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ARTÍCULO DE REVISIÓN

RESUMEN

El RNA de doble cadena puede inducir un silenciamiento se-
cuencia-específico en eucarionte. Este proceso de silencia-
miento se inicia cuando el RNAdc largo es procesado a RNA
pequeño de 21 a 26 nucleótidos mediante la enzima RNAsa III
Dicer. Estos RNA pequeños se incorporan a complejos efecto-
res de silenciamiento, que son guiados a secuencias comple-
mentarias blanco. Existen diferentes tipos de silenciamiento,
cuyas diferencias se basan principalmente en la naturaleza de
la secuencia blanco y en la composición proteica de los com-
plejos efectores. La ruta del RNA de interferencia (RNAi) se
inicia cuando Dicer genera pequeños RNA de interferencia
(siRNA) que se unen por complementariedad al mRNA para
su degradación, utilizando el complejo RISC. De manera natu-
ral, los siRNA se originan de transposones y virus que produ-
cen RNAdc durante su replicación, así como también de otras
secuencias repetidas transcritas bidireccionalmente. Algunas
de las enzimas que conforman la maquinaria del RNAi como
Dicer, entre otras, son codificadas por familias multigénicas
en varias especies y también participan en otros mecanismos
de silenciamiento mediado por RNA. Los microRNA son otros
RNA pequeños que pueden inducir silenciamiento al unirse al
mRNA. Éstos se generan de manera general cuando Dicer
procesa estructuras de horquilla compuestas de regiones no
codificantes, en genomas de plantas y animales. Los miRNA
se incorporan a un complejo similar a RISC y, dependiendo de
su grado de complementariedad con el mRNA blanco, pueden
tener represión traduccional o bien digerir el mRNA. El silen-
ciamiento mediado por miRNA es esencial para el desarrollo de
plantas y animales. La inducción artificial del RNAi mediante
siRNA o miRNA ha sido adoptada como una herramienta
para inactivar la expresión génica, tanto en células en cultivo
como en organismos vivos. En esta revisión se muestra el
gran progreso en el entendimiento de los mecanismos que
participan en la regulación génica mediada por RNA en ani-
males y detalla algunos esfuerzos actuales para encauzar a es-
tos mecanismos como una herramienta en la investigación y
como posible terapia en enfermedades.
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Great potential of small RNAs:
RNA interference and microRNA

ABSTRACT

Double-stranded RNA (dsRNA) induces a sequence-specific si-
lencing in eukaryotic cells. This silencing process beggins when
long dsRNA is cleaved to 21 to 26 long small RNA by means of
the RNAse III-type enzyme Dicer. These small dsRNA are in-
cluded into silencing effector complexes, that are targeted to
complementary sequences. Small RNA dependent gene silenc-
ing can be achieved by distinct mechanisms based depending
mainly on the nature of target sequences and on the proteins
present in the effector complex. The route of interference RNA
(RNAi) begins when Dicer yields small interference RNA (siR-
NA) that bind to complementary mRNA for its degradation,
forming the RISC complex. siRNA are naturally formed from
transposons and dsRNA viruses during its replication, as well
as from other bidirectional transcribed repetitive sequences.
Some of the enzymes thar are part of the RNAi machinery, in-
cluding Dicer, are encoded by multigene families in many spe-
cies, that also play a role in other mechanisms of RND-depen-
dent gene silencing. MicroRNA’s (miRNA) are other small
RNA’s that can induce gene silencing at the mRNA level. These
are formed in a general manner when Dicer process hairpin
structures resulting from the transcription of non-coding se-
quences from plant and animal genomes. miRNA’s are inte-
grated into a RISC-like complex, after which, depending on
their degree of complementarity with target mRNA, can either
repress translation or induce mRNA degradation. miRNA-de-
pendent silencing is essential for the development of multicel-
lular organisms. Artificial RNAi induction by means of siRNA
or miRNA is being used as a tool to inactivate gene expression
in culture cells and in living organisms. This review focuses
on the progress in the understanding of the mechanisms in-
volved in gene regulation by RNA in animals and details some
current efforts to apply theses phenomena as a tool in research
and in the therapeutic of human diseases.

Key words. Double stranded RNA. Interference RNA. Mi-
croRNA. Cancer.
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INTRODUCCIÓN

El estudio de la regulación génica ha cobrado gran
importancia; esto confirma que la expresión génica
tiene influencia directa sobre una gran cantidad de
actividades celulares. Aunque es conocida la actividad
de las proteínas que intervienen en este proceso, cada
día hay más evidencia de que cientos de transcritos
pequeños pueden ser factores muy importantes en la
regulación genética.1 Estas especies de transcritos pe-
queños (RNA) salieron a escena al final de la era ge-
nómica, como RNA de expresión ubicua y como repre-
sores extraordinariamente versátiles de la expresión
génica en plantas, animales y hongos.2 Estos RNA di-
minutos, de aproximadamente 21-26 nt, dependen de
la maquinaria del RNA de interferencia (RNAi) para
efectuar su acción más conocida, es decir, el silencia-
miento de la expresión génica al interactuar con se-
cuencias complementarias.3 Estos RNA se clasifican
como a) RNA pequeños de interferencia, siRNA (o
“short interfering RNA”, por su nombre en inglés) y
b) microRNAs (miRNA). Ambos son componentes de
un mecanismo de regulación de la expresión génica
basado en transcritos, que funciona principalmente
en eucariontes.4,5 Dentro de las nuevas líneas de in-
vestigación, estos RNA pequeños se están utilizando
con dos propósitos fundamentales: 1) inhibir la acti-
vidad viral y de transposones para identificar nuevos
métodos de defensa del hospedero contra estos micro-
organismos, y 2) el silenciamiento de la expresión de
genes codificantes de diversas proteínas de interés
funcional.6-8 Otros tipos de RNA pequeños poco estu-
diados son los RNA temporales pequeños (o stRNA
por su nombre en inglés: “small temporal RNAs”),
y siRNA heterocromáticos. Se ha observado que los
siRNA heterocromáticos pueden intervenir en la or-
ganización cromosómica y en las modificaciones epi-
genéticas de regiones específicas dentro del genoma.9

Tomando en cuenta que recientemente el RNAi se
ha convertido en uno de los métodos más utilizados
para analizar a las células de los mamíferos, y que
además tiene el potencial de servir como tratamiento
terapéutico de algunas enfermedades esporádicas y
hereditarias, en esta revisión se muestra la biogéne-
sis, mecanismos de regulación genómica y aplicacio-
nes de dos de las especies de RNA pequeños más es-
tudiados hasta ahora: los siRNA y miRNA.

