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ARTÍCULO DE REVISIÓN

RNA interference:
from origins to a novel tool for gene silencing

ABSTRACT

RNA interference (RNAi) is a conserved biological mechanism
triggered by double-stranded RNA from exogenous (small in-
terfering RNA, siRNA) or endogenous origin (microRNAs,
miRNA) that inhibits gene expression at transcriptional level.
First discovered as an ancient anti-viral response, RNAi is
now recognized as a natural regulatory mechanism for silen-
cing gene expression in eukaryotes and as a powerful tool for
investigating gene function. Over the last seven years, RNAi
has become a valuable and standardized tool to silence gene
expression in almost every scientific research field. This re-
view describes the RNAi as a biological response and as a
research tool for silencing gene expression, focusing on pri-
mary information required when the RNAi is applying for
first time at a laboratory. It provides a basic guide to promote
RNAi advantages and a list of available web tools for RNAi
application in research field at a laboratory. Information
about RNAi-based therapeutics development is included.

Key words. RNA interference (RNAi). Knocking down. Re-
search tool. Small interference RNA (siRNA). microRNA
(miRNA). RNAi-based therapeutic.

RESUMEN

El RNA de interferencia (RNAi) es un mecanismo biológico
conservado que inhibe específicamente la expresión de genes a
nivel post-transcripcional, en respuesta a la presencia de RNA
de doble hebra que proviene de la propia célula (microRNA o
miRNA) o del exterior de la misma (RNA pequeños de interfe-
rencia o siRNA). Identificado por primera vez como un meca-
nismo anti-viral conservado evolutivamente, el RNAi surge
como un proceso natural de regulación de la expresión de ge-
nes en eucariotes y como una potente herramienta para el “si-
lenciamiento” artificial de genes en investigación. Así, en los
últimos 10 años, el RNAi se ha convertido en una invaluable y
estandarizada herramienta de experimentación para la carac-
terización funcional de genes en todo laboratorio y en prácti-
camente toda área de la investigación científica. La siguiente
revisión describe el RNAi como proceso biológico y su aplica-
ción como herramienta en investigación experimental, basán-
dose particularmente en las dudas que surgen al montar las
técnicas por primera vez en un laboratorio. La información
contenida es simple y pretende difundir las ventajas del RNAi
e incluye las fuentes de información técnica especializada para
facilitar la aplicación del RNAi en cualquier laboratorio. El es-
crito incluye información acerca del desarrollo de estrategias
para la aplicación del RNAi en organismos vivos y su aplica-
ción en la terapéutica, así como las pruebas en fase clínica que
se llevan a cabo actualmente por compañías farmacéuticas.

Palabras clave. RNA de interferencia (RNAi). Herramienta
en investigación. Silenciamiento de genes (“knocking down”).
RNA “pequeños” de interferencia (siRNA). microRNA (miR-
NA). Mirtrones (“mirtrons”). RNAi en terapéutica.

INTRODUCCIÓN

El RNAi fue caracterizado por primera vez en
1998, cuando Fire y Mello demostraron que la in-
troducción de RNA de doble hebra (dsRNA por sus
siglas en inglés) en el nemátodo Caenorhabditis ele-

gans indujo la degradación del RNA mensajero
(mRNA) que presentaba una secuencia complemen-
taria a una u otra hebra del dsRNA,1 resultando en
el silenciamiento del gen correspondiente. Esta de-
gradación del mRNA, específicamente dependiente de
la secuencia del mismo, fue llamada RNA de interfe-
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en el nemátodo Caenorhabditis elegans y en la mos-
ca de la fruta Drosophila, introduciendo dsRNA de
~500 nucleótidos (dsRNA “largos”). Como primer
paso, el dsRNA “largo” penetra la célula y es reco-
nocido por la RNasa de tipo-III llamada Dicer (Figu-
ras 1 y 5). A continuación, Dicer escinde el dsRNA
en RNA pequeños de doble hebra (siRNA, por sus si-
glas en inglés) de 22-25 nucleótidos de largo con 2-3
nucleótidos no pareados en el extremo 3’ de cada he-
bra, un grupo fosfato en el extremo 5’ y un grupo hi-
droxilo en el extremo 3’.6-9 Estos siRNAs son
reclutados por el complejo proteico de silenciamien-
to-inducido por RNA (RISC, por sus siglas en in-
glés).9 RISC separa las hebras del siRNA y utiliza la
hebra anti-sentido como guía para reclutar la molé-
cula del mRNA que presenta la secuencia comple-
mentaria (mRNA blanco).10,11 A continuación, RISC
escinde el mRNA, el cual es rápidamente degradado.

rencia (RNAi). Este fenómeno de silenciamiento de
genes en respuesta a dsRNA había sido observado
previamente en plantas y hongos, siendo el RNA vi-
ral la fuente del dsRNA.2-5 Estudios posteriores de-
mostraron que todos los organismos eucariotes
estudiados, incluyendo plantas hongos y animales
invertebrados, presentaban de manera conservada el
RNAi en respuesta a dsRNA.

Debido a que la fuente natural de RNA de doble
hebra son las infecciones virales, se determinó que
el RNAi es un mecanismo anti-viral evolutivamente
conservado.

RNAi (plantas hongos
y animales invertebrados)

Los estudios para determinar los mecanismos in-
volucrados en el RNAi se realizaron principalmente

Figura 1. Mecanismo de RNAi me-
diado por siRNAs exógenos. RNA de do-
ble hebra “largos” (dsRNA “largos”)
penetran la célula y son procesados por
la RNasa tipo III llamada Dicer. Dicer es-
cinde el dsRNA “largo” en RNA peque-
ños de doble hebra (siRNA) de 21-23
nucleótidos (nt) con 2 nt no pareados en
cada extremo 3’ y un grupo fosfato en
cada extremo 5’. Los siRNAs son enton-
ces reclutados por el complejo de silen-
ciamiento inducido por RNA (RISC, por
sus siglas en inglés), el cual separa las
hebras del siRNA. RISC utiliza la hebra
anti-sentido como guía para incorporar al
mRNA con la secuencia complementaria
a dicha hebra y a continuación el mRNA
es escindido, inhibiendo así la expresión
del gen correspondiente. Por otro lado,
es posible introducir artificialmente a la
célula siRNA sintéticos y desencadenar
el mecanismo del RNAi cuando dichos
siRNAs sintéticos son incorporados a
RISC directamente.
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origen exógeno en células somáticas de mamífe-
ros. Sin embargo, en poco tiempo se demostró la
existencia de RNA pequeños de doble hebra (~22
nucleótidos) de origen endógeno (microRNAs o
miRNAs), estructuralmente similares a los siR-
NAs. A diferencia de los siRNAs de origen exóge-
no, estos miRNAs provienen del procesamiento
de precursores dsRNA producidos en el núcleo de
la propia célula,19-21 proceso catalizado por el
complejo Drosha formado por la enzima de la fa-
milia de las RNasa tipo-III Drosha y la proteína
de unión a dsRNA DGCR8.35-37 Los productos de
este procesamiento son exportados al citoplasma
por el complejo transportador nuclear exportin-5-
RanGTP, en donde son procesados por Dicer (vía
del RNAi) para producir los miRNA maduros (Fi-
gura 2). Las evidencias demostraron rápidamen-
te que los miRNAs constituyen una nueva vía de
regulación genética en todas las especies estudia-
das, en donde el miRNA reconoce secuencias par-
cialmente complementarias en el mRNA
correspondiente, lo cual resulta en la inhibición
de la traducción de dicho mRNA.22,23 En noviem-
bre del 2007 se reportaron 5,922 secuencias de
miRNAs expresados en 58 especies distintas,33 in-
cluyendo plantas y animales vertebrados e inver-
tebrados, indicando un proceso de regulación
evolutivamente conservado.31-34 Los miRNAs han
sido relacionados con la regulación de la expre-
sión de genes involucrados con el desarrollo, pro-
liferación, hematopoyesis y muerte celular.24-28

