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El acido ribonucleico de interferencia. ; Una
curiosidad que merece un premio Nobel o una

esperanza terapéutica?
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INTRODUCCION

En palabras del premio Nobel britanico Francis
Crick el «dogma central de la biologia molecular»
consiste en que existe un flujo de informacion gené-
tica desde el genoma, constituido fundamentalmente
por el acido desoxirribonucleico (DNA) nuclear, al
acido ribonucleico mensajero (MRNA) y a las protei-
nas, de forma que las instrucciones para sintetizar las
proteinas, contenidas en el DNA, son copiadas al
mRNA y éste sirve como molde para la sintesis de las
proteinas en el complejo ribosomas-reticulo endo-
plasmatico.

Nuestro genoma esta compuesto por alrededor de
30 mil genes. Sin embargo, cada una de nuestras
células usa sélo una parte de ellos en cada
momento, dependiendo del tipo celular y de otras
situaciones como son el ciclo celular, la influencia
de hormonas o citocinas, etc. La decision de qué
genes son expresados (esto es, qué nuevas proteinas
se sintetizan) y cuales no, es controlada por la
maquinaria que copia DNA a mRNA en un proceso
llamado transcripcién. Este, a su vez, puede ser
modulado por varios factores. Los principios funda-
mentales de la regulacion de la expresion genética
fueron identificados hace mas de 40 anos por los
franceses Francgois Jacob y Jacques Monod, también
galardonados con el premio Nébel.

Desde principios de los afios 70 se han desarro-
llado muchas técnicas basadas en los acidos nuclei-
cos para silenciar genes con un fin terapéutico, entre
ellas técnicas de DNA antisentido (secuencias de
DNA complementarias a los mRNA), técnicas de mu-
tantes dominantes negativos (introduccion de DNAs
que codifican para proteinas mutadas que ocupan el
lugar de las originales pero no ejercen funcién), y
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animales knock-out (en los que se ha eliminado la
transcripcion de un gen concreto), entre otras.

Los norteamericanos Andrew Z. Fire (Profesor en la
Facultad de Medicina de la Universidad de Stanford)
y Craig C. Mello (investigador del Instituto Médico
Howard Hughes y Profesor de medicina molecular en
la Facultad de Medicina de la Universidad de Massa-
chussets) han recibido el premio Nobel en Medicina
y Fisiologia correspondiente al afo 2006 por descu-
brir el mecanismo del RNA de interferencia (iRNA),
una de las aproximaciones al silenciamiento génico
que mas éxito ha tenido. El iRNA esta basado en el
silenciamiento del mMRNA que codifica para la protei-
na que queremos eliminar por la degradacion de ese
mRNA. Mediante esta técnica se puede disminuir la
expresion de la proteina de interés, pero sin llegar a
eliminarla. Esta técnica se estd utilizando amplia-
mente en cultivos celulares puesto que es relativa-
mente facil de llevar a cabo. También se utiliza en
organismos vivos, y se replantea utilizarla para el tra-
tamiento de enfermedades basadas en la sobreexpre-
sion de un gen. Si se conoce que la expresién de un
gen concreto causa una enfermedad, se podria usar
la interferencia de RNA para evitarla. El objetivo de
este breve editorial es explicar el mecanismo de fun-
cionamiento del iRNA y su posible utilidad en el
campo de la nefrologia clinica y experimental. En
esta aportacion mantendremos las siglas en inglés,
pues son las mas frecuentemente utilizadas en la lite-
ratura y permiten evitar confusiones entre siglas tra-
ducidas de diferente forma. Estas siglas en inglés y su
correspondiente traduccion al espanol se detallan en
la tabla I.

;QUE ES EL iRNA?

