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EI descubrimiento del fendmeno de silenciamiento o interferencia del RNA por moléculas de
RNAs de doble cadena (dsRNAs) ha supuesto un cambio de paradigma en la Biologfa Molecular.
Hasta el momento de su descubrimiento, los dsRNAs solo eran familiares a los virdlogos como
sefiales de alarma de una infeccidn viral, mientras que, para el resto de los bidlogos, eran
considerados moléculas inertes. Los experimentos de los grupos de A. Fire y C. Mello permitieron
poner de manifiesto que los muy energéticamente estables dsSRNAs eran los principales
inductores, no solo de mecanismos de defensa evolutivamente conservados en la célula eucariota,
sino de mecanismos celulares relacionados con procesos de desarrollo en animales, plantas v
hongos, dando una mayor solidez, si cabe, a la hipdtesis del mundo de RNA primigenio. Esta
revision relata brevemente los hitos de este descubrimiento, asi como las principales
contribuciones, no siempre suficientemente reconocidas, que la Virologfa, y, en especial la Virologfa
de plantas, han aportado para la consolidacién de este nuevo paradigma.

ANTECEDENTES

El premio Nobel de Medicina de 2006 reconocié la labor de los profe-
sores Andrew Z. Fire, de la Universidad de Stanford, y Craig C. Mello
[Figura 1], de la Universidad de Massachussets, por descifrar un nuevo
mecanismo de regulacién génica basado en unas pequefias moléculas
tan curiosas como insospechadas: los RNAs de interferencia. En los tl-
timos afios, se ha demostrado que este mecanismo silenciador de la ex-
presién de los genes, opera tanto en animales como en plantas y en
hongos, y estd implicado en procesos tan fundamentales como son el
desarrollo y defensa de los organismos; en otras palabras, en su vida y
en su mantenimiento. Fire y Mello demostraron elegantemente que la

Figura 1. Andrew Fire (izquierda) ~ molécula inductora del denominado fenémeno de interferencia del
y Craig Mello (derecha) en la RNA (RNAi) era el RNA de doble cadena (dsRNA)!7.

ceremonia de concesién de los
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infeccion viral para los virélogos. Se

loraciones alternadas del aspecto verde

habfan descubierto en los primeros
afios de la década de los 60, estando
vigente el dogma segiin el cual la ma-
yorfa de las células utilizan DNA de
cadena doble y RNA de cadena sim-
ple como formas de almacenamiento
de la informacién genética a largo y
corto plazo, respectivamente. Sin
embargo, las raras formas de doble

}} L as raras formas

de doble cadena del
RNA les eran bastante
familiares a los virdélogos
por ser indicativas de la
presencia de virus

de las hojas con zonas amarillentas o
de color verde claro. McKinney utilizé
la plataforma del barco de la expedi-
cién para realizar una serie de cuida-
dosos experimentos que le permitieron
observar diferencias en la intensidad
de los sintomas del mosaico, esencial-
mente clasificados como mosaico verde
y mosaico amarillo. Pudo demostrar

cadena del RNA les eran bastante fa-

miliares a los virélogos por ser indicativas de la presencia
de virus; por tanto, es razonable asumir que los antece-
dentes y premisas que facilitaron la elucidacion del me-
canismo del silenciamiento del RNA haya que buscarlos,
al menos en parte, en la Virologfa. Entre los hitos histé-
ricos que permitieron o facilitaron una inusualmente ré-
pida aceptacion del fenémeno del silenciamiento o in-
terferencia del RNA, cabria destacar tres, que se
describen a continuacién: la proteccién cruzada; la in-
munidad innata y el interferén; y el descubrimiento de

los dsSRNAs.

