Worcester, y el año 2000 fue nombrado Profesor del
Instituto Médico Howard Hughes de la misma Universidad. El interés
de su laboratorio se centra en la regulación de la expresión genética
durante la embriogénesis del gusano C. elegans, con especial énfasis
en los mecanismos de interferencia genética.

ANTECEDENTES

Desde que se identificó al material genético como DNA en 1944
y su estructura en doble hélice por Watson-Crick en 1953 ha sido
fundamental entender cómo se produce el flujo de la información
genética del núcleo al citoplasma. Varios Premios Nobel han obteni-
do el galardón por sus contribuciones: al entendimiento de la sínte-
sis de RNA por Ochoa-Konrberg (1959), regulación de la expresión
génica por Jacob-Monod (1965), desciframiento del código genético
por Nirenberg-Khorana (1968), actividad catalítica del RNA por Alt-
man-Cech (1989) y el concepto de ribozima, y existencia de mRNA
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con secuencias interrumpidas (exones e intrones) por Sharp-Roberts
(1993). En los años ochenta se observó en bacterias que moléculas
pequeñas (unos 100 nucleótidos) de RNA pueden aparearse con se-
cuencias complementarias e inhibir la síntesis de proteínas. Este
proceso de activación antisentido también ocurre en células euca-
riotas, como se demostró por primera vez en 1993 con el gusano
C. elegans. Durante años se pensó que este modelo de regulación no
era común, hasta que se demostró la existencia de un gran núme-
ro de moléculas pequeñas de RNA. Aunque solamente un 2% del
genoma contiene secuencias codificantes para aproximadamente
30.000 genes, se transcribe cerca del 50% del genoma en RNA.
Muchos de estos transcritos no contienen una señal de lectura ORF
(open reading frame) por lo que no son traducidos a proteínas. Más
bien se trata de RNAs no codificantes (ncRNAs), que sin embargo
dan origen a RNAs biológicamente activos, incluyendo variantes que
pueden regular o silenciar a los genes codificantes.

El fenómeno de silenciamiento de genes fue descrito en plantas
en 1990 por el grupo de Rich Jorgensen, intentando aumentar el
color púrpura de petunias por introducción de un gen clonado que
producía un pigmento (2). Se observó que cuando se introducía en
la planta una copia extra del gen que codifica para la enzima que
participa en la producción de pigmentos de antocianina, chalcona
sintasa, las flores resultantes tenían colores variados, desde púrpura
a blanquecino. Debido a que tanto el gen introducido como el homó-
logo endógeno eran suprimidos, se llamó a este proceso co-supresión
génica o silenciamiento génico post-transcripcional (PTGS). Otros
científicos trabajando en la Universidad de Roma con el hongo Neu-
rospora crassa observaron que cuando introducían copias adicio-
nales del gen que codifica para el pigmento naranja que sintetiza el
hongo, los hongos transgénicos perdían su color naranja y se produ-
cían hongos blanquecinos. A este fenómeno lo llamaron «quelling»
o supresión (3). En 1995 el estudiante Sue Guo del laboratorio de
Kemphues en la Universidad de Cornell, estudiando la influencia
de genes específicos en desarrollo, demostró que cuando introducía
secuencias en forma de oligonucleótidos antisentido y sentido juntos
en C. elegans la supresión del gen de interés era mayor que cuando
introducía los oligos sentido o antisentido de forma individualiza-
da (4). Ninguno de los grupos anteriores fue capaz de dar una expli-
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cación al fenómeno de supresión que observaron en sus experimen-
tos. Serían Fire-Mello los que demostrarían en 1998 la existencia del
RNA interferente como explicación de este proceso de control selec-
tivo de la expresión génica (1).

DESCUBRIMIENTO DEL RNA INTERFERENTE

La publicación en Nature (1998) del artículo de Fire-Mello y
colaboradores, titulado «Potent and specific genetic interference by
double-stranded RNA in Caenorhabditis elegans» supuso un salto
espectacular para entender el fenómeno de silenciamiento de genes.
Aunque existían evidencias previas, como se indicó anteriormente,
de que tanto el RNA antisentido como el RNA sentido podían silen-
ciar genes de forma específica, sin embargo estos experimentos eran
inconsistentes y de bajo rendimiento. Fire-Mello demostraron el efec-
to fenotípico de RNA inyectando en las gónadas del gusano C. ele-
gans el gen unc-22 que codifica para la proteína del miofilamento,
que es abundante pero no esencial. Existen varios miles de copias
de unc-22 mRNA presentes en el músculo estriado del gusano y ya
se sabía que una disminución en los niveles de este gen producían
un aumento en la curvatura del gusano mientras que la supresión
completa del gen resultaba en mayores defectos estructurales y pér-
dida de motilidad.