Antes del descubrimiento del iRNA, se habia des-
crito en plantas un fenémeno denominado silencia-
miento génico. En experimentos disefiados para
potenciar el color de las petunias aumentando,
mediante ingenieria genética, el nimero de copias
del gen responsable de la sintesis del pigmento, se
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Tabla I. Principales términos mencionados en el articulo con sus respectivos significados

iRNA Interference RNA

dsRNA Double Stranded RNA

miRNA micro RNA

RISC RNA-inducid silencing complex
RdRP RNA-dependent RNA polymerase
siRNA Small Interfering RNA

aRNA Aberrant RNA

shRNA Small hairpin RNA

RNA de interferencia

RNA de doble cadena

microRNA

Complejo de silenciamiento inducido por MRNA
RNA polimerasa dependiente de RNA

RNA de interferencia corto

RNA aberrante

Horquilla pequefia de RNA

observé que se producia el efecto contrario, origindn-
dose una flor blanca’ (figs. 1y 2).

En los afios siguientes se describi6 este fenémeno
en otras plantas transgénicas y en diferentes organis-
mos modelo?. Aunque se identificé que este efecto
era producido por la inhibicién de la expresion del
gen que se intentaba potenciar y que el RNA tenia
un papel fundamental en ello, la explicaciéon mole-
cular del proceso no se conocié hasta el descubri-
miento de Fire y Mello. En 1998 estos investigado-
res estaban buscando un modo eficiente de silenciar
genes como estrategia para estudiar su funcion en el
desarrollo del nematodo C. elegans. Para ello, inyec-
taron moléculas de RNA complementario al mRNA
del gen que querian silenciar (antisentido) en las
células del gusano. Esta técnica era por lo general
muy poco repetible y los efectos producidos muy
modestos. En sus experimentos, ni el uso de la
cadena antisentido ni el de la secuencia comple-
mentaria a éste (cadena sentido) produjeron efecto
alguno. Inesperadamente, una mezcla de ambas
cadenas, sentido y antisentido, en donde estas dos
especies moleculares de cadena sencilla habian
hibridado formando un RNA de doble cadena
(dsRNA, de double stranded RNA), produjo la elimi-
nacion casi completa de la expresion del gen diana.
En su articulo original, Fire y Mello demuestran que
es posible el silenciamiento especifico de un gen

The Plant Cell, Vol. 2, 279-289, April 1990 © 1990 American Society of Plant Physiologists

Introduction of a Chimeric Chalcone Synthase Gene into
Petunia Results in Reversible Co-Suppression of
Homologous Genes in trans

Carolyn Napoli,' Christine Lemieux, and Richard Jorgensen?
DNA Plant Technology Corporation, 6701 San Pablo Avenue, Oakland, California 94608

Fig. 1.—Portada del articulo de Napoli y cols., 1990 (referencia 1),
en el que se describe por primera vez el silenciamiento génico.
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mediante la introduccién en la célula de un dsRNA
que contiene la secuencia homéloga. Ademas, pro-
ponen que este fenémeno es mediado por un meca-
nismo enddgeno natural, que tiene como conse-
cuencia la degradacion del mRNA y que es usado
por la célula para controlar la expresion génica.
Finalmente, sugieren una conexién entre este meca-
nismo y el fenémeno descrito en plantas®. La publi-
cacién de este estudio tuvo una excepcional reper-
cusion en la comunidad cientifica. En menos de un
ano se documentd la presencia de iRNA en una
gran diversidad de organismos modelo, incluyendo
tripanosomas, varias especies de planarias, la mosca
del vinagre (Drosophyla melanogaster)*>, y el pez-
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Transgénico
218/11

Transgénico
218/43

Transgénico
218/56

Transgénico
218/38

Fig. 2.—Fenotipos de las flores de los diferentes clones transgénicos
obtenidos y variaciones de la coloracién de las flores dentro de una
dnica planta (obtenido de referencia 1).



cebra (Danio rerio)®®. Los estudios en mamiferos
sufrieron unos anos de retraso debido a que la intro-
duccién de fragmentos de dsRNA mayores de 30
nucledtidos en estas células activa una reaccion fisio-
l6gica que origina la muerte celular. Finalmente, el
descubrimiento de que secuencias mas cortas indu-
cen iRNA sin producir toxicidad demostro la genera-
lidad de este fendmeno entre los organismos eucario-
tas, siendo la dGnica notable excepcién la levadura S.
cerevisiae. Ademas, las mutaciones en algunos genes
requeridos para el funcionamiento del iRNA produ-
cen grandes defectos en el desarrollo, especialmente
en tejidos germinales y proliferativos, sugiriendo un
enlace entre esta via y el desarrollo®°.