RNA DE DOBLE CADENA Y RNAi

La capacidad del RNA de doble cadena (RNAdc)
de interferir en la expresión génica de algunos euca-
riontes es conocida desde hace varios años, ya que el

RNA largo de doble cadena genera una respuesta de
interferón inhibiendo la traducción de proteínas a
través de la acción de PKR. Sin embargo, el silencia-
miento de genes mediante RNA pequeño en euca-
riontes también se identificó desde hace aproximada-
mente 20 años, pero los mecanismos para llevar a
cabo el silenciamiento están apenas siendo descritos.
Este fenómeno recibió el nombre de RNA de interfe-
rencia (RNAi).10

Antes se pensaba que los RNAdc eran agentes si-
lenciadores inespecíficos, incapaces de disociarse y
aparearse específicamente y capaces de inducir des-
trucción general de distintos RNA mensajeros
(RNAm) y, por lo tanto, la supresión total de la tra-
ducción de proteínas.

Uno de los primeros indicios de que el RNAi era
un fenómeno biológico aún no descrito fue la poten-
cia de su efecto. Guo y Kemphues, utilizaron una ca-
dena complementaria del RNA mensajero del gen
par-1 para bloquear su expresión en C. elegans me-
diante la técnica conocida como “silenciamiento por
antisentido”. Ésta depende de la liberación de gran-
des cantidades en el citoplasma del transcrito peque-
ño complementario al RNAm blanco (secuencia de
interferencia o antisentido).11 Inicialmente se pensó
que era un bloqueo pasivo en el proceso de traduc-
ción, debido al apareamiento de bases entre el
RNAm de interés y el RNA de interferencia. Poste-
riormente se encontró que tanto la cadena sentido
como la antisentido podían inducir silenciamiento
del RNAm, lo cual hizo necesario replantear esta hi-
pótesis funcional.12

En 1998 la ruta del RNAi fue reconocida en C.
elegans. En este trabajo Fire y cols. sugirieron que
el RNAdc, que frecuentemente está presente en las
células durante una infección viral, podría ser el ini-
ciador o el precursor de la ruta del RNAi. Dicho es-
tudio pretendía silenciar el RNAm blanco en forma
pasiva microinyectando simultáneamente concentra-
ciones bajas de secuencias complementarias de RNA
sentido y su antisentido, lo que al hibridar formó
complejos de RNAdc.13,14 Dado que es posible produ-
cir y purificar in vitro RNA e introducirlo directa-
mente en C. elegans y el silenciamiento es heredado
a la progenie por vía germinal, entonces se comprue-
ba que el RNAdc es un potente activador de la ruta
del RNAi, y el silenciamiento es aproximadamente
100 veces más efectivo que el RNA de cadena senci-
lla.15,16

El experimento anterior permite utilizar este in-
ductor en grandes poblaciones de animales como tra-
tamiento, simplemente alimentándolos con bacterias
que expresen RNAdc. Tanto en Drosophila,17 como
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en algunas plantas18 y hongos,19,20 de manera natu-
ral existen genes que silencian, ya sea postranscrip-
cionalmente, por co-supresión o por RNAi, sugirien-
do que cada uno de estos mecanismos tiene un
origen ancestral común en eucariontes.

Poder utilizar la ruta del RNAi como herramienta
experimental para silenciar genes específicos en mo-
delos de mamíferos ha sido una tarea muy difícil. El
problema principal radicaba en hacer que el RNAdc
exógeno silenciara genes específicos sin que activara
la respuesta del interferón mediante PKR, que es
parte del funcionamiento normal de la célula en res-
puesta a agentes infecciosos y/o virales. No fue has-
ta que se descubrió que el siRNA dúplex puede pro-
gramar al complejo de silenciamiento de RISC (del
que se habla en las siguientes secciones), para inac-
tivar genes específicos. En mamíferos el descubri-
miento de este último proceso fue muy importante
debido a que los RNAdc de más de 30 pares de bases
activan la respuesta del interferón, mientras que los
siRNA dúplex resultantes de la acción del complejo
RISC contienen aproximadamente 19 pb, lo que per-
mite utilizar esta herramienta como una metodolo-
gía estándar para silenciar la expresión de genes es-
pecíficos en células de mamíferos.21

La diferencia entre el tipo de respuesta que es ge-
nerada por la PKR y el RNAi, radica en su respecti-
va especificidad; la respuesta de PKR inhibe la ex-
presión de manera global, mientras que el RNAi
tiene un efecto específico sobre la expresión de un
gen o genes determinados.22 De manera natural, el
silenciamiento por la ruta del RNAi se origina a par-
tir de transposones, de virus que producen RNAdc
durante su replicación, así como de algunas secuen-
cias repetidas que se transcriben bidireccionalmen-
te.23-25

La ruta del RNAi también puede ser inducida por
la expresión endógena de horquillas pequeñas de
RNA (shRNAs por sus siglas en inglés: “short hair-
pin RNAs”). Éstos tienen una estructura similar a
una clase de RNA pequeños altamente conservados
denominados microRNA (miRNA), los cuales median
la ruta del RNAi a través de un mecanismo de inhi-
bición de la traducción. Veremos esto a continua-
ción.26,27

BIOGÉNESIS Y TRÁFICO DE miRNA

De acuerdo con un convenio internacional, un mi-
croRNA se define como un RNA de cadena sencilla
de 18 a 24 nucleótidos de longitud que es generado
por la enzima Dicer, una RNAsa de tipo III, a partir
de un transcrito endógeno que contiene una estruc-

tura de horquilla. Al momento de escribir este ar-
tículo, la base de datos de miRNA (disponible en:
http://www.sanger.ac.uk/Software/Rfam/mirna) con-
tiene 2,116 secuencias, de las cuales existen varias
específicas para C. elegans, D. melanogaster, Danio
renio, Gallus gallus, A. thaliana y virus de Epstein
Barr, entre otras. Para Homo sapiens existen 638
secuencias.