La figura 2 muestra la biosíntesis del miRNA: una
RNA polimerasa II transcribe el gen para el miR-
NA dando lugar al miRNA primario o pri-miRNA
(~60-100 nucleótidos) con estructura de “hair-
pin”, en el núcleo celular.19-21 “Hairpin” (por su
descripción en inglés), se refiere a la estructura
que forma una hebra con secuencias de nucleóti-
dos repetidas e invertidas, que al doblarse sobre sí
misma, forma una doble hebra con las secuencias
invertidas ahora complementarias y un doblez en
forma de “rizo” en un extremo (Figuras 2 y 3).
Posteriormente, el complejo Drosha (Drosha-
DGCR8 en mamíferos, Drosha-Pasha en Droso-
phila, 37) escinde el pri-miRNA y produce el
miRNA precursor o pre-miRNA (~70 nucleótidos)
con estructura de “hairpin”, un grupo fosfato en
el extremo 5’ y dos nucleótidos no pareados en el
extremo 3’.35-37 A continuación, el pre-miRNA es
transportado al citoplasma por el complejo trans-
portador nuclear exportin-5-RanGTP.39 En el cito-
plasma, Dicer escinde el pre-miRNA cerca del
“rizo” para producir finalmente el miRNA maduro

La hebra guía del siRNA y el mRNA blanco debe pre-
sentar una perfecta complementariedad cerca del si-
tio de rompimiento/ruptura, el cual se sitúa a 10-11
nucleótidos del extremo 5’ del siRNA.8

RNAi en mamíferos

A diferencia de los invertebrados, la introducción
de dsRNA “largos” en células somáticas de mamífe-
ros indujo la activación de la respuesta anti-viral
mediada por la producción de interferón (IFN), la
cual produce la inhibición general de la traducción y
la apoptosis celular. La producción de IFN activa la
expresión de varios genes, incluyendo la expresión
de la proteína-cinasa dependiente de RNA (PKR).
PKR reconoce dsRNAs y a continuación fosforila e
inactiva al factor de iniciación 2 (eIF2-α), inhibiendo
así la traducción del mRNA de forma generaliza-
da.12-14 Aparentemente, el mecanismo anti-viral del
RNAi había sido sustituido por una respuesta más
evolucionada en los vertebrados. Sin embargo, la
maquinaria necesaria para desencadenar el RNAi se
encuentra todavía presente en mamíferos, como
se demostró en los trabajos publicados por Elbashir,
et al. y Caplen, et al. en el 2001.15,16 En dichos tra-
bajos, los dsRNA “largos” fueron sustituidos por
RNAs de doble hebra de 21-25 nucleótidos sintéticos,
imitando la estructura de los siRNAs producidos por
el RNAi en los invertebrados (Figura 2). La intro-
ducción de estos siRNA en células somáticas de ma-
míferos indujo el fenómeno de silenciamiento
específico de genes, sin inducir la respuesta mediada
por IFN. En este caso, los siRNAs entran a la ma-
quinaria del RNAi al incorporarse directamente al
complejo RISC sin requerir la acción de Dicer (Figu-
ra 4). Este hallazgo es la base del desarrollo del
RNAi como herramienta de experimentación para el
“silenciamiento” específico de genes en mamíferos,
utilizando siRNA (< 30 nucleótidos) sintetizados
químicamente e introducidos artificialmente a las cé-
lulas. Estudios posteriores demostraron la existen-
cia de los componentes del RNAi en mamíferos
equivalentes a los encontrados en invertebrados
plantas y hongos, incluyendo Dicer.17,18

MicroRNAs, mirtrones y
siRNAs endógeno (hpRNAs):

RNA de doble hebra de origen endógeno

• MicroRNAs. A pesar de que la maquinaria nece-
saria para desencadenar el RNAi está presente en
mamíferos, no existen evidencias de la generación
natural de siRNA a partir de dsRNA largos de
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de ~22 nucleótidos, el cual es reclutado por el
complejo RISC. Una vez incorporado al complejo
RISC, el miRNA se une al extremo 3’ del mRNA
blanco reconociendo secuencias parcialmente com-
plementarias o “imperfectas” (reconocimiento par-
cial donde no todas las secuencias son
complementarias) e inhibe la traducción del mis-
mo.22,23,40 En vertebrados, dicho reconocimiento
requiere únicamente de una perfecta complemen-
tariedad entre el mRNA y la región 5’ del miRNA
conocida como “seed” (por su descripción en in-
glés), la cual abarca 2-7 nucleótidos.41,43

El mecanismo por el cual los miRNAs inhiben la
traducción no se conoce con exactitud. En 2008,
Novina, et al.48 reportaron que el miRNA inhibe
el inicio de la traducción del mRNA al bloquear el
reclutamiento de la subunidad 60S del ribosoma
durante el proceso de traducción. Algunas eviden-

cias indican que el miRNA podría también degra-
dar directamente al mRNA blanco dentro de los
compartimentos citoplasmáticos conocidos como
“compartimentos de procesamiento” o “comparti-
mentos-P” (“P-bodies”, por su descripción en in-
glés).49 Una revisión detallada de la biogénesis y
mecanismos de silenciamiento de siRNAs y miR-
NAs se encuentra en la referencia 50.