Silenciamiento endégeno

El silenciamiento génico mediante iRNA es un pro-
ceso que ocurre en las células de manera natural. La
conservacion del silenciamiento por accién del iRNA
es debida a la expresion de unos RNAs pequefos no
codificantes Ilamados microRNAs (miRNAs). Estos
miRNAs son criticos para el desarrollo normal y la
fisiologia de los tejidos en mamiferos. Ademas, en
varios tipos de cancer se ha demostrado que existe
una pérdida de expresién de miRNAs sugiriendo que
esta pérdida contribuye a la aparicién de la enferme-
dad17,18'

Inicialmente los miRNAs se transcriben como pre-
cursores formados por una cadena de mas de 2 kb de
longitud presentando extensiones de bases que pue-
den sufrir emparejamiento o adoptar estructuras de
horquilla (loop)'®2°. Ademds, en las regiones en las
que hay un emparejamiento de bases pueden apare-
cer burbujas, que, junto con las estructuras en hor-
quilla, son importantes, por una parte, para el reco-
nocimiento de los miRNAs por las enzimas celulares
y por otra, para la capacidad de esos RNAs para
silenciar genes. Los transcritos primarios de miRNA
son identificados y procesados en el nicleo por una
RNasa Ill, llamada Drosha, dando lugar a precursores
de aproximadamente 70 nt de longitud, conocidos
como pre-miRNAs?'. Estos salen al citoplasma donde
son rotos por una segunda RNasa Il llamada Dicer.
Dicer convierte los pre-miRNAs en miRNAs maduros
de doble cadena de entre 21 y 23 nt de longitud®2.
Estos miRNAs maduros se asocian con un complejo
de silenciamiento inducido por mRNA (RISC, de
RNA-induced silencing complex)?*. RISC desenrolla
el miRNA y una cadena se asocia con la cadena
complementaria del mRNA diana**. Dependiendo
del grado de homologia entre un miRNA y su mRNA
diana, los complejos miRNA-RISC inhiben la funcion
génica por dos vias distintas?’:
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a) Silos miRNAs se emparejan imperfectamente se
silencia la expresion del gen por represion de la
traduccion, o sea impidiendo que el mRNA se
pueda leer por los ribosomas;

b) Silos miRNAs presenten una secuencia idéntica
al mRNA diana se inhibe la funcién génica por
degradacion del mRNA26:27,

MECANISMO DE ACCION DEL iRNA

En 1998, Fire y cols., acufaron el término iRNA
para referirse a un fenémeno de silenciamiento post-
transcripcional de la expresion génica que ocurre en
respuesta a la introduccién de un dsRNA en una
célula®. Ademas diversos experimentos en C. elegans
han demostrado que el iRNA puede propagarse de
célula a célula de la misma manera que en el silen-
ciamiento en plantas?®. Aunque este silenciamiento
sisttmico no se ha encontrado en mamiferos existen
proteinas homodlogas a las que se encuentran impli-
cadas en el silenciamiento en nematodos.

Los mecanismos bioquimicos implicados se han
determinado en diferentes sistemas*® y parece que
muchos de los pasos del proceso estan bien conserva-
dos. Para demostrar que son los mRNAs maduros los
que son interferidos se realizaron diversos estudios que
demostraron que la secuencia primaria del DNA diana
permanece inalterada, que la iniciacién y elongacion
de la trascripcion no parece estar afectada y que, mien-
tras que los transcritos nucleares estan presentes, los
mRNA citoplasmadticos estan completamente ausentes
por lo que, al igual que en plantas, los mMRNAs diana
son degradados principalmente en el citoplasma®’.

Se han determinado dos mecanismos de silencia-
miento por iRNA: silenciamiento a través de RISC, y
el silenciamiento a través de RNA-polimerasa depen-
diente de RNA (RdRP, de RNA-dependent RNA poly-
merase).