Observaron que los cambios fenotípicos en el gusano solamente se
producían cuando se inyectaba el RNA sentido y antisentido en forma
de dsRNA, pero no cuando cada RNA era incorporado en forma de
cadena sencilla. Además demostraron que la secuencia del RNA a in-
activar y la contenida en el RNA bicatenario tenían que ser comple-
mentarias, lo que aportaba especificidad en el silenciamiento. Muy
pocas moléculas eran necesarias para obtener silenciamiento. Para
explicar el silenciamiento llevaron a cabo experimentos de hibridación
in situ del gen abundante mex-3 RNA inyectado en las gónadas de
animales adultos, y observando que después de añadir RNA bicatena-
rio complementario al gen mex-3 desaparece el mensajero, lo que les
llevó a proponer un efecto a nivel de transcripción o de estabilidad del
gen. Finalmente la inyección de RNA bicatenario unc-22, y gfp-LacZ
en la cabeza o cola de animales transgénicos para la proteína fluores-
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cente GFP, demostró también producir interferencia pronunciada en
la progenie y en todos los tejidos, indicando que el RNA bicatenario
fue amplificado o que actuaba catalíticamente. En dicho artículo los
autores indicaban que el RNAi explicaba el fenómeno estudiado pre-
viamente en plantas de silenciamiento génico post-transcripcional
(PTGS) y lo culminaban con la sentencia «la interferencia genética por
dsRNA puede ser utilizado por el organismo como proceso fisiológico
de silenciamiento génico». El fenómeno del RNAi se define en la Fi-
gura 3 con el anuncio del premio Nobel.

FIGURA 3. Esquema en el que la Academia sueca define el descubrimiento
del silenciamiento génico por RNAi al anunciar la concesión del premio

Nobel a Fire-Mello.
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En un estudio posterior publicado en el PNAS del mismo año (5),
Fire-Mello aportaron evidencia de que el mRNA es el sitio de acción
del dsRNA por reconocimiento de las cadenas complementarias y que
se degrada antes de su traducción en proteínas. También demostra-
ron cómo el dsRNA actúa de forma catalítica sobre el mRNA homólo-
go mediante la interacción de una molécula lineal de RNA aportado
por el dsRNA y el mRNA. Además indicaron que el RNAi puede servir
como sistema táctico de defensa en organismos inferiores, de forma
similar al sistema de defensa de los interferones en mamíferos.

En poco tiempo la presencia del RNAi fue rápidamente documen-
tada en muchos otros organismos incluyendo la mosca del vinagre,
tripanosomas, plantas, planaria, hidra y el pez cebra (6). Así pues, se
considera al RNAi como un sistema que ha revolucionado la biología
celular y se ha extendido a otras muchas áreas. La revista Science,
en su edición de diciembre de 2002, consideró al RNAi como la mo-
lécula revelación del año (7), y la revista Nature dedicó en 2004 un
número especial al RNAi (8).