Aunque la mayoría de los miRNA están aislados a
lo largo del genoma, algunos se encuentran forman-
do clústers que son transcritos y expresados de ma-
nera coordinada. Esto indica una organización de
tipo operón para algunos miRNA. Los miRNA se lo-
calizan en exones e intrones de RNA no codificante,
así como intrones de mRNA codificante en la misma
orientación que los mRNA, lo cual sugiere que algu-
nos miRNA se podrían originar a partir de trans-
critos de intrones de pre-mRNA que sufrieron esci-
sión.28

Las enzimas RNAsa de tipo III son una familia de
ribonucleasas que reconocen específicamente al
RNAdc y que se cree que están presentes en todas
las células vivas. Una característica importante
de las RNAsas de tipo III es que al digerir el RNAdc
introducen dos nucleótidos en el sitio de diges-
tión.29,30

Las células humanas expresan tres miembros
de esta familia. La expresión de una de estas proteí-
nas está restringida a la mitocondria, mientras que
las otras dos se encuentran en citosol y núcleo. És-
tas se denominan Drosha y Dicer y ambas juegan
papeles diferentes pero fundamentales en el procesa-
miento de los miRNA: Drosha participa en el proce-
samiento de los RNA humanos en el núcleo, mien-
tras que Dicer genera casi exclusivamente miRNA y
siRNA.

La biogénesis de los miRNA presenta varios pa-
sos. Al inicio, los miRNA forman parte de una es-
tructura de tallo y burbuja de aproximadamente 80
nt de longitud, que forma parte del pri-miRNA. Esta
estructura es procesada en el núcleo por Drosha
para liberar una horquilla más pequeña de aproxi-
madamente 60 nt de longitud llamada pre-miRNA, la
cual contiene un extremo cohesivo colgante. Aún no
se determina la forma exacta en la cual Drosha dis-
crimina estructuras de tallo y burbuja de pre-miRNA
y posteriormente determina el sitio exacto de la di-
gestión. (Figura 1).31

Esta enzima forma parte del complejo proteico
de 600 kDa denominado “microprocesador”. Otro de
los componentes esenciales del microprocesador,
además de Drosha, se denomina DGCR8 en humanos
y Pasha en Drosophila. El microprocesador se pre-
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senta como un heterotetrámero y consiste principal-
mente en dos moléculas de Drosha y dos de DGCR8.
La proteína DGCR8 contiene dos dominios de unión
a RNAdc, sugiriendo que ésta puede jugar un papel
importante en el reconocimiento o unión del comple-
jo microprocesador.32

La Exportina 5 (Exp5) es un miembro de la fami-
lia de las karioferinas que son factores de transporte
núcleo-citoplasma, éstos son dependientes de un co-
factor denominado Ran (una GTPasa) para su fun-
cionamiento. Exp5 forma un heterodímero nuclear
con Ran-GTP y con los pre-miRNA que resultan del
procesamiento de Drosha. De la misma manera que
Drosha y el heterodímero Exp5/Ran-GTP se une a
RNAs pequeños que tienen una hebra terminal de
aproximadamente 16 bp y una cola cohesiva en el ex-
tremo 3’, precisamente la estructura que presentan
los pre-miRNA.33-37

PROCESAMIENTO CITOPLÁSMICO
DE PRE-miRNA POR Dicer

En invertebrados, las enzimas relacionadas a Di-
cer humana juegan un papel muy importante en el
RNAi, digiriendo RNAdc largos a RNA dúplex de
aproximadamente 22 pb que contienen una cola co-
hesiva de 2 nt en 3’.38-41 Esta digestión es subse-
cuente, donde Dicer se une nuevamente a los extre-
mos del RNAdc y vuelve a digerir aproximadamente
22 bases después del extremo hasta que el RNAdc
queda totalmente digerido. Mientras que Dicer digie-
re al RNAdc que tiene extremos romos, el dominio
PAZ de Dicer se une a los extremos de RNAdc que
tiene colas cohesivas (como los generados por Di-
cer).42

Dicer también juega un papel importante en la ge-
neración de los miRNA maduros en vertebrados, don-
de el dominio PAZ de Dicer se une a la cola cohesiva
presente en la base de la horquilla de pre-miRNA, y el
dominio de unión a RNAdc de Dicer se une a la base
de la burbuja y define la distancia de la digestión des-

de la base.43-46 El procesamiento por Dicer genera
RNA dúplex de aproximadamente 22 pb, que contie-
nen dos colas cohesivas en el extremo 3’, lo cual es si-
milar tanto en estructura como en función a los siR-
NA dúplex que son generados por Dicer a partir de
RNAdc largos. Después de la digestión, Dicer perma-
nece asociada con el miRNA o siRNA dúplex interme-
diario de 22 pb y posteriormente es liberado por una
helicasa (Figura 2).

COMPLEJOS EFECTORES

La digestión por Dicer es seguida por la liberación
del miRNA maduro o del siRNA, y también por la in-
corporación al complejo de RISC (“RNA-induced si-
lencing complex”, por sus siglas en inglés) o al de
RITS (“RNA-induced initiation of gene transcriptio-
nal gene silencing”, por sus siglas en inglés), cuyas
funciones incluyen digestión del mRNA, supresión de
la traducción, silenciamiento transcripcional y forma-
ción de heterocromatina.47

Existe una variedad de componentes que auxilian
en el ensamblaje de RISC, particularmente aquellos
que despliegan al siRNA o al miRNA y a través de
esta acción determinan cuál cadena de estos RNA
dúplex es la que se activa para el silenciamiento.48

Los complejos de RISC se componen principal-
mente de ribonucleoproteínas que contienen a miem-
bros de la familia de proteínas Argonauta (Ago) con
dominios PAZ-Piwi.49 De manera adicional, RISC
contiene varios factores accesorios cuyas acciones
son necesarias para la función efectora. La mayoría
de los organismos tienen homólogos de la familia de

Figura 1. Estructura de tallo y burbuja del pre-miRNA30A humano.
Los sitios de digestión de Drosha son los que indican las flechas y los si-
tios de digestión de Dicer son los que indican los triángulos. Tomado y
modificado de Molecular Cell 2004; 16: 861-5.