• Mirtrones y hpRNAs. Recientemente, se consi-
deraba que los miRNAs eran derivados de trans-
critos endógenos (plantas, invertebrados y
mamíferos) que requieren forzosamente de la ac-
ción del complejo Drosha y de Dicer (vía de miR-
NAs), mientras que los siRNAs eran derivados
exclusivos de dsRNA largos exógenos procesados
por Dicer (vía del RNAi) en plantas e invertebra-
dos. Sin embargo, los últimos hallazgos revela-
ron no sólo la existencia de una vía alterna en la

Figura 2. Mecanismo de RNAi mediado
por miRNAs. En el núcleo celular, el gen
que codifican para el microRNA (miRNA)
es transcrito por una RNA polimerasa II
para producir el precursor miRNA primario
o pri-miRNA (60-100 nucleótidos) con una
estructura de “hairpin”. El pri-RNA es pro-
cesado por el complejo Drosha-DGCR8
(en humanos) para formar el precursor
miRNA o pre-miRNA (~70 nucleótidos)
con estructura de “hairspin”, un grupo fos-
fato en el extremo 5’ y dos nucleótidos no
pareados en el extremo 3’. El pre-miRNA
es transportado al citoplasma a través de
la exportin-5-RanGTP. En el citoplasma,
Dicer escinde el pre-miRNA para producir
el miRNA maduro de ~22 nucleótidos, el
cual es reclutado por el complejo RISC.
Los componentes conocidos de RISC en
humanos incluyen las proteínas de unión
a dsRNA Argonauta 1 y 2 (AGO). El miR-
NA se une al extremo 3’ del mRNA blan-
co reconociendo secuencias parcialmente
complementarias e inhibe la traducción del
mismo. El mecanismo de inhibición de la
traducción no se conoce con exactitud.
Evidencias recientes indican que el miR-
NA inhibe el inicio de la traducción del
mRNA al bloquear el reclutamiento de la
subunidad 60S del ribosoma durante el
proceso de traducción.
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biogénesis de miRNAs (precursores “Mirtro-
nes”),51,52 sino la existencia de una nueva vía de
biosíntesis de siRNAs provenientes de dsRNA
largos de origen endógeno (“hpRNAs”).53

Los mirtrones (“Mirtrons” en inglés) son precur-
sores dsRNA con estructura de “hairspin” seme-
jante al precursor pre-miRNA, que provienen de
secuencias cortas de intrones que sufren un pro-
ceso de “empalme y corte” o “splicing” (en in-
glés). Los mirtrones no requieren de la acción del
complejo Drosha y son exportados directamente
al citoplasma por el complejo transportador nu-
clear exportina-5, donde son incorporados a la
vía del miRNA.52 Su existencia ha sido confirma-

Figura 3. Inducción de RNAi en células de mamíferos. A. Ventajas y desventajas del uso de siRNAs sintéticos, siRNA con estructura de “hairpin”
(shRNAs) expresados en vectores-plásmidos y shRNAs expresados en vectores virales. B. Diagrama de trabajo simplificado de cada método. (1) El di-
seño debe incluir los sitios de restricción del vector-plásmido o lenti-vector/retro-vector. (2) Transformación de bacterias competentes con el vector-plás-
mido-shRNA o lenti-vector-shRNA/retrovector-shRNA para la producción de cantidades suficientes del vector usado posteriormente para la transfección o
producción de partículas virales respectivamente. (3) Incluye la co-transfección del lenti-vector-shRNA con plásmidos para el empaquetamiento y envoltu-
ra de la pseudo partícula viral usando células productoras y la posterior recolección del sobrenadante del cultivo conteniendo las pseudo partículas virales.
Uso de campana de bioseguridad nivel II como mínimo. (4) Incluye la selección de las células transfectadas o infectadas mediante la detección de marca-
dores (como la molécula verde fluorescente GFP) o mediante la resistencia a un antibiótico (como neomicina).

A. Uso de siRNAs sintéticos, siRNA con estructura de “hairpin” (shRNAs).

siRNA shRNA/vector-plásmido shRNA/vector lentiviral o retroviral

Ventajas • Fácil de sintetizar • Estable expresión del siRNA • Estable expresión del siRNA con mayor tiempo de
• Fácil de usar con mayor tiempo de duración duración del “silenciamiento”.

del “silenciamiento” • Son introducidos a prácticamente cualquier tipo de
célula mediante infección.

Desventajas • Poco tiempo del “silenciamiento”. • Difíciles de usar en células • Mayor tiempo para obtener las células de interés.
• Difíciles de usar en células difíciles de transfectar como • Medidas de bioseguridad (nivel II) para la recolección

difíciles de transfectar como cultivos primarios. de las pseudo-partículas virales e infección de las
cultivos primarios. células blanco.

B .

• siRNA

Diseñas Sintetizar Introducir siRNAs a Verificar grado de siRNAS
siRNAS siRNAS la célula blanco silenciamiento

• shRNA/vector-plásmido

Diseñar Sintetizar Clonar shRNA dentro Introducir Vector-plásmido-shRNA Verificar grado de
shRNAs shRNAs (1) vector-plásmido (2)  a la célula blanco o transfección (4) silenciamiento

• shRNA/vector lentiviral o retroviral

Diseñar Sintetizar Clonar shRNA dentro del Producción de pseudo Infección de la Verificar grado
shRNAs shRNAs (1) lenti-vector/retro -vector (2) partículas virales (3) células blanco (4) de silenciamiento

da en Drosophila, Caenorhabditis elegans y célu-
las pluripotenciales embrionarias de ratón.51-53

siRNA endógenos pueden ser generados a partir
de transcritos con secuencias repetidas invertidas
que al doblarse forma un “rizo” o “hairpin”
(hpRNAs) a semejanza de un miRNA, pero son
más largos y no requieren del procesamiento por
el complejo Drosha. Su existencia ha sido confir-
mada en Drosophila, oocitos de ratón y células
pluripotenciales embrionarias de ratón.53-55

A partir de esos hallazgos, el adjetivo “canónico”
ha sido utilizado para describir el componente
“clásico” de una vía previamente descrita, por
ejemplo: miRNAs canónicos (“canonical miR-
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• El uso de RNAs “pequeños” con estructura de
“hairpin” (shRNA o “short hairpin RNA”) expre-
sados en vectores-plásmidos, introducidos a la cé-
lula mediante transfección o electroporación.

• El uso de shRNA expresados en vectores de ex-
presión virales, introducidos a la célula mediante
infección con pseudo-partículas virales.

El método a escoger depende de dos factores: la
duración del efecto de silenciamiento que se requiera
y el tipo de células que se desea trabajar. El uso
de siRNA sintéticos induce un silenciamiento de tres
a siete días, por lo que es el método adecuado para
ensayos cortos. Si se requiere de ensayos de larga
duración, el método más adecuado sería el uso de
shRNA expresados en plásmidos-vectores y si se re-
quiere trabajar con células difíciles de transfectar y
un silenciamiento prolongado el método de opción

NAs” en inglés) requieren del procesamiento por
el complejo Drosha.

RNAi COMO HERRAMIENTA
PARA EL “SILENCIAMIENTO” DE GENES

La inhibición artificial de la expresión de genes
mediante RNAi es conocido como “silenciamiento” o
“knocking down” debido a que la inhibición no es
total, a diferencia del “knocking out” donde el gen
es eliminado completamente del genoma.

Usando la información acerca del RNAi en mamí-
feros, se desarrollaron los siguientes métodos para
el “silenciamiento” de genes:

• El uso de siRNAs sintéticos de 21 nt introducidos
directamente a la célula mediante transfección o
electroporación.