MECANISMO DE SILENCIAMIENTO GÉNICO POR dsRNA

Poco después del descubrimiento del RNAi se demostró en plan-
tas que el proceso de silenciamiento PTGS se correlacionaba con la
presencia de moléculas pequeñas de RNA (de unos 25 nucleótidos)
y que este RNA contiene secuencias sentido y antisentido, por lo que
se propuso que este RNA pequeño es el responsable de PTGS (9).
Varios grupos de investigación se lanzaron al estudio bioquímico del
proceso de RNAi, demostrando con embriones de Drosophila que el
dsRNA es procesado a un tamaño de 21-23 nucleótidos, semejante
al descrito en plantas (10, 11). Se propuso que este dsRNA, llamado
RNA pequeño de interferencia (small-interfering RNA, siRNA) actúa
como guía para la rotura del mRNA. En estudios posteriores, Fire-
Mello establecieron por ensayos in vivo, que el dsRNA de largo ta-
maño es cortado en fragmentos de unos 25 nucleótidos y que el RNA
antisentido activa la degradación del mRNA por apareamiento de las
bases (8, 12) (Figura 4). Posteriormente, por ensayos in vitro con
cultivos celulares de Drosophila, se descubrió la maquinaria del
RNAi. Se demostró la existencia de un complejo llamado RISC (RNA-
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induced silencing complex) que interacciona con el mRNA a través
del RNA antisentido de bajo tamaño donde el mRNA es fragmentado
y posteriormente degradado (13). Este complejo contiene al menos
un miembro de la familia de proteínas llamadas Argonauta, que
actúan como endonucleasas, cortando el mRNA (se conoce como
función Slicer). También se demostró que una enzima como la ribo-
nucleasa III, llamada Dicer, es responsable del procesamiento del
dsRNA largo a corto (14). En ciertos sistemas como las plantas, gu-
sanos y hongos, la presencia de una RNA polimerasa dependiente de
RNA (RdRP) juega un papel importante en la generación y amplifi-
cación del siRNA (15). El avance importante de la formación de
estas moléculas pequeñas de 21-23 nucleótidos es que evitan la ac-
tivación del sistema de defensa de los interferones, que requiere
mayores tamaños del dsRNA por encima de los 30 nucleótidos. Es-
tudios recientes han demostrado que los dsRNAs entre 25-30 nucleó-
tidos son 100 veces más potentes efectores del silenciamiento génico
que los de 21 nucleótidos (16), parece ser por favorecer la eficiencia
del papel secundario de Dicer al introducir más siRNAs en el com-
plejo RISC. Los miembros de la familia Dicer contienen varios
motivos en la secuencia, incluyendo el dominio de unión a dsRNA
(dsRBMs), dominio de ribonucleasa III (RNasa III) y el motivo RNA
helicasa con el consenso DExH. Dicer procesa moléculas largas de
dsRNA y precursores de miRNAs en pequeñas moléculas de dsRNA
con un extremo 5’ fosfato y el extremo 3’ con dos nucleótidos libres,
cuyas cadenas se desaparean y la cadena antisentido se localiza pre-
ferentemente en complejos de silenciamiento que median funciones
posteriores (14, 17). Es de interés que en muchos organismos, inclu-
yendo C. elegans, un solo gen Dicer (DCR-1) es suficiente para me-
diar el procesamiento de dsRNA por distintas rutas (18). Mediante
estudios proteómicos de análisis de proteínas que interaccionan con
Dicer (19) llevados a cabo por el grupo de Mello, se ha demostrado
que además de los factores necesarios para las rutas de procesa-
miento de RNAi y de miRNA, DCR-1 interacciona con una serie de
proteínas necesarias para la segregación cromosómica de RNAi y la
acumulación de varias especies de endo-siRNA. Tanto DCR-1 como
el homólogo de la RNA-fosfatasa PIR-1 son necesarios para la acu-
mulación de siRNA y para el procesamiento del sustrato de RdRP
derivado de DCR-1. Hay al menos cuatro factores de interacción,
incluyendo los conocidos como ERI-1 y RRF-3, necesarios para la
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acumulación de especies endógenas de RNAs pequeños. Estos resul-
tados sugieren un papel de ERI-1 y RRF-3 en la producción de sus-
tratos endógenos para DCR-1 y apoyan el modelo por el que molé-
culas específicas de la actividad de DCR-1 compiten con rutas de
silenciamiento de RNAs.

FIGURA 4. Esquema del procesamiento por RNAi.

MICRO RNAs COMO REGULADORES
DE LA EXPRESIÓN GÉNICA

Los micro RNAs (miRNAs) son una clase de RNAs no codificantes
que funcionan como activadores endógenos de la ruta del RNAi (20,
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21) (Figura 5). En palabras de Mello al conocer la concesión del Nobel:
«pienso que el Comité Nobel, en un futuro próximo, debe de recono-
cer el descubrimiento de microRNAs, que son moléculas distintas a
los siRNAs que descubrimos nosotros, para su consideración al Nobel
de Química o Fisiología por su relevancia en la regulación de la ex-
presión génica durante el desarrollo». Aunque fueron descubiertos
inicialmente en C. elegans, el primero de ellos fue lin-4 (22) y luego
let-7 (23) como controladores del desarrollo larvario, estas moléculas
pequeñas son de gran interés en biología por su aparente papel en la
determinación y mantenimiento del linaje celular. Los miRNAs, con
un tamaño medio de unos 22 nucleótidos, se originan como resultado
de la transcripción por RNA polimerasa II de regiones del genoma que
dan lugar a un tránscrito primario (pri-miRNA) que varía en tamaño
de unos cientos a miles de nucleótidos, que sufre procesamiento por
«splicing», «capping» y »poliadenilación, semejándose al mRNA, aun-
que puede o no contener un ORF (open reading frame). El componen-
te funcional es una estructura en forma de orquilla con las dos cade-
nas apareadas por complementariedad en su secuencia terminando en
un bucle (stem-loop) y que puede localizarse en un exón o intrón. El
precursor es procesado por enzimas nucleares como Drosha o Pasha
(DGCR en humanos) para producir una estructura termodinámica-
mente estable de orquilla con bucle, denominada pre-miRNA de unos
70 pares de bases, con un extremo 5’-fosfato y con 2 nucleótidos ter-
minales en el extremo 3’, que es exportada del núcleo al citoplasma
por la proteína Exportin-5. La estructura dúplex en forma de bucle es
posteriormente procesada por las ribonucleasa III citoplásmica Dicer
para producir el miRNA maduro de 22 nucleótidos que se asemeja
al siRNA, con un extremo 5’-fosfato y 2 nucleótidos libres en el extre-
mo 3’. Este RNA en forma de dúplex se traslada al complejo efector
RISC donde se va a producir el silenciamiento de los mRNAs con se-
cuencia complementaria (Figura 6). Se desconoce el mecanismo de se-
paración de las dos cadenas por una helicasa. La cadena activa, lla-
mada guía, se incorpora en el complejo efector RNAi-RISC que lo va
a guiar hasta encontrar el homólogo mRNA y provocar la supresión
en la traducción por degradación del mRNA. RISC corta el mRNA
en el medio de la región complementaria, 10 nucleótidos más arriba
del nucleótido apareado con el extremo 5’ del siRNA guía. Esta reac-
ción no requiere ATP (ver revisiones 17, 18). Considerando que la
secuencia madura es corta y que no se necesita complementarie-
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dad absoluta para silenciamiento, un gran número de mRNAs pueden
involucrar una especie única de miRNA. Esto se apoya en métodos
computacionales diseñados para predecir estructuras objeto de silen-
ciamiento que pueden variar desde docenas a centenas de mRNAs por
miRNA (24). Se han identificado miles de miRNAs en el genoma
de plantas y animales. De momento se han confirmado 326 miRNAs
en humanos aunque los métodos computacionales predicen un total
de cerca de mil (24). Se conoce poco acerca de las rutas que regulan
los miRNAs.