CAGUGAGCGACUGUAAACAUCC GACUGGAAGC

GUCAUCCGU GACGUUUGUAGG CUGACUUUCG
C

UC
5’-

3’-

U GU G A A G
C

G GU A G A CA

Figura 2. Procesamiento de los miRNA. Los sitios de digestión es-
tán marcados con flechas. Leer en el texto. Tomado y modificado de Mo-
lecular Cell 2004; 16: 861-5.
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Argonauta, Drosophila tiene cinco, el ratón tiene
ocho y los nemátodos tienen al menos veinticuatro.
Estas proteínas dan especificidad al complejo RISC y
determinan la respuesta específica para cada siRNA
o miRNA. El dominio Piwi interacciona directamen-
te e inhibe a la región del dominio de unión de RNa-
seIII/dcRNA de Dicer.50 Esto se ha interpretado
como una interacción de transferencia de sustrato y
se ha especulado que las interacciones de Piwi con
Dicer pueden estimular la liberación del miRNA o del
siRNA. Algunos otros componentes adicionales de
RISC han sido identificados y aún no se ha descrito
su función en la ruta del RNAi. Dentro de éstos se en-
cuentran la proteína de unión a RNA VIG, el homólo-
go en Drosophila de la proteína X Frágil, dFXR, heli-
casas y Tudor-SN.51-56

El ensamblaje de RISC es uno de los pasos más
complejos en la ruta del miRNA y del RNAi. Involu-
cra a pequeños productores de RNA pequeño (DCR),
RNA dúplex pequeño, el desdoblamiento de RNA dú-
plex de simétrico a asimétrico y el reclutamiento de
diferentes proteínas Ago. Cada una de las diferentes
proteínas Ago de RISC tienen funciones diferentes que
están posiblemente determinadas por los dominios
Piwi de la proteína Ago.57-60 Algunos dominios Piwi
confieren actividad “slicer”, mientras que otros no.

Dependiendo del tipo de proteínas Ago reclutadas
a RISC, estos complejos pueden ser tentativamente
divididos en dos tipos: RISC digestivo y RISC no di-
gestivo. Un RISC digestivo tiene una función dual
que dirige tanto la digestión del mRNA blanco como
la represión traduccional, dependiendo de las carac-
terísticas del apareamiento entre el RNA pequeño y
el RNAm. Si la complementariedad entre el aparea-
miento del siRNA o miRNA y su RNAm blanco no es
al 100%, el RNAm es físicamente inalcanzable por el
centro activo de la endonucleasa (slicer) del RISC di-
gestivo, ya que se forma una horquilla entre el blan-
co y los miRNA o siRNA.61-63 Por lo tanto, esto ge-
nera una represión traduccional en lugar de una
digestión eficiente del RNAm blanco. En contraste,
los RISC no digestivos no tienen actividad de endo-
nucleasa (slicer) en el dominio Piwi de las proteínas
Ago y pueden utilizar el RNAm blanco sólo para la
represión de la traducción.64-68 Además de estos dos
tipos de funcionamiento de RISC, existen otros tipos
denominados RITS.

CONTROL DE LA ESTRUCTURA
DE LA CROMATINA POR EL COMPLEJO RITS

El efecto de las rutas de silenciamiento del RNA
no sólo está limitado a procesos citoplásmicos

como el apagado del mRNA y la síntesis de proteí-
nas. El inicio de la formación de la cromatina,
tanto en los centrómeros como en otros sitios cro-
mosómicos, ha mostrado que depende del aparato
de silenciamiento del RNA y también de los RNA
pequeños. Independientemente de su papel sobre la
estructura del cromosoma durante el crecimiento
y la división celular, la formación de heterocroma-
tina inducida por RNAdc también parece generar
silenciamiento transcripcional en respuesta a la
expresión de transgenes o transposones. Depen-
diendo del organismo y del contexto celular especí-
fico, los RNA pequeños que derivan de secuencias
repetidas o de transgenes pueden metilar el DNA,
o bien, las histonas. Este fenómeno ha sido descri-
to en protozoarios, plantas, insectos y vertebra-
dos; sin embargo, donde se ha descrito de manera
principal es en Schizosaccharomyces pombe.69-74

En esta levadura Ago1, el único homólogo de Ar-
gonauta, es ensamblado dentro del complejo de
RITS. Este complejo además se forma de Chp1,
una proteína de unión a centrómero que contiene
un cromo-dominio y que es necesaria para la meti-
lación de la histona H3 lisina 9 en los repetidos
del centrómero. Y también este complejo se confor-
ma por Tas3, una proteína de función desconoci-
da. El RITS utiliza siRNA provenientes de trans-
critos centroméricos repetidos para guiar su
localización en estos repetidos e inducir la forma-
ción de heterocromatina. Independientemente del
mecanismo, identificar un complejo efector que
contenga Ago indica que éste pudiera ser un meca-
nismo paralelo a miRISC o siRISC.75-79

ACTIVACIÓN DIRIGIDA DE LA
RUTA DE SILENCIAMIENTO DEL RNAi:

siRNA Y miRNA

La ruta de procesamiento del RNAi ilustrada en
la Figura 3, está conservada en la mayoría de las cé-
lulas eucariontes y puede utilizarse para promover
la entrada de siRNA exógenos o sintéticos. Como se
mencionó, en muchos vertebrados los RNAdc de ma-
yor longitud pueden activar la respuesta de interfe-
rón, por lo que su uso no permite silenciar genes de
manera dirigida en estos organismos. Para silenciar
genes específicos ha sido necesario realizar transfec-
ciones con siRNA dúplex sintético, que es muy pareci-
do al miRNA dúplex, haciendo que actúe RISC. Aun-
que estos experimentos resultaron en la destrucción
específica y efectiva de los mRNA blanco, los siRNA
sintéticos son muy caros y la transfección del RNA es
poco eficiente en todas las células de interés. Para
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Figura 3. Modelo simpli-
ficado del procesamiento y
funciones de siRNA y miRNA.
La biogénesis del miRNA se
muestra del lado izquierdo y la
biogénesis del siRNA del lado
derecho. Los miRNa o siRNA
dúplex resultantes de la diges-
tión por Dicer son incorporados
al complejo multiproteico
RISC. En este proceso el dú-
plex es separado, una cadena
se degrada mientras que la
otra es retenida por RISC. Se
cree que esta cadena funge
como guía para identificar
blancos complementarios para
que RISC actúe sobre ellos di-
giriendo el mRNA sustrato o
reprimiendo la traducción de
alguna proteína.
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superar este problema se han utilizado promotores
dependientes de RNA polimerasa, desarrollando
plásmidos que puedan expresar pequeñas estructuras
de RNA de horquilla, análogas estructuralmente a
los pre-miRNA. A partir de esto, una serie de traba-
jos posteriores han refinado los parámetros para di-
señar las estructuras pequeñas de RNA de horquilla
para obtener silenciamiento exitoso por RNAi. Ac-
tualmente se sabe que las secuencias de 25 a 29 pb
favorecen el procesamiento del RNA y la expresión
de siRNA.33,80