Inmunidad o proteccién cruzada

El 22 de diciembre de 1927, la expedicién Allison
V. Armour llegaba al puerto de Santa Cruz de Tenerife
con el propésito de recolectar semillas y plantas vivas de
las Islas Canarias, Gibraltar y el oeste de Africa, para in-
troducirlas en los EE.UU. Uno de los responsables cien-
tificos de la expedicion era el patdlogo H. H. McKinney,
del Departamento de Agricultura de los EE.UU., cuya
misién consistia en la bisqueda de virus de plantas apro-
piados para estudios experimentales y asi acumular infor-
macion relativa a las enfermedades virales de las plantas
de las regiones visitadas.

En muchas localidades se crecian patatas y
tomates, y varias especies de cucurbitéceas
se hallaban en jardines y a ambos lados de
los caminos. Muchas de las plantaciones de
patata se encontraban en estrechas terrazas,
algunas de ellas, muy lejos de los caminos,
muy inaccesibles. En una de estas terrazas,
desde la que se divisaba el mar del puerto de
la Orotava (Tenerife), pude observar un
mosaico verde en la mayorfa de las patatas
cultivadas y en una planta parecida al ajo
que crecia como una mala hierba entre las
patatas!'7.

En aquella época, la palabra «mosaico» se utilizaba, en el
mundo vegetal, como sinénimo de la palabra «virus», y
se crefa que todos los sintomas del mosaico observados
en plantas cultivadas estaban ocasionados por el mismo
agente, por el mismo virus. El mosaico consistia en deco-

que, cuando separaba las regiones de
la hoja con diferentes mosaicos y obtenia los jugos co-
rrespondientes, estos se comportaban de manera dife-
rente al inocularlos en plantas de tabaco. McKinney sos-
tuvo que estos resultados solo podrian explicarse por la
existencia de formas mutadas del virus localmente pre-
sentes en la planta. El uso del término «mutante» fue du-
ramente criticado por sus superiores del Departamento
de Agricultura, porque admitia implicitamente que los
virus eran organismos vivos. En esa misma serie de expe-
rimentos, pudo demostrar que la presencia en una planta
de las formas mutadas que daban lugar a un mosaico m4s
suave, protegia de la infeccion de las formas mutantes
que daban un mosaico més fuerte. Este fendmeno, al que
denominé «proteccién cruzada», posteriormente se apli-
carfa como un método de control directo de las infeccio-
nes provocadas por los aislados mds perjudiciales de un
mis-mo virus. En los afios siguientes aparecié un niimero
considegable de articulos en los que se describia la exis-
tencia de\cepas de virus que daban una sintomatologfa
suave y que'Rrotegian frente a la posterior infeccién con
aquellas cepas\e virus que ocasionaban la sintomatologfa
més nocival’l. mismo |

Inmunidad innata e interferén

Afios después, una serie de experimentos encaminados a
estudiar las respuestas celulares a la infeccion viral, esta
vez en mamiferos, revelaron unos interesantes resultados
sobre los efectos de la interferencia viral. Trabajando
esencialmente con el virus de la fiebre amarilla, diversos
grupos pusieron de manifiesto que una infeccién previa
con un virus considerado «benigno» podfa proporcionar
resistencia frente a una infeccién posterior con un virus
patégeno. Aunque la capacidad de inducir respuesta in-
mune se conocfa desde hacia mucho tiempo, estos resul-
tados fueron inesperados dada la ausencia de relacion
entre los dos virus empleados en los experimentos vy, por
tanto, hacian sospechar la existencia de mecanismos ge-
nerales de alarma frente a las infecciones virales. Esta hi-
pétesis inicial se confirmé cuando Isaacs y Linderman!!!)
pudieron purificar en 1957 un componente proteico de
los animales «retados» con el virus benigno y observaron
que, tras inyectarlo en animales control, estos desarrolla-
ban una resistencia viral general. A este componente pro-
teico lo llamaron «interferén».
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Paralelamente a este interesante descu-

difica darfa mayor tonalidad violeta a

brimiento, Richard Shopel?®! estaba in-
teresado en encontrar tratamientos que
indujeran una inmunidad generalizada
frente a las infecciones virales. A finales
de la Il Guerra Mundial, decidié iniciar
una serie de viajes por todo el mundo
buscando materiales biolégicos que pu-
diera cultivar y usar como materiales de
partida. A pesar de esta vasta serie de
viajes, el material mds valioso lo encon-