Silenciamiento a través de RISC

Cuando en una célula aparecen dsRNAs, éstos son
rotos, de manera dependiente de ATP, mediante una
enzima llamada Dicer, en fragmentos de RNA de
doble cadena mas pequenos llamados RNAs de inter-
ferencia cortos??293133 (siRNAs, de small interfering
RNAs). Se ha observado en C. elegans que Dicer inte-
racciona con proteinas rde. Las proteinas rde se unen
a los dsRNAs y se cree que se les presentan a Dicer
para su procesamiento®*. Los mutantes que manifies-
tan un alto grado de resistencia al efecto del iRNA
parece que poseen mutaciones en los genes que
codifican las proteinas rde-1 y rde-4%.
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Una vez que los siRNAs se forman, son incorpora-
dos dentro RISC que, una vez activado y de manera
dependiente de ATP, desenrolla los siRNAs mante-
niendo la cadena antisentido del siRNAZ22:2931,:33,36,
Finalmente, el complejo RISC es guiado por la
cadena antisentido del siRNA que reconoce el mRNA
concreto con su secuencia complementaria. Una vez
que esta unido al mRNA, RISC lo rompe en un sitio
localizado aproximadamente en el medio de la
secuencia homéloga por lo que se produce su inacti-
vacion? (fig. 3).

Silenciamiento a través de RARP

De manera alternativa al silenciamiento a través de
RISC, puede existir un silenciamiento a través de
RdRP. Existen varias teorias a cerca de este silencia-
miento. Por un lado se piensa que, después de la
rotura de los dsRNAs por Dicer, los siRNAs se pueden
separar al ser poco estables. Una vez que las dos
cadenas de RNA se han separado, la cadena antisen-
tido se une a un mRNA de secuencia complementa-
ria. Esta pequena cadena actia como «primer» de
una RdRP que sintetiza una cadena complementaria
de RNA, de manera que se genera un dsRNA. Este
dsRNA es roto en siRNA por la accién de la enzima
Dicer pudiendo comenzar el proceso, bien por este
tipo de silenciamiento o bien por silenciamiento a
través de RISC. Generalmente los siRNAs son muy
especificos, sin embargo la elongacion de los siRNAs
usando los mRNAs como molde puede llevar a una
interferencia no especifica por la aparicion de
secuencias homologas a otros mRNAs, generando un
iRNA transitorio. Este fendmeno es particular de plan-
tas y nematodos. Otro modelo propueso es que tras
el corte del mRNA por parte del complejo RISC, se
produce un RNA aberrante (aRNA) que es utilizado
por una RdRP para sintetizar la cadena complemen-
taria obteniéndose de nuevo un dsRNA que puede
ser cortado por Dicer. Esto puede llevarse a cabo por-
que las RdRPs pueden sintetizar RNA sin necesidad
de un primer (fig. 3).

El descubrimiento de estas proteinas en el iRNA 'y
el silenciamiento génico post-transcripcional propor-
ciona una posible explicacion para la alta eficacia de
los dsRNAs en el silenciamiento, ya que solo se
requieren unas pocas moléculas de dsRNA para
degradar una gran poblacién de mRNAs?.

iRNA EN MAMIFEROS

El silenciamiento en mamiferos mediante el iRNA
parece ser llevado a cabo mediante RISC puesto que
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Fig. 3.—Esquema del mecanismo de accion del iRNA.

no se ha encontrado una proteina homéloga a la
RdRP. Tampoco se ha detectado ningln sistema de
iRNA transitorio en células de mamifero. Esto puede
ser debido a que la introduccién de grandes dsRNAs
en células de mamifero produce una disminucién de
la transcripcién y de la traduccién, en parte debida a
la activacion de la proteina quinasa dependiente de
dsRNA3” (PKR, de dsRNA activated protein kinase).
La PKR activada fosforila la subunidad pequena del
factor de iniciacion eucariota 2 alfa (elF2a), disminu-
yendo la traduccién. Ademas, PKR también pro-
mueve la sintesis de 2’-5-acido poliadenilico, que
activa la RNasa L de forma no especifica. Estos feno-
menos colectivos pueden alterar drasticamente el
metabolismo celular y generalmente activan vias de
apoptosis®®. Esta respuesta al estrés podria haberse
desarrollado como una defensa contra las infecciones
virales de forma que se bloquea la replicacién viral
impidiendo la sintesis de proteinas y activando la
apoptosis en las células infectadas®’.