FIGURA 5. Las dos formas de dsRNA que intervienen en el silenciamiento
génico. El siRNA se forma a partir de dsRNA con sus dos cadenas perfectamente

complementarias, mientras que el miRNA se forma a partir de estructuras en
forma de bucle (hairpin) con alguna secuencia no apareada. El procesamiento

de ambas estructuras, siRNA como miRNA, da lugar al mismo tamaño en
la secuencia, unos 22 nucleótidos, con dos nucleótidos libres en el estremo 3’.

La estructura de un miRNA humano se indica a la derecha.
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FIGURA 6. Esquema sobre la generación de miRNA y siRNA y su acción
en silenciamiento. La transcripción por RNA pol II produce moléculas con

secuencias que pueden formar bucles y que son procesadas por endorribonucleasas
como Drosha. Los fragmentos generados son exportados por exportina del núcleo
al citoplasma donde entran en la maquinaria de Dicer-RISC para culminar en el

silenciamiento génico bien por degradación del mRNA (caso de siRNA) o por
inhibición de la traducción (caso de miRNA).

BIOQUÍMICA DEL RNA INTERFERENTE

En el mecanismo de silenciamiento de genes por RNAi intervie-
nen una serie de factores cuyas funciones se han ido elucidando y
otras son desconocidas (8, 17, 18). Analizaremos los factores más
relevantes en el complejo Dicer y RISC. La maduración de los RNAs
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pequeños es un proceso secuencial catalizado por endonucleasas del
tipo RNasa III llamadas Drosha y Dicer que contienen dominios
catalíticos de RNasa III y dominios de unión con dsRNA (dsRBD).
Como hemos indicado anteriormente, Drosha es requerida para el
procesamiento de los precursores de miRNA que luego son transpor-
tados del núcleo al citoplasma para luego interaccionar con Dicer y
procesarlos en fragmentos de 21 nucleótidos. Existen varios genes
Dicer en función de los organismos. Por ejemplo, Drosophila mela-
nogaster tiene dos genes semejantes: DICER-1, que procesa preferen-
temente miRNA, y DICER-2, que procesa dsRNA de largo tamaño. El
procesamiento es dependiente de ATP y requiere el dominio funcio-
nal helicasa de DCR-2. En el caso de Arabidopsis thaliana, se han
identificado cuatro proteínas semejantes a Dicer que están involu-
cradas en procesamiento (DCL-1 a DCL-4). En C. elegans sólo una
proteína Dicer ha sido identificada, lo mismo que en humanos. El
modelo catalítico más actual de Dicer propone que el dominio PAZ
se une al extremo 3’ del dsRNA con los dos nucleótidos libres. Los
dos dominios de RNase III en DICER1 se asocian intramolecular-
mente formado un pseudodímero creando un lugar activo de forma
semejante a la RNasa III de E. coli. Cada uno de los dominios hidro-
liza una de las cadenas del RNA bicatenario generando un nuevo
extremo terminal con los dos nucleótidos libres en el extremo 3’. La
longitud del producto final con 21 nucleótidos se mide por la distan-
cia entre el dominio terminal de unión a PAZ y el lugar activo de
corte (Figura 7). La importancia de Dicer en la funcionalidad de un
organismo se ha demostrado con ratones a los que se les ha inac-
tivado el gen correspondiente, lo que resulta en letalidad embrióni-
ca (25). Mientras que tanto Dicer como Drosha contienen el dominio
RNasa III, la interacción con dsRNA requiere cofactores. En Droso-
phila tanto DICER-1, DICER-2 y Drosha se asocian con los factores
Loquacious, R2D2 y Pasha, que parece dirigen la incorporación es-
pecífica de la cadena del siRNA al complejo multiproteico RISC que
es el encargado de llevar a cabo la destrucción nucleolítica del mRNA
target. Una vez que se han producido los siRNA y miRNA en forma
de complejo ribonucleoproteico (RNP), estos son incorporados en
otro complejo de silenciamiento RNA-inducido, RISC.
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FIGURA 7. Dominios de organización de Dicer y modelo de acción para
la generación de fragmentos dsRNA. Dicer pertenece a la familia de proteínas