También se han desarrollado vectores virales ba-
sados en el genoma del virus de leucemia murina o
de inmunodeficiencia humana que incorporan case-
tes de expresión con pequeñas estructuras de hor-
quilla. Estos vectores infectan a las células blanco

in vivo e in vitro, generando expresión estable de los
siRNA y supresión a largo plazo del mRNA blanco.
Otros vectores de expresión con pequeñas estructu-
ras de horquilla están basados en lentivirus y han
sido utilizados de manera eficiente y estable para su-
primir la expresión de genes en ratones transgéni-
cos.81,82

miRNA

El primer miRNA descrito fue lin-4, que ayuda a
controlar la duración de los diferentes estadios del
desarrollo de la larva de C. elegans. Este gen no co-
difica ninguna proteína, sino que produce un par
de RNA pequeños. La mayoría de los miRNA pro-
vienen de regiones del genoma muy distantes de los
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genes hasta ahora descritos, lo que sugiere que
provienen de unidades de transcripción indepen-
dientes y se ha mostrado que aproximadamente
una cuarta parte de los miRNA descritos hasta
ahora están localizados en intrones de pre mRNA.83

Otros miRNA se agrupan de manera secuencial a lo
largo del genoma, con un arreglo en el patrón de
expresión que implica una transcripción de tipo
multicistrónico. La mayoría de los genes que codifi-
can miRNA en nemátodos y en humanos están ais-
lados, mientras que en Drosophila son secuencia-
les.84 Como se mencionó antes, no se conocen con
precisión los blancos de los miRNA y, por lo tanto,
tampoco todas sus funciones. Es posible que las se-
cuencias blanco de los miRNA no se restrinjan sólo
a RNAm, sino que algunos podrían hibridar con re-
giones de RNA no codificante.85-88 La identificación
de secuencias blanco reguladoras de cada miRNA
está aún muy lejana. Para identificarlas dentro de
las rutas metabólicas celulares en un contexto bio-
lógico, probablemente será necesaria la interven-
ción de otras ciencias como la bioquímica, la bioin-
formática y la genética.

DIFERENCIAS ENTRE siRNA Y miRNA

Como hemos visto, los siRNA y los miRNA com-
parten algunas funciones y muchos de sus aspectos,
incluyendo su composición química y mecanismos de
acción. Además, parte de la biogénesis de miRNA y
siRNA endógenos es compartida, todo lo cual hace
difícil la distinción entre ellos. Sin embargo, algunas
estriban en:

1. Los miRNA son procesados principalmente a par-
tir de transcritos en horquilla, mientras que los
siRNA provienen generalmente de grandes molé-
culas de RNA dúplex.

2. Cada molécula precursora de horquilla genera un
solo RNA dúplex de miRNA:miRNA, mientras
que cada siRNA precursor genera varios siRNA
dúplex diferentes, provenientes de cada extremo
del RNAdc.

3. Las secuencias de miRNA están relativamente
conservadas en organismos relacionados, no así
las secuencias endógenas de siRNA.

4. Es posible que los siRNA endógenos realicen un
“autosilenciamiento”, ya que silencian el mismo
locus, o uno muy similar al que les dio origen,
mientras que los miRNA llevan a cabo un “hete-
rosilenciamiento”, ya que algunos se producen a
partir de genes que pueden silenciar a varios ge-
nes blanco.63,89

LA RUTA DEL RNAi
EN LA GENÉTICA DE MAMÍFEROS

En experimentos basados en RNAi, una de las pri-
meras decisiones que hay que tomar es cuál tipo de
RNA, siRNA o miRNA habrá de utilizarse para acti-
var la supresión. Las principales ventajas del siRNA
son: su alta eficacia para la liberación de secuencias
dentro de la célula, lo que resulta en concentracio-
nes altas del gen silenciador, además de la gran dis-
ponibilidad comercial de siRNA prevalidados. Entre
las limitaciones de los siRNA destaca el hecho de
que sus efectos son transitorios y dependientes de la
tasa de división celular, ya que las células de mamí-
feros no tienen mecanismos para amplificar y propa-
gar el RNAi (como las plantas y C. elegans), además
de que algunas células son muy difíciles de transfec-
tar y de que el proceso de transfección per se puede
alterar la fisiología de la célula.90-92

En el caso de los miRNA la inversión es mucho
mayor, ya que es necesario diseñar oligonucleótidos
para clonarlos y secuenciarlos, lo cual es indispen-
sable para producir una construcción óptima. Sin
embargo, los miRNA son capaces de producir silen-
ciamiento sostenido y expresarse abundantemente
mediante transfección convencional o utilizando di-
versos vectores virales que permitan su integración
estable en el genoma. Además, los vectores de expre-
sión del miRNA pueden ser propagados indefinida-
mente.57

Ambos se han utilizado para determinar la fun-
ción de diversos genes in vivo, principalmente en ra-
tones. La primera demostración de silenciamiento en
animales adultos mediada por RNAi, se hizo me-
diante la represión del gen reportero de luciferasa,
mediante la transfección de plásmidos con siRNA y
miRNA en el hígado de un ratón.93 En estudios sub-
secuentes se introdujeron siRNA y miRNA a varias
células de diferentes formas, como inyección del áci-
do nucleico desnudo o mediante lipofección inhibiendo
la expresión de diversos genes blanco.