FUTURO TERAPEUTICO DEL iRNA

La supresién de la expresion de genes por iRNA es
generalmente un fenémeno transitorio®. El silencia-
miento génico en células de mamifero estd limitado
por el nimero de moléculas de siRNA que se introdu-
cen. El nimero de siRNAs decrece con el tiempo
debido a la dilucién que se produce cuando las célu-
las se dividen y a la degradacién de las enzimas celu-



lares. Una vez que los siRNAs son introducidos la
expresion génica se recupera después de entre 96 y
120 horas, o de entre 3 y 5 divisiones celulares des-
pués de la transfeccion*!. Los primeros esfuerzos se
enfocaron sobre la administracion directa de siRNAs
sintéticos en animales, desarrollando tres métodos
principales que parecen ser los que mas eficacia tie-
nen: a) la inyeccién intravenosa de siRNAs, creando
un «back-flow» en el sistema venoso, que fuerza a la
solucion del siRNA a introducirse en diversos 6rga-
nos**3; b) la inyeccion de pequenos volimenes de
siRNAs empaquetados en liposomas catidnicos,
observandose el silenciamiento en tejidos con un alto
flujo sanguineo**; c) la electroporacion de siRNAs
directamente en tejidos y rganos*-48.

La solucién para obtener un silenciamiento génico
estable a través del iRNA ha sido el desarrollo de sis-
temas de expresion que producen siRNAs. Esto fue
llevado a cabo por varios grupos*' 4% que utilizaron
el promotor U6 o H1, para expresar una horquilla
pequena de RNA (shRNA, de small hairpin RNA). Los
shRNAs pueden ser procesados por Dicer para pro-
ducir siRNAs. Varios grupos han utilizado plasmidos
basados en shRNAs para obtener un silenciamiento
in vivo de mayor duracién®'. También se han utili-
zado vectores virales para la expresion de shRNAs en
las células. Asi se han realizado estudios con retro-
virus®*®7, lentivirus®>>>57.58 adenovirus®**' y virus
asociados a adenovirus®? %3,

Aplicaciones practicas del iRNA

La tecnologia derivada del iRNA ha revolucionado
la forma en que podemos analizar la funcién de los
genes. Ahora podemos llevar a cabo estudios de
silenciamiento génico de una manera sencilla y efi-
ciente. En ellos introducimos en las células dsRNAs o
siRNAs disefiados artificialmente para silenciar un
gen determinado. Esta tecnologia representa una
oportunidad Unica para identificar genes implicados
en cualquier proceso biolégico o enfermedad. Ade-
mas, debido a su sencillez, estos estudios pueden ser
realizados en miles de genes a la vez, dandonos una
perspectiva global del problema biolégico que se
estudia.

Por ejemplo, nosotros estamos estudiando el efecto
que tiene el silenciamiento del gen de la endoglina,
una molécula que parece regular el efecto profibré-
tico del factor de crecimiento transformante beta
(TGF-beta), sobre la sintesis de matriz extracelular®*.
Nuestros resultados preliminares parecen demostrar
que el silenciamiento de endoglina con un siRNA
especifico modifica la produccién de matriz extrace-
lular por las células mesangiales (Patricia Alvarez-
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Mufioz y José M. Lépez-Novoa; resultados sin publi-
car). Asimismo, en un estudio en el que tratdbamos
de relacionar la expresion de endoglina con la regu-
lacion de la expresion de la ciclooxigenasa-2 (COX-2),
la transfeccién de las células endoteliales con un
siRNA para endoglina aumenté la expresién de COX-2
tanto en condiciones basales como en respuesta a
TGF-beta1©.