}} Como en otros
muchos aspectos de la
clencia, los antecedentes
de este nuevo mecanis-
mo de regulacion génica
hay que buscarlos en el
mundo vegetal.

los pétalos. Sin embargo, el resultado
fue justo el contrario al esperado: las
flores no solo no tenfan més intensi-
dad de color violeta, sino que gran
parte de sus pétalos se tornaron blan-
cos [Figura 2]. La expresion de copias
extra del gen responsable del color
habia inactivado al propio gen endoé-
geno de la plantal’”??l. A este fené-
meno lo denominaron «cosupresion».

trd en el moho de una foto de su mujer, Helen. A los ex-
tractos de este hongo (Penicillium funiculosum) Shope los
denominé «Helenina» y encontré que podian inducir
una respuesta de tipo interferén en animales.

El dsRNA entra en escena

El grupo de Maurice Hilleman, que trabajaba en Merck,
usé el hongo de R. Shope como punto de partida para
purificar el componente que conferfa la resistencia viral.
En los extractos de este hongo, Hilleman determind la
presencia de RNAs de doble cadena como la responsable
de la induccién de la resistencial'’l. Dada la falta de si-
militud entre los dsSRNAs del hongo y del RNA diana,
decidieron comprobar si dsSRNAs naturales y sintéticos
muy distantes filogenéticamente inducfan el mismo
efecto vy, para su sorpresa, en ambos casos observaron una
respuesta de tipo interferén. Quedaba sin responder cudl
era el origen de los dsRNAs inductores, aunque la hips-
tesis mas probable era que derivaran de una infeccién
viral fortuita presente en el hongo. En cualquier caso,
Hilleman y colaboradores habian puesto de manifiesto la
existencia de un sistema ancestral mediante el cual las
células podian percibir a una molécula como delatora de
una infeccién viral (dsRNA) y responder produciendo
una sefal que las «obligara» a dedicar todos sus esfuerzos
y energfas a combatir al paréeenal®!
espacio
Todos estos antecedentes, aunque por separado no fueron
claves para el descubrimiento del fenémeno del silencia-
miento por RNA, en su conjunto, sentaron las bases de
una linea de pensamiento segin la cual las moléculas de
dsRNAs desempefiaban un papel relevante en determi-
nados procesos biolégicos.

El silenciamiento del RNA

Como en otros muchos aspectos de la ciencia, los ante-
cedentes de este nuevo mecanismo de regulacion génica
hay que buscarlos en el mundo vegetal. A principios de
la década de los 90, Richard A. Jorgensen, de la Univer-
sidad de Arizona, y Joseph Mol, de la de Amsterdam, es-
taban interesados en intensificar el color violeta de las
petunias. Habfan razonado que, modificandolas para que
expresaran mds copias del gen responsable de su pigmen-
tacién nativa, la sobreexpresion de la enzima que este co-

>

Mientras tanto, y de manera simultdnea, en Oregdn,
William G. Dougherty y su equipo trataban de demostrar
experimentalmente una antigua hip6tesis segtn la cual la
expresion en plantas de genes derivados de un patégeno
conferirfa a la planta resistencia frente al mismo (resis-
tencia derivada del patégeno o PDR, por sus siglas en in-
glés). Segin esta hipdtesis, formulada por Sanford y
Johnson!?’), los patégenos generarian moléculas criticas y
tinicas para su propio proceso especifico de patogénesis.
Propusieron, por tanto, que si se expresaran moléculas
especificas del patégeno en una forma modificada (dis-
funcional) en el genoma de la célula huésped, estas po-
drfan actuar para inhibir al patégeno mismo. Dougherty
y colaboradores expresaron la proteina de cubierta de un
virus RNA que afecta al tabaco para ver qué efectos tenfa
sobre la infeccién del mismo. Como controles de su ex-
perimento, disefiaron secuencias completas del gen de la
mencionada proteina que no se podian traducir, es decir,
que no expresaban la proteina. De nuevo, otro resultado
inesperado: se consiguié proteccién con las secuencias
del gen no traducible. Dedujeron que la planta habfa
puesto en marcha un mecanismo que inactivaba tanto el
gen insertado (transgén), como la secuencia homologa
del virus, y esta actividad degradadora del RNA era
activada por el RNA y no por la proteinal!'’l. Observa-
ron, ademds, que esta inactivacion era muy especifica de
secuencia, dado que otros virus estrechamente relacio-
nados, pero de secuencia de RNA ligeramente distinta,
no resultaban inactivados por este mecanismo. Todavia
mds desconcertantes fueron los resultados que mostraban