Figura 4. Generación de shRNAs ex-
presados en vectores de expresión. Los
vectores de expresión son derivados de
plásmidos o de lentivirus/retrovirus. Es-
tos presentan generalmente: a) sitios de
restricción específicos donde se inserta
el shRNA; b) un promotor eucariótico de
polimerasa para la expresión del shRNA;
c) un marcador o resistencia a antibióti-
cos para la selección de las células que
contenga el vector, y d) resistencia a
ampicilina/kanamicina para la selección
de bacterias transformadas con el vec-
tor. Los shRNA son sintetizados a partir
de una sola hebra que codifica para la se-
cuencia sentido (19nt), seguido de 5-10
nt que forman la estructura de “rizo” y la
secuencia anti-sentido complementaria
de 19-29 nt. La hebra es clonada (inser-
tada) dentro del vector de expresión, in-
troducida a la célula y transcrita
mediante el promotor eucariótico de poli-
merasa III (Pol III) como el H1 y U6. Los
shRNAs son entonces procesados por
Dicer, para producir los siRNAs y desen-
cadenar el mecanismo de RNAi.
GFP=proteína verde fluorescente.
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sería el uso de shRNA expresados en vectores vira-
les. Una excelente guía para escoger el método a
usar se encuentra en el sitio www.ambion.com/RNAi
en su manual “RNA interference Research Guide”.
La figura 3 incluye un resumen de las ventajas y
desventajas de cada método, así como un diagrama
de trabajo simplificado de cada uno de ellos.

siRNA sintéticos

siRNA son fácilmente sintetizados y fáciles de
usar. La desventaja es el corto tiempo de duración del
silenciamiento y que no resulta fácil introducirlos en
células difíciles de transfectar como los cultivos pri-
marios. Pueden ser el método de elección ya que la
mayoría de los experimentos son completados en tres
a siete días. Este periodo depende del grado de prolife-
ración de la célula blanco, entre mayor sea el nivel de
proliferación, el “silenciamiento” durará menos.

El primer paso en la selección del siRNA comien-
za con la secuencia del mRNA del gen de interés y la
selección del programa para el diseño de la hebra
sentido y antisentido del siRNA (que formarán
el siRNA “dúplex”). Los programas disponibles
constan de algoritmos basados en las características co-
munes de los siRNA funcionales estudiados. Algu-
nos programas incluyen algoritmos que consideran
la estructura secundaria y accesibilidad del mRNA
blanco. Dichos programas predicen varias secuen-
cias probables de siRNA o candidatos y cada
uno debe examinarse para eliminar aquéllos con
secuencias homólogas a genes no deseados, para
lo cual se sugiere el uso de programa BLAST
(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). La mayoría de los
programas para diseñar siRNAs incluyen un progra-
ma capaz de realizar tal análisis, por lo que se reco-
mienda verificar las características y capacidades del
programa para escoger el más conveniente (Cuadro
1).56-57 Efectividad (potencia) estabilidad y especifici-

Cuadro 1. Sitios en la red para el diseño de si/shRNAs.

Ambion www.ambion.com/techlib/misc/siRNA_design.html
Dharmacon www.dharmacon.com/DesignCenter/DesignCenterPage.aspx
Qiagen www1.qiagen.com/Products/GeneSilencing?CustomSiRna/SiRnaDesigner
Invitrogen rnaidesigner.invitrogen.com/maiexpress/
Integrated DNA Techonologies www.idtdna.com/Scitools/Applications/RNAi/RNAi.aspx/
Sfold Algorithm sfold.wadsworth.org/sirna.pl
Tuschl Lab www.rockefeller.edu/labheads/tuschl/sirna.html
White head Institute jura.wi.mit.edu/siRNAext
SDS (siRNA Design Software) i.cs.hku.hk/~sirna/software/sirna.php
BIOPREDsi www.biopredsi.org/star.html
siDE side.bioinfo.ochoa.fib.es/

Cuadro 2. Criterios para el diseño de siRNAs.58-64

Criterio

Tamaño y secuencia asimétrica
• 19 nt complementarios y 2 nt no pareados en el
   extremo 3’ de cada hebra.

Estabilidad: Contenido de G + C (bajo a medio)
• 30-52%

Posición preferente para un nucleótido
• U o A en posición 1
• C o G en posición 19
• U en posición 17
• A en posición 19
• A en posición 3
• U en posición 10

Especificidad
• Verificar homologías en la secuencia del siRNA con

blancos no deseados (“Off-targets”) usando los
programas Blast o Smith-Waterman durante el
proceso de selección.

• Evitar las secuencias motivo conocidas que puedan
activar la respuesta inmune innata a través de los
receptores tipo-Toll (TLRs).62,63

Estabilidad en la síntesis química
• Se evitan las secuencias con pares alternados GC (más de 7).

Reynolds, et al.,58 Huesken,59 Shabalina,60 Takasaki,61 Amarzguioui,62 Jud-
ge,63 Hornung.64

dad del siRNA es lo que se persigue en su diseño. Lo
anterior incluye evitar la activación de la respuesta
inmune innata mediada por receptores tipo Toll
(TLRs), la activación de la respuesta mediada por
interferones y la afectación de mRNAs de genes no
relacionados (“Off targets”). Entre las característi-
cas comunes que comparten los siRNA efectivos y
estables se encuentran: tamaño del siRNA dúplex,
secuencia asimétrica de siRNA dúplex, localización
preferencial de nucleótidos y estabilidad termodiná-
mica. (Cuadro 2).58-64 Adicionalmente, modificacio-
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nes químicas artificiales son frecuentemente inclui-
das en el diseño del siRNA con la finalidad de incre-
mentar su estabilidad sin afectar su efectividad.65-66

Se recomienda diseñar y probar el grado de silen-
ciamiento de al menos cuatro tipos diferentes siRNAs
(cuatro hebras sentido distintas con sus respectivas
cuatro hebras anti-sentido), ya que no existe 100%
de garantía en el diseño de siRNAs eficientes y espe-
cíficos aun cuando cumplan con las características
de diseño conocidas.

Una vez diseñadas, la síntesis química de la hebra
sentido y anti-sentido puede ser ordenada a varias
compañías como “síntesis de oligonucleótidos” (IDT,
www.idtdna.com; Dharmacon, www.dharmacon.com;
Ambion, www.ambion.com/RNAi). Generalmente se or-
dena la síntesis de oligonucleótidos de-salinizados (“des-
alted purified oligonucleotides”), a una concentración
de 50-100 nM. La purificación por cromatografía líquida
de alta eficiencia (HPLC por sus siglas en inglés) de di-
chos oligonucleótidos no es necesaria. Una vez recibi-
dos, se requiere unir ambos oligonucleótidos para
formar el RNA de doble hebra (dúplex) mediante un
procedimiento conocido como alineación (“annealing”
por su descripción en inglés), siguiendo las instruccio-
nes del fabricante. Una vez unidas, pueden ser usadas
para introducirlas a la célula de interés.

Varias compañías ofrecen el diseño y la síntesis
de siRNAs listos para ser transfectados (3-4 siRNAs
dúplex diferentes) e incluso la garantía de 50-70% de
silenciamiento con al menos uno de ellos (Dharma-
con, “SMARTpool reagent” www.dharmacon.com/si-
genome; Ambion, “Silencer pre-designed siRNAs/
Validated siRNAs” www.ambion.com/RNAi). El cos-
to final de este servicio no resulta barato, pero la
garantía del funcionamiento y el ahorro de tiempo/
trabajo justifican completamente el gasto. Esta al-
ternativa es ampliamente recomendada por el autor.