con acción RNasa III. Los dominios de RNasa III y de unión a dsRNA en
esta familia de proteínas se indican para E. coli (Ec), Drosophila (Dm) y

humano (Hs). En la parte inferior se indica el modelo de catálisis para Dicer
que se describe en el texto (adaptación de la referencia 17).

Cada RISC contiene un miembro de la familia de proteínas Argo-
nauta (Ago) que probablemente se une directamente con el RNA
en el complejo (también recibe el nombre de Slicer). Por análisis
de cromatografía de exclusión, se ha determinado que el tamaño de
RISC varía entre 140 y 500 kDa (26-28). El número de proteínas Ago
difiere entre las especies, variando entre una en Schizosaccharomy-
ces pombe a más de 20 en C. elegans, comparado con 5 en D. mela-
nogaster y 8 en humanos. Las diferentes variedades de Ago sugieren
especificidad en la secuencia reconocida. El ensamblaje de RISC
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es dependiente de ATP, lo que probablemente refleja la necesidad
energética para el proceso de separación de las dos cadenas en el
siRNA o miRNA. Las proteínas Ago tienen una masa molecular de
unos 100 kDa y contienen dos dominios conservados, PAZ (piwi-
argonaute-zwille) y PIWI. El dominio PIWI ha sido implicado en la
interacción con Dicer. Los datos de cristalografía de la proteína Ago
demuestran una gran semejanza entre el dominio PIWI y miembros
de la familia de nucleasas RNasa H. Como RNasa H rompe el RNA
en las cadenas dobles de RNA/DNA, se ha propuesto que Ago actúa
cortando el RNA en los híbridos RNA/siRNA. El dominio PAZ espe-
cíficamente reconoce el extremo terminal del apareamiento en el
siRNA y miRNA con el característico dos nucleótidos libres en el
extremo 3’ (29-32) (Figura 8). Además de la proteína Ago, otras pro-
teínas se han identificado en el complejo de RISC. En el caso de
D. melanogaster, el producto Vasa del gen intrónico (VIG), la proteí-
na relacionada con frágil-X (dFXR) y el dominio tudor de la nuclea-
sa de estafilococo (Tudor-SN); en el caso de humanos, se han obser-
vado interacciones entre AGO2/eIF2C2 (factor de iniciación en la
traducción) con FMRP (frágil X mental retardation protein) (17).

El siguiente paso es la rotura del mRNA y represión traduccional.
La cadena sencilla del siRNA en RISC le guía de forma específica
hacia la secuencia homóloga en el mRNA. RISC corta el mRNA en
el medio de la región complementaria, 10 nucleótidos más arriba de
los nucleótidos apareados con el extremo 5’ del siRNA. Esta reacción
no requiere ATP. El complejo RISC/miRNA cataliza la hidrólisis del
mRNA produciendo extremos 5’-fosfato y 3’-hidroxilo. Esta reacción
de hidrólisis difiere de la clásica rotura endonucleolítica mediada
por la actividad de la enzima pancreática RNasa. Esta reacción re-
quiere de la presencia de magnesio y se asemeja a la que Dicer
produce durante la generación del siRNA a partir de largos precur-
sores de dsRNA. Se ha propuesto un modelo para explicar la activi-
dad endonucleolítica de RISC a partir de la actividad catalítica de
Ago (Slicer). El extremo 5’ del siRNA se une al dominio PIWI de la
Ago. El extremo 5’-fosfato que es importante para tener alta afinidad
en la unión está coordinado por cuatro residuos conservados y sepa-
rados de la cadena de mRNA. El extremo 3’ del siRNA se extiende
más allá de la interacción con el dominio PAZ de Ago. La afinidad
en la unión con el mRNA depende del grado de apareamiento de las
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dos cadenas con la región 3’. La maquinaria catalítica es la actividad
RNasa H localizada en el dominio PIWI, originando extremos 5’-fos-
fato y 3’-hidroxilo (ver revisiones 8, 17, 18) (Figura 8).