Figura 2. Secciones blancas en flores de petunia
representando areas donde la expresion del gen de la
chalcona sintasa, enzima implicada en la coloracién de la
flor, habfa sido silenciada por RNAI. Todas las imagenes
pertenecen a R. Jorgensen, Universidad de Arizona
(Tucson). Reproducido de Plant Cell 2: 279-289 (1990)/"?!
con permiso de la American Society of Plant Biologists.
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claramente que las plantas que manifes-
taban una mayor resistencia al virus
eran, precisamente, aquellas en las que
el RNA transgén estaba presente en
menor concentracién, mientras que
otras que expresaban el mismo gen a
mayor nivel eran completamente sus-
ceptibles. Llamaron a este fenémeno
«silenciamiento génico mediado por
RNA» y pronto se comprobd que res-
pondfa a las mismas pautas que el de co-
supresion previamente descrito. Des-
afortunadamente, W. G. Dougherty
decidi6é abandonar la ciencia en este

}} El Dr. David

Baulcombe fue interrum-
pido por el Dr.Ingo
Potrykus, el inventor del
«arroz dorado», quien le
manifestd que no estaba
realmente hablando de
silenciamiento génico,
sino de «silenciamiento
del RNA®.

logia Molecular!”. En él sugirieron
que este mecanismo de interferencia
se utilizarfa, de manera endégena, por
la célula animal o vegetal para inacti-
var determinados RNAs mensajeros
(mRNA). Ademads, pusieron de ma-
nifiesto la estrecha relacion del fend-
meno observado por ellos con el silen-
ciamiento  génico  previamente
descrito en plantas. Cuando los gru-
pos de Fire y Mello ya habian obte-
nido las evidencias definitivas de que
el dsRNA era el inductor del feno-
meno de interferencia del RNA, llegé

punto, quizd sin ser muy consciente de
que estaba ante una de las principales revoluciones de la
era de la Biologia Molecular.

En un principio, muchos de los fenémenos relacionados
con el silenciamiento en plantas fueron denominados ge-
néricamente como silenciamiento génico. Mientras el Dr.
David Baulcombe utilizaba repetidamente este término
en un seminario que impartia en Suiza, fue interrumpido
por el Dr. Ingo Potrykus, el inventor del «arroz dorado»,
quien le manifest6 que no estaba realmente hablando de
silenciamiento génico, sino de «silenciamiento del
RNA». Desde entonces, el Dr. Baulcombe y otros pro-
movieron esta ultima denominacién como un término
genérico que abarca a una familia de mecanismos que im-
plican fenémenos de silenciamiento y al RNA.