Otro ejemplo de un trabajo muy recientemente
publicado en Kidney International, escogido entre
muchos trabajos del mismo tipo, demuestra que el
silenciamiento con siRNA del gen ELMO1 (de engulf-
ment and cell motility 1), un gen de susceptibilidad a
la nefropatia diabética y que se hiperexpresa en
diversos modelos animales de fibrosis renal, suprimia
la expresién de fibronectina que se observaba en
células que expresan este gen, sugiriendo que la
expresion de ELMOT1 contribuye al desarrollo y pro-
gresion de la nefropatia diabética a través de la alte-
racion de la sintesis de matriz extracelular®®. Otro
ejemplo es un trabajo muy reciente publicado en
American Journal of Transplantation en el que
demuestran que el silenciamiento con siRNA de C3,
el componente central de todas las vias de activacion
del complemento, es efectivo inhibiendo la expresion
de C3 en un modelo de isquemia/reperfusion renal
experimental en ratén, reduciendo el dafio renal, la
produccion del factor de necrosis tumoral alfa (tumo-
ral necrosis factor alpha; TNF-alpha) y la mortalidad
inducida por la isquemia/reperfusién. Los autores
sugieren que el uso del siRNA representa una nueva
posibilidad terapéutica en la necrosis tubular aguda o
en la preservacion de 6rganos para trasplante®”.

Aparte de su incuestionable relevancia como herra-
mienta de investigacion, esta tecnologia esta empe-
zando a ser aplicada a la terapia. Asi, se trabaja para
que en un futuro pueda usarse para silenciar, por ejem-
plo, genes alterados en enfermedades tumorales®®, o
genes virales en pacientes con infecciones viricas.
Inhibiendo la expresion de genes virales involucrados
en la replicacion, es posible inhibir ésta dentro de las
células y, por lo tanto, la capacidad de los virus para
multiplicarse, lisar las células e invadir otras. Hay
varios estudios que describen el uso del iRNA para
inhibir la replicacion del VIH-1 y del virus de la hepati-
tis B®72. Giladi y cols. (2003)”® describieron el uso de
los siRNA para silenciar tres secuencias diferentes de
mRNA in vivo en ratones infectados con el virus de la
hepatitis B. Los resultados oscilaron entre inhibiciones
del 60% al 90% dependiendo de las secuencias de
siRNA utilizadas y la proteina silenciada. También se
ha planteado el uso del iRNA contra la infeccién por el
virus de la hepatitis C"* 7>

Otra diana terapéutica (entre las muchas posibles)
son los genes causantes de los niveles elevados de
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colesterol en sangre. En relacion con esto, se ha
publicado recientemente en Nature que el silencia-
miento del gen de la apolipoproteina B (ApoB) en pri-
mates mediante la inyeccion intravenosa de siRNAs
especificos para ApoB y encapsulados en particulas
estables un complejo acidos nucleicos-lipidos, dio
lugar a reducciones significativas en los niveles circu-
lantes de ApoB, colesterol y LDL, que se observaron
desde 24 horas después de la inyeccion hasta 11 dias
después, lo que demuestra la eficacia y la larga dura-
cion de este tipo de tratamiento en animales muy
parecidos al hombre”®.

En modelos animales de insuficiencia hepdtica
aguda debida a induccion de la apoptosis de los
hepatocitos por agonistas de Fas, el tratamiento con
siRNA contra el gen de Fas protegio a los animales
contra la hepatitis fulminante””. Aunque no conozca-
mos que se hayan publicado hasta la fecha estudios
clinicos rigurosos basados en la terapia génica, hay
compafias como «siRNA Therapeutics» y «Alnylam
Pharmaceuticals» que estan realizando estudios clini-
cos preliminares desde el afio 200578,

En resumen, el descubrimiento del iRNA ha expan-
dido enormemente el conocimiento cientifico sobre
los mecanismos implicados en la regulacion génica.
Ademas, el desarrollo de tecnologias basadas en el
iRNA nos ha equipado a los investigadores con pode-
rosisimas herramientas experimentales para estudiar
la funcion génica. La adaptacion de esta tecnologia a
la terapia de diferentes tipos de patologias, aunque
aln en desarrollo, ha abierto expectativas terapéuti-
cas sin precedentes.
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