FIGURA 8. Dominios de la proteína argonauta y modelo de acción de RISC
para provocar la rotura del mRNA. En la parte superior se indican

los dominios PAZ y PIWI que caracterizan a la familia de proteínas que
intervienen en la acción de RISC. Existe gran semejanza entre el dominio PIWI
y miembros de la famillia de nucleasas RNasa H. Una de las cadenas de RNA

(de unos 22 nucleótidos) que ha entrado en el complejo RISC, se une por
complementariedad al mRNA, con la zona PIWI favoreciendo el apareamiento

en la zona central, mientras que el dominio PAZ une al extremo 3’.
Como RNasa H rompe el RNA en las cadenas dobles de RNA/DNA,

se ha propuesto que Ago actúa cortando el RNA en los híbridos RNA/siRNA
(adaptación de la referencia 17).

SIGNIFICADO BIOLÓGICO DEL RNAI Y APLICACIONES

Desde un principio, al RNAi se le han ido asignando funciones
biológicas con repercusiones muy importantes en regulación de la
expresión génica, en desarrollo, evolución, así como sus posibles
aplicaciones farmacológicas (33).
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1. Efecto antiviral

Las observaciones pioneras en plantas indicaban un efecto pro-
tector contra infecciones virales cuando se producía el fenómeno de
PTGS, lo que sugería que el RNAi podría proteger contra agresiones
víricas en otros organismos. Se ha establecido de hecho que RNAi
es un mecanismo de defensa antiviral que funciona en plantas, gu-
sano y mosca, aunque no se ha establecido que este mecanismo
exista en mamíferos. No obstante, los estudios llevados a cabo en el
tratamiento de la infección por el virus de la inmunodeficiencia hu-
mana (VIH) con RNAi administrado de forma exógena, indican que
formas sintéticas en dúplex apareado como siRNAs (34) o con es-
tructura de horquilla (haipin, shRNAs) introducidas en las células y
dirigidas contra varios de los mRNAs que codifican por proteínas
víricas estructurales (env-gag-pol) y no estructurales (rev-tat-vif-nef)
y contra factores celulares como son los co-receptores CXCR4 y
CCR5 para la entrada del VIH, pueden interferir eficazmente la in-
fección por VIH en distintos cultivos celulares (33). Se han llevado
a cabo aproximaciones semejantes contra los virus de la hepatitis B
y C, mediante la introducción de siRNAs o shRNAs dirigidos frente
a mRNAs que codifican por proteínas virales. También se están uti-
lizando miRNAs humanos como herramienta contra la patogénesis
del virus de la gripe. El potencial del siRNA para tratar infeccio-
nes virales se ha demostrado en ratones frente al virus de la gripe,
parainfluenza y el virus respiratorio sincitial (35-37), así como en
primates desafiados con el coronavirus del SARS (34). Estos experi-
mentos en animales han estimulado el comienzo de un ensayo clí-
nico en fase I frente al virus respiratorio sincitial, enfermedad que
puede causar la muerte en niños recién nacidos. No obstante los
virus pueden utilizar mecanismos de defensa para evadir el silen-
ciamiento por RNAi (38). También los virus pueden codificar por
miRNAs para regular su propia expresión génica (39). Se han descu-
bierto microRNAs en retrovirus (VIH), papovavirus (SV40) y herpes-
virus (herpes simplex, Epstein Barr, citomegalovirus, Kaposi-asso-
ciated herpes) (40, 41). Esta novedosa línea de investigación nos va
a permitir avanzar en el conocimiento de la capacidad evolutiva que
han adquirido los virus para evadir el sistema de RNAi como me-
canismo de defensa frente al hospedador. La dificultad en el uso de
siRNAs o shRNAs en terapia radica en la limitación para llevar este
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tipo de moléculas al lugar deseado, como puede ser el hígado, célu-
las linfoides, células madre, etc. Existe un gran esfuerzo investigador
para desarrollar vehículos (como son vectores virales basados en
lentivirus, adenovirus y adenoasociado, vectores de DNA con pro-
motores de pol III, encapsulación en liposomas, conjugación con
anticuerpos por receptores celulares, etc.) que transporten en el or-
ganismo estas moléculas a sus lugares de acción. Los mayores im-
pedimentos son la dificultad para que el siRNA atraviese la mem-
brana celular y su corta vida media, debido a la rapidez con la que
se elimina por el riñón y su digestión por ribonucleasas endóge-
nas. La incorporación intravenosa de siRNA modificado química-
mente e incorporado en liposomas reduce la replicación del virus de
la hepatitis B en modelo murino (42). Indudablemente es necesario
hacer mucha más experimentación antes de decidir su aplicación
terapéutica en humanos para resolver los problemas de estabilidad,
especificidad, resistencia celular y de no interferencia con procesos
celulares. A corto plazo es más factible la aplicación del RNAi en
animales de granja para contrarrestar infecciones virales con inci-
dencia en la industria alimenticia.