Finalmente, los siRNAs pueden ser introducidos
directamente a las células (transfección) usando
reactivos basados en lípidos catiónicos o poliaminas
(RNAiFect de Qiagen, Oligofectamine de Invitrogen,
siPORT NeoFX de Ambion). Este método es eficiente
en el caso de células inmortalizadas adherentes, pero
no para células en suspensión y recién purificadas
(cultivos primarios). El método de elección en este
último caso es la electroporación (“electroporation”,
en inglés), la cual consiste en la apertura de poros
en la membrana celular mediante la aplicación de
pulsos eléctricos. Este procedimiento puede compro-
meter severamente la viabilidad celular y se reco-
mienda optimizar las condiciones del procedimiento
para evitar un alto grado de muerte celular. Por lo
general, esto se logra siguiendo las recomendaciones

de las compañías que ofrecen los aparatos y/o amor-
tiguadores para electroporación.

Es importante señalar que la eficiencia en la
transfección determina que el silenciamiento del gen
de interés sea detectado. Una eficiencia de transfec-
ción de 50% sólo permitirá la detección de silencia-
miento, aun cuando el siRNA sea altamente
eficiente. Por lo anterior, el uso de controles positi-
vos se recomienda (ver sección “controles”). El uso
de shRNAs insertados en vectores de expresión pue-
de ser una alternativa para verificar la eficiencia de
la transfección.

shRNA

Para incrementar la duración del silenciamiento
por RNAi, se desarrollaron vectores de expresión con-
teniendo promotores de RNA polimerasa para la tras-
cripción de siRNA dentro de propia célula. Los
vectores de expresión son derivados plasmídicos o de
virus que son introducidos a las células de manera es-
table y son transmitidos a través de varias generacio-
nes. Se ha observado que el uso de shRNAs que
imitan la estructura de los miRNAs y que son expre-
sados en dichos vectores, es una estrategia eficiente
para la inducción del RNAi. Los shRNAs son sinteti-
zados a partir de una sola hebra que codifica para la
secuencia sentido (19 nt), seguido de 5-10 nt que for-
man la estructura de “rizo” y la secuencia anti-senti-
do complementaria de 19-29 nt (Figura 4). La hebra
es insertada (clonada) dentro del vector de expresión,
el vector es introducido a la célula y el shRNA es
transcrito mediante un promotor eucariótico de poli-
merasa, como los ampliamente usados promotores de
polimerasa III (Pol III) H1 y U6. Los shRNAs son
entonces procesados por Dicer para producir los siR-
NAs. Los promotores de Pol III inducen la trascrip-
ción en el residuo +1 del transcrito y la termina en el
segundo residuo continuo a una secuencia de 4-5 ti-
midinas (T), produciendo una secuencia terminal de
uridinas (U). Los promotores Pol III son activos en
todo tipo de célula eucarióticas, permitiendo la expre-
sión constitutiva de los shRNAs.

• Vectores de expresión plásmidos. Varios plás-
midos han sido desarrollados como vectores de
expresión (Ambion, Sigma, Qiagen, Clontech).
Los elementos importantes de un vector de expre-
sión son:

a) El tipo de promotor.
b) El sitio de inserción del shRNA.
c) La expresión de marcadores (ejemplo, la pro-
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teína verde fluorescente o GFP) o bien genes
de resistencia a antibióticos (ejemplo, neomici-
na), que permitan la selección de las células
blanco que contengan el vector

d) Si presenta un promotor que requiera de la
presencia de un antibiótico para inducir la ex-
presión del shRNA (sistema condicionado o in-
ducible).

Los vectores-plásmidos son introducidos a las cé-
lulas mediante reactivos basados en lípidos o polia-
minas o bien electroporación, por lo que son difíciles
de introducir en células difíciles de transfectar. Los
requerimientos particulares del experimento dicta-
rán el mejor vector a usar. Se recomienda verificar
la característica del vector (principalmente inciso a-d),
su accesibilidad, si se requiere el uso forzoso de
“kits” de la misma compañía para garantizar su

función y si éste ha sido utilizado con éxito en tra-
bajos publicados.

• Vectores de expresión virales. Los vectores de
expresión virales son vehículos efectivos para la
expresión estable y al largo plazo del shRNA al ser
integrados al genoma de la célula blanco.67,68

Cuando estos vectores son empaquetados dentro
de pseudo-partículas virales, es posible introducir-
los prácticamente a cualquier tipo de célula me-
diante infección. Dos tipos de vectores han sido
desarrollados: Los vectores derivados de oncore-
trovirus o retrovirales desarrollados a partir del
virus Moloney de la leucemia murina (“Moloney
murine leucemia virus, MMLV”) o bien a partir
del virus de células madre murino (“murine stem
cell virus, MSCV”); y los vectores lentivirales de-
sarrollados a partir del virus de la inmunodeficien-

Figura 5. Inducción de RNAi usando
vectores de expresión lentivirales. Los
pasos generales incluyen la clonación del
shRNA dentro del vector lentiviral, se-
guido por la co-transfección del vector
lentiviral-shRNA y los plásmidos para el
empaquetamiento y la envoltura viral en
células productoras. Las células produc-
toras (293F, 293FT) son generalmente
derivadas de la línea celular 293T (célula
de riñón embriónico humano). Las célu-
las productoras secretan las pseudo-par-
tículas virales en el medio de cultivo, las
cuales son recolectadas y usadas para
infectar a las células blanco. Únicamente
el vector lentiviral-shRNA es incorporado
al DNA genómico por transcripción inver-
sa, perdiendo la capacidad de replica-
ción. Las células que contienen el vector
lentiviral-shRNA pueden ser selecciona-
das mediante marcadores como la pro-
teína verde fluorescente (GFP)
codificada en el vector.

1 . Co-transfección y  producción
de pseudopartículas virales.

2 . Colección de las pseudopartículas
virales en el sobrenadante.

3 . Infección de células blanco.

4 . Purificación de células infectadas
(células GFP+ por citometría flujo).

5 . Propagación y medición del silencia-
miento.