El silenciamiento de genes a largo plazo in vivo se
ha demostrado produciendo mosaicismo genético y
transferencia a la línea germinal. Por ejemplo, el cre-
cimiento de un tumor en un modelo xenogénico pue-
de atenuarse agregando a las células un casete de
miRNA cuyo blanco sea el oncogén RAS, permitien-
do que éste se active antes de reinyectar las células
al animal. También se ha suprimido la expresión de
genes específicos en células germinales y sus órga-
nos productores.94-98

Algunos oligonucleótidos sintéticos suprimen el
gen blanco de manera transmisible, basados en la ac-
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Figura 4. Metodologías de evaluación de siRNA o miRNA. En el pa-
nel a) se muestra un microarreglo donde se pueden imprimir secuencias
de siRNA o miRNA para la realización de una transfección inversa. Los
recuadros muestran un ejemplo de poblaciones celulares que pueden ser
observadas como puntos individuales del arreglo, expresando proteínas en
verde y rojo. En los recuadros de la izquierda puede apreciarse la manera
en que se vería una proteína silenciada. En el panel b) se muestra que las
células transfectadas con siRNA o miRNA pueden ser seleccionadas de
manera tradicional mediante cultivos de selección por resistencia a anti-
bióticos, citocinas o por medio de FACS, para posteriormente infectar a
los animales. En algunos casos es posible realizar análisis de expresión
de las células afectadas.
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ción de heredabilidad dominante de un casete de ex-
presión de miRNA. Con el éxito de estas estrategias
surgieron muchos experimentos que incluyeron in-
yecciones nucleares, creación de quimeras mediante
células germinales sometidas a ingeniería genética, y
por transgénesis mediante la inyección de lentivirus
en huevos fertilizados. En la actualidad, esta tecno-
logía ya permite la creación de animales con silen-
ciamiento inducible de casi cualquier gen.81,82,99,100

EL RNAi COMO UNA HERRAMIENTA
DE ANÁLISIS GENÓMICO GLOBAL

Paradójicamente los miRNA pueden también utili-
zarse para el análisis genómico global a partir de es-
tudios a pequeña escala. Recientemente se utilizó
una biblioteca de estos RNA dirigida a la familia de
las enzimas de la desubicuitinación, encontrando
que el gen supresor de tumor CYLD (gen de suscep-
tibilidad a cilindromatosis) suprime la actividad de
NF-κB. Este resultado originó diversas propuestas
para el tratamiento de la cilindromatosis con fárma-
cos ya existentes, y confirmó que los estudios gené-
ticos no solamente generan avances en la biología,
sino que podrían proveer avances prácticos en el tra-
tamiento racional de enfermedades.101-104

Las bibliotecas de siRNA pueden construirse me-
diante síntesis química o por digestión enzimática de
RNAdc largos. De manera alternativa, la construc-
ción de varios vectores de expresión de miRNA que
tengan cada uno un gen blanco, permite también la
producción de bibliotecas. Recientemente, dos grupos
publicaron la producción de bibliotecas a partir de oli-
gonucleótidos sintéticos que cubren aproximadamente
10,000 genes únicos.105 Otro grupo de investigación
creó una biblioteca de miRNA mediante productos de
PCR. Por otro lado, también existen métodos para
construir bibliotecas de miRNA basadas en la mani-
pulación del RNA complementario.106 Todo esto está
en desarrollo y pronto veremos sus resultados.

Los análisis a gran escala con bibliotecas de siR-
NA, pueden realizarse por medio de microarreglos
imprimiendo diferentes miRNA o siRNA sobre lami-
nillas de sílice para realizar trasfecciones inversas.
Este tipo de transfecciones involucran a la deposi-
ción de complejos ácidos nucleico-lípidos sobre una
superficie sólida y las células que se plaquean sobre
esta superficie “tomarán” el DNA o RNA encapsula-
do para regular la expresión o el silenciamiento del
RNAm.107-109 Otra manera de valorar los efectos
del miRNA es por medio de una transfección in situ,
seleccionando las células transfectadas en cultivo ya
sea mediante citosinas o bien por antibióticos y pos-

teriormente realizar microarreglos de expresión
para determinar la expresión diferencial en cada una
de las células (Figura 4).110-112

En conclusión, el éxito del empleo del RNAi para
analizar la función de un solo gen ha llevado a apli-
car esta tecnología a gran escala. Ahora que los ge-
nomas del humano, ratón, rata y chimpancé están
completamente secuenciados, el RNAi provee un me-
canismo mediante el cual toda esta información pue-
de ser traducida a generar definiciones funcionales
para cada gen.
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RNAi EN EL TRATAMIENTO Y
DESCUBRIMIENTO DE NUEVOS FÁRMACOS

Como hemos visto, el RNAi ha comenzado a cam-
biar los paradigmas hasta ahora existentes en el
proceso del descubrimiento de nuevos fármacos. Con
los métodos de análisis a gran escala que se mencio-
naron, el RNAi cobra gran importancia, ya que pue-
de enfocarse directamente a la búsqueda de los blan-
cos de fármacos más promisorios.

Sin embargo, desde que se describió por primera
vez la utilización de RNAi en células de mamíferos,
se han realizado muchos estudios para utilizarlos en
el tratamiento de enfermedades. Su eficacia en la
terapéutica dependerá de la especificidad de la inhi-
bición a la que el gen blanco es sometido. En tal
caso, las posibles secuencias blanco para tratar en-
fermedades serían: oncogenes, genes supresores o in-
cluso polimorfismos de un solo nucleótido (SNP).
Además, hay grandes esperanzas de poder algún día
utilizar el RNAi en el tratamiento de enfermedades
virales como la hepatitis C y las infecciones por vi-
rus de inmunodeficiencia humana (VIH), de lo
cual hay resultados preliminares. No obstante el
gran potencial de esta técnica en terapéutica, de-
bemos mantener en mente su posible toxicidad, cu-
yas consecuencias no estamos en condiciones de
predecir. Actualmente existen propuestas clínicas
para utilizar miRNA sintéticos o vectores virales
como tratamiento, pero ninguna ha sido aprobada.