2. Cáncer y enfermedades genéticas

Existe gran interés en utilizar la tecnología del RNAi en el trata-
miento de tumores. La evidencia indica que muchos miRNAs están
altamente expresados en tejidos diferenciados, pero su expresión está
reducida en tumores. Se ha sugerido que si los miRNAs contribuyen
al cáncer, la supresión de los mismos puede servir como terapia an-
titumoral (43). Esta aproximación puede funcionar, ya que estudios
en ratón han demostrado inhibición de miRNAs con antagonistas
llamados «antagonomics» (44).

También, la posibilidad de poder regular la expresión de genes
de forma específica por RNAi en organismos, abrió las puertas a su
posible uso como agente terapéutico para el control de enfermeda-
des con deficiencia génica conocida (33). Así pues, se está aplicando
la tecnología de RNAi como terapia de enfermedades neurodegene-
rativas como Huntington, Ataxia, Alzheimer, entre otras (45). Varios
estudios han demostrado que la terapia del RNAi mejora el fenotipo
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de enfermedades humanas en modelos animales. Recientemente,
utilizando siRNAs introducidos por vía sistémica en forma de lipo-
somas se ha demostrado que se puede silenciar (90%) en macacos el
gen de la apoliproteína B (APOB) en el hígado durante 48 horas
después de su administración, con la consiguiente reducción en los
niveles de colesterol (46). Hace falta realizar más experimentación
para demostrar carencia en toxicidad del producto y que se obtiene
silenciamiento completo y de larga duración en genes implicados en
enfermedades neurodegenerativas (ejemplo, hungtintina, Sca I, ata-
xia, B-amiloide, tau y otros).

3. Represión específica de genes y regulación del desarrollo
3. de organismos

Una de las grandes aplicaciones del RNAi ha sido su utilización
para reprimir de forma específica la funcionalidad de genes celula-
res y asignar funciones a los mismos, lo que ha supuesto un salto
espectacular en genómica funcional y en biología del desarrollo.
Básicamente, el producto es introducido en una célula en forma de
siRNA o shRNA, actuando de vehículo un vector no viral o viral, y
llevando en su secuencia promotores adecuados para su producción
intracelular y silenciamiento del gen específico al activarse el siste-
ma Dicer-RISC (47). De esta manera se ha conseguido silenciar
multitud de genes en células en cultivo y esencialmente se podrá
silenciar cualquier gen de interés en un organismo. Un ejemplo se
indica en la Figura 9, donde el RNAi se puede utilizar para silienciar
mRNAs que codifican para proteínas involucradas en la ruta endo-
cítica de procesamiento de moléculas. Mediante RNAi se puede dis-
criminar qué parte de la maquinaria endocítica es necesaria para la
morfogénesis y salida de virus de la célula.

4. Control de la expresión de la cromatina por RNAi

Después del descubrimiento del RNAi, se observó que el proceso
de regulación trascripcional en plantas, PTGS, se debía a una supre-
sión en la transcripción de la heterocromatina (48), fenómeno que
luego se extendió a S. Pombe, Drosophila y vertebrados (47, 49).
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Además, se observó que el RNAi regula la actividad de genes en la
región próxima a la cromatina condensada. Este fenómeno no está
aún caracterizado a nivel molecular, aunque está claro que modifi-
caciones en la cromatina, como son los niveles de metilación y me-
diante la unión de proteínas específicas a la cromatina, juegan un
papel importante en la regulación transcripcional. Se considera que
estas funciones son relevantes para definir cómo funciona el genoma
y el mantenimiento de su integridad, así como su evolución.

FIGURA 9. Esquema del procesamiento endocítico y su bloqueo por RNAi.
La entrada de moléculas o virus en una célula está controlada por el sistema

endocítico que procesa complejos proteicos y los lleva a distintos compartimentos
celulares. En estos complejos intervienen una serie de proteínas, por lo que la

inhibición en la síntesis de alguna de estas proteínas por siRNA altera la
formación de partículas virales. La incorporación intracelular de siRNA específico

para proteínas que actúan en distintos compartimentos nos ayuda a conocer
en qué medida estas rutas intervienen en la morfogénesis de virus complejos,

como el citomegalovirus, que pertenece a la familia de los herpesvirus.
Esquema adaptado por Alberto Fraile en mi laboratorio del CNB.
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5. El RNAi asegura la estabilidad genómica manteniendo
5. el silenciamiento de los elementos móviles

Durante el proceso de transcripción del genoma de una célula
se expresa cerca de un 50% de su información genética en forma
de elementos móviles (transposones) y en secuencias virales (retro-
transposones). Estos elementos serían nocivos a la célula a no ser que
existiera un sistema de regulación de los mismos. Se propuso inicial-
mente en plantas y C. elegans que se producía silenciamiento de estos
elementos móviles, ya que cuando se introducen formas mutadas en
la maquinaria de RNAi ocurren alteraciones en la función del geno-
ma (50, 51). En este proceso, las regiones del genoma que codifican
para transposones dan lugar a dsRNA debido a la transcripción de las
dos cadenas complementarias del DNA. Un mecanismo que tiene la
célula para mantener bajo control el dsRNA producido por los trans-
posones es activar el sistema RNAi. Lo mismo ocurre con el dsRNA
subproducto de la transcripción de secuencias virales no codificantes
que dan lugar a dsRNA activando el RNAi y eliminando la célula la
acción de estas secuencias virales. Aún desconocemos a nivel molecu-
lar el sistema de regulación de los transposones y secuencias virales
no codificantes y las consecuencias que pueden tener en la función
celular, desarrollo y evolución de nuestro genoma.