(1)

(2)

(4)

(5)

(3)
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cia humana-1 (“human immunodeficiency virus-1,
HIV-1”), que también pertenecen a la familia de
los retrovirus. Una diferencia importante entre
ellos radica en que los vectores retrovirales (u on-
coretrovirus) sólo infectan células dividiéndose ac-
tivamente por mitosis, a diferencia de los vectores
lentivirales que son capaces de infectar células
con y sin actividad mitótica.69,70

Los vectores virales presentan los elementos de
un vector plasmídicos mencionados en los incisos
a-d, además de las características mostradas a
continuación:

• Vectores lentivirales. El shRNA es insertado
en el vector lentiviral (shRNA-vector lentiviral),
el cual contienen los elementos genéticos para la
transducción, integración y expresión dentro del
DNA genómico de la célula blanco. Las pseudo-
partículas virales son generadas en células pro-
ductoras por co-transfección transitoria del
shRNA-vector lentiviral, plásmido de empaqueta-
miento y plásmido de envoltura (Figura 5). El se-
gundo contiene la información para la
transcripción y empaquetamiento de un RNA co-
pia del shRNA-vector lentiviral dentro de la pseu-
do-partícula viral. El tercero contiene la
información para la síntesis de la envoltura mem-
branal, la cual es esencial para la capacidad de
infección. Las pseudo-partículas virales son se-
cretadas al medio de cultivo, recolectadas y pos-
teriormente usadas para infectar las células
blanco. Dentro de la célula blanco ocurre la
transcripción inversa de la información contenida
en el shRNA-vector lentiviral y la integración al
DNA genómico. Posterior a la integración genó-
mica ocurre la expresión del shRNA (y del mar-
cador en su caso), y la capacidad de replicación
viral se pierde debido a que genes estructurales
están ausentes y los LTR virales están diseñados
para auto-desactivación. Los LTRs (“long termi-
nal repeats”) son los promotores virales que con-
tienen toda información para la expresión
genética de los retrovirus.
Existen varias compañías que ofrecen sistemas re-
tro y lentivirales (Clontech, www.clontech.com;
Invitrogen, www.invitrogen.com; System
Biosciences SBI, www.systembio.com; Tronolab
www.tronolab.epfl.ch/www.lentiweb.com). La in-
formación necesaria para desarrollar dichos siste-
mas se encuentra en cada manual del usuario
(“User Manual”) de toda compañía.
El manejo de vectores virales requiere el uso de me-
didas de bioseguridad nivel 2 (www.cdc.gov/od/ohs/
biosfty/bmbl4/bmbl4s3.htm, http://bmbl.od.nih.gov/

contents.htm) Es necesario verificar los estatutos
de bioseguridad aplicados al uso de lentivirus o re-
trovirus de la institución donde trabaje.
Por ultimo, la eficiencia en la transfección o in-
fección del shRNA también determina que el efec-
to en el silenciamiento del gen de interés pueda
ser detectado. Pero a diferencia del uso de siR-
NAs, los vectores de expresión ofrecen la posibili-
dad de la introducción de un “marcador” o
“reportero” que permita verificar que el shRNA
haya sido introducido a la célula de interés. Asi-
mismo, un “marcador” puede ser utilizado para
purificar las células transfectadas o infectadas
(Figura 5).

• Recomendaciones (shRNA-vectores). Se re-
comienda usar el GFP como marcador, ya que
permite verificar la eficiencia de la transfección/
infección y además permite la purificación de las
células transfectadas/infectadas (Figura 5). Este
tipo de purificación requiere de menor tiempo que
la purificación basada en la inserción de un gen
para la resistencia a un antibiótico. Este último
requiere del cultivo de las células transfectadas/
infectadas en presencia del antibiótico y del pase
consecutivo a medio de cultivo nuevo adicionado
con el antibiótico hasta que sólo las células resis-
tentes sobrevivan.
Por otro lado, si el gen de interés es esencial para
la sobrevivencia de la célula o simplemente se de-
see controlar la expresión del shRNA, se reco-
mienda el uso de los sistemas inducibles.71,72

Compañías como Clontech ofrecen vectores de ex-
presión inducibles con las instrucciones necesa-
rias para su uso.

• Controles. Un control negativo (siRNA/shRNA
control negativo) no presenta una secuencia com-
plementaria a ningún mRNA existente en el orga-
nismo de interés. Éste debe ser utilizado para
descartar efectos no específicos en la expresión
del gen blanco, causado por el procedimiento de
introducción siRNA/shRNA. El control negativo
debe ser utilizado en cada experimento realizado
y debe usarse para comparar los niveles de silen-
ciamiento del gen blanco (ver monitoreo del
grado de silenciamiento, abajo). Varias compa-
ñías ofrecen siRNAs/shRNAs controles negativos
(Qiagen, www1.qiagen.com/GeneGlobe/siRna-
ControlView; Ambion, www.ambion.com/RNAi).
Se recomienda el uso de un control positivo para
verificar las condiciones óptimas de la transfec-
ción o infección. Éste resulta muy importante en
el caso de los siRNAs, ya que podría ser la única
manera de verificar que la eficiencia de la trans-
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fección sea suficiente para observar el efecto de
silenciamiento. Un siRNA/shRNA control positi-
vo presenta una secuencia complementaria al
mRNA de un gen constitutivo en la célula de in-
terés.

• Monitoreo del grado de silenciamiento. El
grado de silenciamiento se determina midiendo la
disminución de los niveles del mRNA blanco, o
bien, la disminución de los niveles de la proteína
blanco. En general, el silenciamiento se conside-
ra válido cuando ocurre una disminución sustan-
cial de los niveles de expresión del gen de interés
mientras que no existe disminución alguna en la
expresión de un gen control.
El PCR tiempo real es el método de elección para
medir los niveles del mRNA. Este método sensible
y cuantitativo mide los niveles del mRNA blanco
en las células transfectadas/infectadas con el siR-
NA/shRNA de interés y los compara con los nive-
les del mRNA blanco en las células transfectadas/
infectadas con el siRNA control. Además, este
método requiere de la determinación de los nive-
les de mRNA de un gen constitutivo (tubulina,
actina, etc.), el cual funciona como gen control
cuya expresión no debe ser afectada.
Compañías como Ambion y Applied Biosystem
ofrecen las sondas pre-diseñadas o “primers”
(www.ambion.com/RNAi) y con garantía de fun-
cionamiento. Por otro lado, las sondas pueden di-
señarse o simplemente pueden obtenerse de los
bancos de secuencias disponibles en la red (http://
pga.mgh.harvard.edu/primerbank/) y solicitar su
síntesis a la compañía de elección (Sigma es bue-
na opción, www.sigma-aldrich.com), lo cual dis-
minuye mucho los costos.
El grado de silenciamiento puede ser medido a ni-
vel proteico, para lo cual existen varios métodos
como el Western blot, inmunofluorescencia y ci-
tometría de flujo. Todos son métodos perfecta-
mente estandarizados y de uso común en el
laboratorio.