RNAi EN EL TRATAMIENTO
DE PACIENTES CON VIH

El uso de la combinación de dos o tres fármacos
en el tratamiento del VIH ha ayudado enormemente
a los pacientes infectados. Sin embargo, a pesar del
aparente éxito de los nuevos agentes antirretrovira-
les, persisten problemas debido principalmente al
surgimiento de variantes virales resistentes a dichos
agentes y a la emergente toxicidad resultante de las
mezclas de los diferentes fármacos. De ahí el gran in-
terés en la búsqueda de nuevos tratamientos anti-
rretrovirales. El VIH fue el primer agente infeccioso
estudiado mediante RNAi, probablemente debido a
que su patrón de expresión y ciclo de vida están
siendo conocidos. Se han utilizado varias secuencias
sintéticas de siRNA y miRNA para silenciar los RNA
de expresión temprana y tardía del VIH en líneas ce-
lulares y en células hematopoyéticas.113-114 Aunque
la inhibición de secuencias de VIH en cultivos celu-
lares por RNAi ha sido efectiva hasta ahora, el reto
actual es la alta tasa de mutación del virus que, ade-

más de permitirle evadir la respuesta inmune, po-
dría permitir también a las secuencias mutantes es-
capar del silenciamiento. De ahí que otra alternativa
terapéutica en esta enfermedad es la supresión de co-
factores celulares requeridos para la infección por
VIH. Algunos cofactores celulares como el receptor
de VIH CD4 y otros, han sido suprimidos en líneas
celulares de linfocitos T y células germinales deriva-
das de macrófagos mediante RNAi, resultando en in-
hibición de la replicación del VIH o de la invasión
celular.113

La liberación de siRNA y miRNA dentro de las cé-
lulas infectadas con VIH es un problema. Dado que
la acción de los siRNA no persiste largos periodos de
tiempo en la célula, y considerando que las células a
tratar son linfocitos T, monocitos y macrófagos, es-
tos RNA pequeños deben ser introducidos en las cé-
lulas varias veces durante años para tener éxito en
el control de la infección.100,115-117 Además, cualquier
método de transfección que no tenga 100% de efica-
cia permite la persistencia de clonas infectadas que
a largo plazo, al expandirse, permiten la persistencia
del virus. Por otro lado, la utilización de vectores vi-
rales de miRNA también causa problemas debido a la
respuesta inmune que el mismo vector puede causar
en el individuo.100,118,119 De ahí que uno de los méto-
dos que han sido mayormente utilizados sea aislar
células T de los pacientes para ser transfectadas,
crecidas e introducidas en los mismos pacientes.
Para lo anterior, también se han utilizado células
precursoras transfectadas con vectores que contie-
nen los genes terapéuticos, las cuales generarán cé-
lulas hematopoyéticas resistentes al virus.115,120,121

Las células madre son adquiridas del paciente y
transducidas ex vivo antes de transferencia adoptiva
o reconstitución in vivo. Debido a que el RNAi ha
demostrado ser más exitoso que algunas sondas an-
tisentido o ribozimas que se utilizan actualmente, se
cree que esta tecnología podrá ser utilizada en hu-
manos en los próximos años.115

RNAi EN EL TRATAMIENTO
DE LAS HEPATITIS VIRALES

La hepatitis producida por los virus de hepatitis
B (VHB) y C (VHC) es un problema muy importante
de salud a nivel mundial, ya que millones de indivi-
duos se infectan anualmente. Hoy en día existe una
vacuna contra el VHB pero el tratamiento solamente
funciona para prevenir la infección viral y no existe
todavía vacuna para VHC. De ahí que la hepatitis
causada por estos dos agentes virales sea un blanco
potencial de terapia por RNAi.122
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El VHC infecta aproximadamente a 3% de la pobla-
ción mundial y es el factor etiológico más importante
de enfermedad crónica del hígado que puede progresar
a cirrosis hepática y a carcinoma hepático. El geno-
ma del VHC es una cadena positiva de RNA que se
procesa postranscripcionalmente para producir por lo
menos diez proteínas. En algunos estudios se han
transfectado regiones subgenómicas o replicones con
el genoma del VHC a células derivadas de hepatocar-
cinoma para estudiar nuevos fármacos antivirales.
En otros trabajos se ha inyectado siRNA antiVHC en
ratones para digerir secuencias de VHC utilizando
una construcción de VHC-luciferasa, como gen repor-
tero, en hepatocitos de ratón in vivo.123-126

En estudios in vivo se utilizaron siRNA para tratar
la hepatitis fulminante inducida por un anticuerpo
agonista anti-fas en ratones. Los siRNA anti-fas se in-
yectaron a ratones previamente tratados con el anti-
cuerpo. El 82% de los ratones sobrevivió por 10 días,
mientras que los controles murieron a los tres
días. Los ratones que padecían hepatitis autoinmune
también mejoraron después del tratamiento con siR-
NA. De ahí que el siRNA podría disminuir la severidad
de algunas enfermedades interfiriendo con la res-
puesta inflamatoria más que con el agente infeccioso
mismo. De la misma manera que con el VIH, la libe-
ración de los siRNA o de los vectores de miRNA es el
reto actual a vencer para poder lograr un posible
tratamiento del VHC, ya que el método de inyección
intravenosa utilizada en ratones no es factible en el
tratamiento de la hepatitis humana. Aunque en ra-
tones el material genético puede introducirse en los
hepatocitos utilizando catéteres, no existen métodos
de liberación efectiva y sin riesgos para su uso en
humanos.127-129

RNAi Y CÁNCER

Algunos estudios sugieren que el RNAi puede ser
utilizado como tratamiento potencial en cáncer.
Aunque no existen protocolos de RNAi en proceso,
los antecedentes son estudios en que se utilizó
DNA antisentido. El primer oligonucleótido anti-
sentido utilizado para el tratamiento del cáncer fue
el Genasense (Genta, Inc.), que tiene como blanco
al gen antiapoptótico BCL-2, su uso, en combina-
ción con quimioterapia convencional, ha dado re-
sultados alentadores en melanoma. Sin embargo,
su uso como fármaco recientemente aprobado por
la FDA ha sido postergado sin explicar la cau-
sa.130,131 Es innegable que el uso potencial del RNAi
para tratar cáncer metastático dependerá de encon-
trar buenos genes blanco en las células.