6. El RNAi y el sistema de los interferones
6. como reguladores de la síntesis de proteínas

Se propuso inicialmente que el RNAi actuaba como un sistema
de defensa del genoma contra elementos nocivos para el huésped,
como son los virus. Con anterioridad se conocía otro sistema de
defensa del organismo, los interferones (IFN), como primera línea
de lucha contra los virus. Existe un denominador común entre RNAi
y los IFN, cual es la activación de ambos sistemas por dsRNA. Sin
embargo, mientras que RNAi es activado por moléculas de dsRNA
con un tamaño medio de 22 nucleótidos, sin embargo el sistema de
los interferones es activado por dsRNAs con un tamaño superior
a 30 nucleótidos. En ambos casos se produce una inhibición en la
síntesis de proteínas al suprimirse la traducción de los mRNA, aun-
que en el caso de RNAi esta inhibición es específica, mientras que
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la activación de IFN da lugar a una inhibición no específica, es decir,
el bloqueo en la traducción de mRNAs virales y celulares sin espe-
cificidad. La inhibición de la síntesis de proteínas por la activación
del sistema de IFN se debe a la acción de enzimas inducidas: el
sistema 2-5A sintetasa/RNasa L y la proteína quinasa PKR. En el
primer caso, la enzima 2’, 5’oligoadenilato sintetasa es activada por
dsRNA, que sintetiza en presencia de ATP oligonucleótidos pequeños
(pp)p5A2’(p5’A2’)n, que se unen a la enzima endoribonucleasa L
(RNasa L) dando lugar a la degradación de cualquier mRNA a su
alrededor (52, 53). En el caso de la proteína quinasa PKR, ésta se
activa por la unión de dsRNA, lo que provoca fosforilación de la
pequeña subunidad del factor de iniciación eIF-2α con la consiguien-
te inhibición en la síntesis de proteínas por ser este un factor esen-
cial en la iniciación. La proteína PKR además activa el factor trans-
cripcional NF-kB, jugando un papel muy relevante en el control de
infecciones virales y en proliferación celular (54). Así pues existe
complementariedad en la acción de los dos sistemas de defensa del
organismo, RNAi e IFN, para actuar tan pronto como la célula en-
cuentra en su citoplasma dsRNA (Figura 10). Hacen falta más inves-
tigaciones para demostrar la relevancia de la actuación conjunta de
estos dos importantes mecanismos, RNAi e IFN, como mecanismos
de defensa del organismo contra patógenos.

CONCLUSIONES

El descubrimiento por Fire-Mello de que las células disponen de
un mecanismo especial, RNAi, para suprimir la expresión de genes
propios por mediación de dsRNA, fue algo totalmente inesperado y
que ha supuesto un cambio radical en nuestro entendimiento del
control de la expresión génica en los organismos. El RNAi no sola-
mente protege contra las infecciones virales, sino que además asegu-
ra la estabilidad genómica silenciando los elementos móviles (trans-
posones y retrotransposones), controla la síntesis de proteínas, regula
el desarrollo de organismos, mantiene la cromatina condensada
suprimiendo la transcripción, y controla procesos evolutivos. Así
pues, el RNAi es una herramienta eficaz para suprimir la expresión
de genes de forma específica, por lo que su aplicación en medicina
ha despertado un gran interés. La demostración de siRNA/ shRNA



MARIANO ESTEBAN RODRÍGUEZ AN. R. ACAD. NAC. FARM.

120

como vehículo para reprimir en modelos animales infecciones vira-
les, cáncer y trastornos genéticos, augura un horizonte de esperanza
para aplicar esta tecnología como arma terapéutica contra muchas
enfermedades. Es predecible que el número de ensayos clínicos
aumentará en los próximos años y que eventualmente se aplicará el
RNAi como procedimiento clínico.

FIGURA 10. Esquema comparativo de los dos mecanismos de defensa
del organismo que utilizan dsRNA como activador. En la parte izquierda

se indica la acción del sistema RNAi, mientras que en el lado derecho se presenta
la activación de las dos rutas enzimáticas inducidas por los interferones.

El resultado final es la inhibición de la síntesis de proteínas, bien por degradación
del mRNA o por bloqueo de la iniciación.
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