APLICACIONES:
DE HERRAMIENTA EN LA

INVESTIGACIÓN BÁSICA AL DESARROLLO
DE UN AGENTE TERAPÉUTICO

Existe una relación estrecha entre la investiga-
ción básica y el área clínica. La investigación bá-
sica permite el descubrimiento de los mecanismos
o factores responsables de alguna enfermedad,
proporcionando no sólo los posibles blancos para
una terapéutica, sino también las herramientas

para el desarrollo de la misma. El área clínica
proporciona la experiencia y conocimientos para
el diagnóstico de enfermedades y la capacidad
para aplicar tratamientos a seres humanos.
En teoría, el RNAi podría ser aplicado como tra-
tamiento de enfermedades asociadas a la expre-
sión o sobre-expresión de un gen conocido. El
efecto esperado es detener o disminuir el mecanis-
mo generador de la enfermedad, produciendo
efectos secundarios tolerables o bien ninguno.
Así pues, la investigación básica ha señalado
como posibles blancos para terapia a productos
de genes involucrados en ciclo celular, apoptosis,
motilidad celular, transducción de señales, estrés
oxidativo, desarrollo, etc. Lo anterior dio lugar a
estudios pre-clínicos en modelos murinos y en
primates no-humanos que incluyen el tratamien-
to de infecciones virales,73,74 enfermedades ocula-
res,75-76 desórdenes neurodegenerativos,77,78

cáncer79-80 e infecciones por VIH.81 Más aún, los
avances logrados en dichos estudios ya fueron
trasladados al campo de las pruebas clínicas en
fase I, II y III en humanos (ver sección “pruebas
clínicas”). El avance tan rápido del uso de RNAi
en pruebas de fase clínicas no tiene precedente y
los resultados obtenidos son alentadores.
La siguiente sección del manuscrito describe las
estrategias desarrolladas en la aplicación del
RNAi para el tratamiento de enfermedades en or-
ganismos vivos y los requerimientos especiales
que tuvieron que ser resueltos para dicho fin. Fi-
nalmente, el manuscrito incluye las pruebas clí-
nicas que se llevan a cabo actualmente en el
tratamiento de enfermedades humanas.

Estrategias para la
aplicación del RNAi en la terapéutica

Dos estrategias principales han sido desarrolladas:
el uso de siRNA sintetizados químicamente y el uso
de shRNA insertados en vectores virales (shRNA-
vector viral). Cada una presenta sus ventajas y
desventajas: Los siRNAs pueden ser modificados quí-
micamente para incrementar su estabilidad y su efica-
cia para el silenciamiento. Aunado a lo anterior, el
tratamiento con siRNAs puede ser detenido en
cualquier momento al suspender su administración.
Sin embargo, el efecto del siRNA es transitorio y ade-
más resulta difícil diseñar un método efectivo de libe-
ración del siRNA a la célula o tejido blanco (ver
sección “Sistemas de liberación…siRNA”, abajo). Por
otro lado, el shRNA en un vector viral es sintetizado
constantemente dentro del organismo infectado, pro-
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duciendo un silenciamiento prolongado. Importante-
mente, el shRNA puede ser liberado efectivamente en
la célula o tejido blanco al usar vectores provenientes
de virus con receptores específicos para tales blancos.
Una desventaja es que el tratamiento no puede ser
detenido, ya que el shRNA-vector viral permanecerá
dentro del organismo a lo largo de su vida.

El uso de siRNA/shRNAs en organismos vivos
como tratamiento para una enfermedad, implica que
éstos puedan ser usados como “drogas” potentes, es-
tables, específicas y seguras. El diseño de siRNAs/
shRNAs potentes, estables y específicos sigue los
principios ya mencionados en secciones anteriores.
Sin embargo, la administración in vivo (en organis-
mos vivos) de dichos siRNA/shRNAs presenta impli-
caciones particulares que deben ser resueltas. En
primer lugar, los siRNAs pueden ser degradados por
ribonucleasas endógenas en su camino a la célula o
tejido blanco, por lo que se requiere del uso de siR-
NAs particularmente resistentes o estables. En se-
gundo lugar, evitar la activación de la respuesta
inmune mediada por interferones o por TLRs es par-
ticularmente importante al administrar los siRNAs a
un mamífero. En este caso, la introducción de modifi-
caciones químicas al diseño del siRNA (ver modifica-
ciones químicas, abajo) se suma a la eliminación de
las secuencias motivo que activan dicha respuesta in-
mune. En tercer lugar, la administración segura de
los siRNA/shRNAs debe ser verificada rigurosamente,
lo cual incluye el uso de vehículos de liberación de
siRNAs no tóxicos (ver métodos liberación, abajo).
En el caso particular de los shRNAs, la saturación de
los mecanismos endógenos de silenciamiento debe ser
evitada (ver sección abajo). Por ultimo, la aplicación
del RNAi en la terapéutica requiere forzosamente que
los siRNA/shRNAs administrados puedan llegar a la
célula o tejido blanco para lo cual fueron diseñados.
Precisamente, el desarrollo de métodos efectivos para
la liberación local o sistémica de siRNA/shRNAs en
organismos vivos, se considera el principal problema a
resolver en el uso factible del RNAi en la terapéutica.

Por todo lo anterior, el uso del RNAi como trata-
miento presenta implicaciones particulares con res-
pecto a su uso en la investigación básica. A
continuación se describen los requerimientos parti-
culares del uso del RNAi en la terapéutica.

Modificaciones químicas
adicionales del siRNA

El diseño de siRNAs efectivos y estables se basa
en las características comunes de los siRNAs funcio-
nales estudiados, como ya fue mencionado en la sec-

ción “siRNAs sintéticos”. Adicionalmente, algunas
modificaciones químicas de los siRNAs han sido uti-
lizadas para incrementar la resistencia del siRNA a
la degradación in vivo. La adición de 2’-O-metilpuri-
nas o 2’-O-fluoropirimidinas en la posición 2’ de la
ribosa incrementa la resistencia a la acción de ribo-
nucleasas en suero.65 Los siRNAs modificados con
2’-O-metilpurinas son más efectivos que sus análo-
gos no modificados en la protección contra el virus
de la hepatitis B, in vivo.66 La adición de 2’-O-metil-
purinas en la hebra sentido de un siRNA dúplex eli-
mina la activación de los TLRs82 y previene la
activación del interferón.

Evitar la saturación de los
mecanismos endógenos de silenciamiento:

cuestión de vida o muerte

Estudios recientes han demostrado que altos ni-
veles de shRNAs inducidos por el uso de promotores
potentes en los vectores de expresión, pueden ser le-
tales in vivo. Un estudio publicado en 200683 repor-
tó que la producción de altos niveles de shRNAs en
ratones produjo la muerte de 23 de los 49 ratones de
experimentación debido a un daño hepático asociado
a la disminución de los niveles de miRNAs en el hí-
gado, indicando una interferencia competitiva de la
vía del miRNA. Los datos indicaron una saturación
del transportador nuclear exportina-5 y la subse-
cuente inhibición de la exportación de los precurso-
res pre-miRNAs (vía del miRNA y Figura 2). La
solución es el uso de promotores menos potentes que
induzcan la producción de niveles de shRNA no tóxi-
cos y con efectos terapéuticos aceptables.83,84

En el caso de los siRNAs, se recomienda usar la
menor concentración posible de siRNAs que produz-
ca un efecto terapéutico aceptable para disminuir el
riesgo de la saturación de los mecanismos endóge-
nos de silenciamiento.