Aparentemente la expresión de los miRNA es re-
gulada tanto por el tipo de célula como por su esta-
dio de progresión. En 2003 se reportó que este as-
pecto de especificidad se mantiene aún en cáncer, ya
que al medir la expresión de 217 miRNA humanos
en muestras de cáncer encontraron que el patrón de
expresión de estos RNA pequeños varía en los dife-
rentes tipos de tumor. Es importante mencionar que
los patrones de expresión de este pequeño grupo de
miRNA definen e identifican mejor los diferentes ti-
pos de cáncer que los datos de expresión generados
por microarreglos de cDNA con 16,000 clonas, lo
que lo ubica como una novedosa estrategia para cla-
sificar los diferentes tipos de cáncer.132,133

Como se esperaba, la expresión de algunos miR-
NA está relacionada directamente con el desarrollo y
con el tejido en que se desarrollan. Los tumores de
un mismo origen embrionario tienen patrones de ex-
presión similares (por ejemplo el cáncer gástrico, el
hepatocarcinoma y el cáncer de colon, que derivan
del endodermo). Las leucemias tienen un patrón
muy diferente al de los tumores sólidos y están
subagrupadas de acuerdo con anormalidades genéti-
cas. Es posible que más observaciones ayuden a me-
jorar el diagnóstico de los cánceres poco diferencia-
dos con orígenes desconocidos y aporten mejores
opciones para el tratamiento.

Considerando que en algunos linfomas hay copias
extras de un fragmento del cromosoma 13 (13q31-32),
se determinó que en esta región que se amplifica exis-
te un gen que se llama c13orf25 que codifica el pre-
cursor de siete miRNA. He et al. encontraron que los
miRNA derivados de c13orf25 se sobrexpresan en cé-
lulas de linfoma que tienen copias extra del c13orf25.
Para identificar las consecuencias biológicas de la so-
brexpresión de este miRNA, se utilizó un modelo mu-
rino de linfoma inducido por el oncogén myc. Se in-
fectaron células precursoras hematopoyéticas de este
ratón con un retrovirus que contenía una región del
clúster de miRNA, y se inyectaron en ratones. En és-
tos, la leucemia se desarrolló en 51 días, mientras
que en los controles, inyectados con un vector vacío,
la leucemia se desarrolló en un periodo de 3 a 6 me-
ses. El mecanismo de funcionamiento no ha sido aún
descrito y tampoco se ha determinado cuál de los
componentes del clúster de c13orf25 es el causante.
Sin embargo, este estudio identifica al primer onco-
gén que no codifica ninguna proteína.134

En cáncer, frecuentemente se sobreexpresa el gen
regulador de la trascripción C-MYC. En un trabajo
reciente de O’Donell et al., se utilizó una línea celu-
lar de linfoma que expresa el gen C-MYC. En estas
células se activó este transcrito utilizando un induc-
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tor y se detectó que el aumento en la expresión de C-
MYC resulta en expresión de seis miRNA. De éstos,
dos están codificados por el clúster de c13orf25 y el
resto por clústers de los cromosomas 7 y X.135

Es evidente la necesidad de definir las rutas bio-
lógicas alteradas en cáncer que son reguladas por
miRNA. Esto resulta bastante complejo debido a
las funciones duales de los mismos miRNA como las
previamente descritas. La identificación de las re-
des reguladoras de los miRNA es uno de los retos
actuales, pero esto se apoya en la evidencia de que
la regulación de la expresión génica es esencial en
el estudio del crecimiento, desarrollo y sobreviven-
cia de los organismos multicelulares.

RNAi, VIRUS DE PAPILOMA
HUMANO Y CÁNCER CERVICOUTERINO

El cáncer cervicouterino (CC) es la segunda causa
de muerte en mujeres por neoplasia en México. El
virus de papiloma humano (VPH) es considerado el
factor etiológico más importante, ya que se encuen-
tra presente en 99% de todas las muestras. La infec-
ción por VPH a la célula hace que se traduzcan dos
oncoproteínas virales denominadas E6 y E7, las cua-
les se unen a las proteínas celulares p53 y RB res-
pectivamente, inactivándolas. Recientemente, diver-
sos grupos se han dado a la tarea de diseñar una
vacuna contra este virus; sin embargo, hasta la fe-
cha no existe ninguna de estas vacunas, ya sea pre-
ventiva o de tratamiento disponible en el mercado.

Basándose en que la inhibición de factores antia-
poptóticos podría tener gran importancia en tera-
pias antitumorales, trabajos recientes reportan que
en líneas celulares derivadas de CC e infectadas con
VPH cuando se utiliza siRNA para el oncogén E6, se
acumula p53, se transactiva el gen p21 (controlador
del ciclo celular) y se reduce el crecimiento celular,
además de que se restablece la actividad de las rutas
supresoras de tumor. Mientras que al inhibir E7 se
induce la muerte celular abriendo la posibilidad de
utilizar siRNA en el tratamiento del CC. Por otro
lado, trabajos recientes indican que cuando se utiliza
siRNA contra las oncoproteínas virales E6 y E7, ade-
más de los efectos antes mencionados, se incrementa
el efecto terapéutico del cisplatino, que es el trata-
miento más empleado en CC, como resultado directo
del incremento en los niveles de p53. Sin embargo,
aunque el panorama resulte bastante similar al de
VIH y VHC, es muy evidente que el estudio del cán-
cer cervicouterino mediante RNAi aún no ha tenido
la atención suficiente, convirtiéndolo en un blanco
de investigación.136-139

CONCLUSIONES

En un periodo de tiempo relativamente corto, y a
partir de su descubrimiento en modelos animales, la
ruta de silenciamiento del RNAi es ya considerada
una poderosa herramienta para la determinación de
la función de los genes de mamíferos. Conforme au-
mente nuestro conocimiento sobre la biología y bio-
química de este mecanismo conservado de regulación
génica, mejorará nuestra habilidad para utilizar al
RNAi como herramienta experimental. Con el auge
de los estudios de RNAi en diferentes modelos ani-
males, en un futuro cercano podrá establecerse la
mejor estrategia para utilizar el RNAi en terapia.

Queda una pregunta en el aire: ¿podrá el RNAi
revolucionar el tratamiento de enfermedades de la
misma manera en que ha revolucionado a la investi-
gación básica en la búsqueda de la función de los ge-
nes?
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