Sistemas de liberación
del siRNA/shRNA in vivo

• siRNA. Los métodos de liberación desarrollados
in vivo incluyen la inoculación directa del siRNA
en órganos como el ojo, pulmón y sistema nervio-
so central, o bien, la liberación sistémica de siR-
NA conjugados a lípidos, polímeros, anticuerpos
y recientemente nanopartículas.
La liberación directa de siRNA (en vehículos
como solución salina o dextrosa 5%) es relativa-
mente fácil y requiere de bajas concentraciones
por lo que resulta muy atractiva como tratamien-
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to local, pero no es útil para un tratamiento sis-
témico. Este método ha sido utilizado con éxito
para liberar siRNA en ojo75,76 y pulmón.85

La liberación sistémica-no-específica de siRNA in-
volucra la inyección intravenosa de siRNAs modi-
ficados químicamente (más estables) conjugados a
colesterol o encapsulados en bicapas lipídicas co-
nocidas como partículas lipídicas-ácido nucleico
estables (SNALPs), los cuales facilitan la libera-
ción a través de endocitosis. Estos dos métodos
han sido usados con éxito para liberar los siRNA
en hígado e intestino delgado,86,87 pero no son
apropiados para otro tipo de órganos o tejidos.
La alternativa son los métodos de liberación sisté-
mica-específica dirigida a un órgano o tejido parti-
cular, los cuales involucran el uso de siRNAs
encapsulados en nanopartículas catiónicas conju-
gadas a ligandos o receptores específicos,88 siRNAs
unidos al complejo anticuerpos-protamina89 y siR-
NAs fusionados a RNA aptameros.90 Como ejem-
plo, siRNA dirigido contra el producto del gen
EWS-FLI1 en un modelo murino de sarcoma metas-
tático fue protegido con nanopartículas compuestas
por ciclodextrina (un oligosácarido cíclico) conte-
niendo policationes y cubiertas con transferrina,
cuyo receptor es expresado en grandes cantidades
en las células cancerosas. El tratamiento inhibió
considerablemente el crecimiento tumoral.91

• shRNA-vectores virales. Vectores lentivirales
han sido usados exitosamente para la liberación
de shRNAs en mamíferos: shRNA-vector lentiviral
contra la forma activada del oncogene Ras fue
usado en ratones para disminuir el crecimiento de
células tumorales.92 Vectores adenovirales han
sido usados para liberar shRNAs al sistema ner-
vioso central, tomando ventaja de la atracción na-
tural del adenovirus hacia las neuronas: shRNA
dirigido contra el gen huntingtin (el gen mutado
causante de la enfermedad de Huntington) fue in-
sertado en un vector adenoviral y usado con éxito
en modelos murinos.93 Es necesario advertir que a
pesar de las ventajas que ofrece el uso de vectores
virales, existe el riesgo potencial de que algunos de
ellos estimulen una respuesta inmunológica por sí
mismos. Por otro lado, la naturaleza viral de estos
vectores los hace susceptibles de sufrir mutacio-
nes, lo cual podría provocar potencialmente una
expresión genética alterada.

Pruebas clínicas en humanos

Pruebas clínicas de fase III para el tratamiento de
la degeneración macular relacionada con la edad

de tipo húmeda (AMD) se basan en la inyección in-
travitral de Cand5 (Bevasiranib), un siRNA dirigido
contra todas las isoformas del factor de crecimiento
vascular endotelial o VEGF (Acuity Pharmaceuti-
cals, comunicado de prensa). Adicionalmente, prue-
bas clínicas de fase I han sido finalizadas usando la
inyección intravitral de Sirna-027, un siRNA dirigi-
do contra el receptor 1 del VEGF (Merk-Sirna The-
rapeutics, San Francisco California, comunicados de
prensa). Por otro lado, pruebas clínicas de fase II
contra el virus sincicial respiratorio (RSV), causan-
te de una infección seria respiratoria neonatal, han
sido finalizadas usando ALN-RSV01, el cual es un
siRNA dirigido contra un gen que codifica para la
nucleocápside viral (Alnylam Pharmaceuticals, co-
municado de prensa).

Calando Pharmaceuticals (Pasadena California)
inició pruebas clínicas de fase I para el tratamiento
de tumores sólidos usando un siRNA específico para
la subunidad de la ribonucleótido reductasa
(RRM2), enzima requerida para la síntesis de DNA.
Este estudio es el primero en usar un método de li-
beración mediante receptores donde el siRNA es en-
capsulado en ciclodextrina (un oligosácarido cíclico)
conjugada a lactoferrina, cuyo receptor es altamente
expresado en células cancerosas.

Pruebas clínicas en fase I han iniciado para el
tratamiento de linfoma en pacientes con VIH usando
shRNA-vector viral contra los exones tat y rev del
VIH. En este estudio, células pluripotenciales infec-
tadas con el shRNA-vector lentiviral han sido trans-
plantadas en cuatro pacientes (The City of Hope
Nacional Medical Center, Duarte California, en cola-
boración con Benitec, Melbourne Australia).

La rapidez de este avance puede deberse a que las
compañías farmacéuticas han decidido unir esfuer-
zos para el desarrollo de terapias basadas en el
RNAi y actualmente la colaboración parece ser la
práctica común en este campo.

CONCLUSIONES

Actualmente, el RNAi es un método confiable,
estandarizado, relativamente rápido y con menor
costo que los métodos alternativos como la genera-
ción de ratones “knock out”. La inhibición de la
expresión de un gen dado (o genes) proporciona al
investigador un modelo contundente para elucidar
su posible función. Las ventajas y aplicación de
esta herramienta deben ser difundidas para que
un número mayor de investigadores visualice la
posibilidad de implementar el RNAi en su labora-
torio.
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Aunado a lo anterior, la aplicación del RNAi
como agente terapéutico ofrece un campo promete-
dor y novedoso para aquellos dedicados al área médi-
co-clínica.
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GLOSARIO

• RNAi (“RNA interference”). RNA de interferencia. Mecanismo de inhibición específica de la expresión de genes a nivel post-transcripcional
inducido por la presencia de RNA de doble hebra (dsRNA).

• dsRNA (“double stranded RNA”). RNA de doble hebra.
• dsRNA “largos” (“long dsRNA”). dsRNA de ~500 nucleótidos (nt).
• siRNA (“Small interfering RNA”). RNA “pequeños” de interferencia. RNA de doble hebra con un tamaño de 22-25 nucleótidos, 2-3 nucleóti-

dos no pareados en el extremo 3’ de cada hebra, un grupo fosfato en el extremo 5’ y un grupo hidroxilo en el extremo 3’. siRNAs son produc-
to del procesamiento de los dsRNA “largos” por la enzima Dicer o bien producto de síntesis química.

• miRNA MicroRNA. RNAs “pequeños” no codificantes, producidos por la propia célula, que se derivan del procesamiento de precursores
RNAs (~70 nucleótidos) con estructura de “hairpin”, que inhiben la traducción de mRNA que presentan una secuencia parcialmente comple-
mentaria a los miRNAs.

• “Hairpin” Estructura que presenta el RNA cuando una hebra con secuencias de nucleótidos repetidas e invertidas se dobla sobre sí misma
y forma una estructura de doble hebra con las secuencias invertidas ahora complementarias y un doblez en forma de “rizo” en un extremo (Fi-
gura 5). Esta estructura se conoce como “hairpin” por su descripción en inglés.

• shRNA siRNA con estructura de “hairpin” (“short hairpin RNA”). Por lo general son expresados en plásmidos o vectores provenientes de vi-
rus.

• “Knocking down”. Descripción en inglés que indica una disminución en la expresión de un gen mediante RNAi o “silenciamiento”.
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