Durante esos afios, A. Z. Fire y C. C. Mello estaban in-
teresados en una linea de investigacién encaminada a
anular la expresion de un determinado gen mediante la
tecnologia del RNA antisentido. Esta aproximacion se
basaba en incorporar secuencias inversas —en sentido es-
tricto, complementarias— a un determinado gen para tra-
tar de desactivarlo. Su sistema experimental era el ne-
matodo Caenorhabditis elegans, el mal llamado «gusano»,
propuesto por Sidney Brenner como sistema modelo de
experimentacién animal. Hasta entonces, los resultados
de esta estrategia habian sido dispares y, en la mayoria de
los casos, modestos. Sin embargo, la gran sorpresa ven-
drfa, de nuevo, precisamente de los controles que se uti-
lizaron en el experimento definitivo. Inocularon a los ne-
matodos tanto RNA antisentido, como RNA del mismo
sentido de un gen que desempefia un papel clave en la
funcién muscular; e incluyeron una preparacién de
dsRNA 'y, por tanto, las secuencias en las dos orientacio-
nes. El resultado fue espectacular, y los nematodos inocu-
lados con dsRNA presentaron sintomas claros de que ese
gen habfa sido inactivado. Habfan interferido en la ex-
presién de un determinado gen mediante la aplicacion
de pequefias secuencias de dsRNA. Su articulo en la pres-
tigiosa revista Nature en 1998 es ya un clasico de la Bio-

a sus manos un articulo que el grupo
de Baulcombe acababa de publicar’. En dicho articulo, se
proponia que las caracteristicas tnicas de los intermediarios
de la replicacién viral podrfan mejorar la induccién del si-
lenciamiento génico basada en la presencia del transgén:

Podrfa incrementarse la incidencia del si-
lenciamiento génico asegurdndose de que
los transcritos del transgén tuvieran propie-
dades que se asemejaran a las formas repli-
cativas del RNA viral, tales como su natu-
raleza de doble cadena.

El trabajo de los grupos de Fire y Mello no solo demostré
que las moléculas de dsSRNAs tenfan una gran capacidad
de silenciamiento por interferencia sobre su mRNA
diana, sino que puso de manifiesto —en este caso, seren-
dipicamente— que este fenémeno tenfa un efecto sistémico
y, ademads, podia transmitirse a la descendencia [Figura 3].

Figura 3. RNAi en C. elegans. El silenciamiento del gen
delator de la proteina verde fluorescente (GFP) en C.
elegans ocurre (a) cuando los animales se alimentan de
bacterias que expresan moléculas dsRNAs de GFP; pero
no ocurre (b) en animales que son defectivos para el
RNAI. El silenciamiento tiene lugar a través de todo el
cuerpo del animal, con la excepcion de unas pocas
células en la cola que expresan GFP residual. La sefal se
pierde en células intestinales cerca de la cola (cabezas de
flecha), asi como cerca de la cabeza (flechas). La ausencia
de embriones positivos a GFP en (a) (regidn entre
corchetes) demuestra el efecto sistémico y heredable del
silenciamiento. Reproducido de Mello y Conte (2004),
Nature 431: 338-342; con permiso de Nature Publishing
Group.
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En 1996, un estudiante recién graduado en el laboratorio
de Craig Mello, Sam Driver, estaba empezando unos ex-
perimentos de microinyeccion de dsSRNAs en C. elegans;
y, muchas veces, acertar con la aguja en el tejido correcto
le resultaba mas que problematico. Sam y Craig se perca-
taron de que, a pesar de que los pincha-

tisentido de aproximadamente 25 nucleétidos (nt) y que
eran complementarios al gen silenciado. El posterior re-
finamiento de la metodologia empleada les permitié con-
cluir que estos pequefios RNAs tenfan un tamafio com-
prendido entre 21 y 24 nt.

zos de Sam no estaban en el sitio ade-
cuado, las inyecciones producian
todavia un efecto de interferencia muy
acusado. Cuando inyectaron los
dsRNAs, deliberadamente esta vez, en
el sitio inadecuado, seguian observando
un fuerte efecto bioldgico. Sam y Craig
extendieron esta serie de experimentos
a otros tejidos del cuerpo del nematodo
y comprobaron, de forma concluyente,
que la inyeccion de dsRNAs producia

}} La explicacion

mds sencilla requeria la
presencia de moléculas
de RNA antisentido que
guiaran la maquinaria de
silenciamiento o inter-
ferencia a su RNA diana

Sin duda, la presencia de estos peque-
flos RNAs en plantas silenciadas esta-
blecfa necesariamenmente una cone-
xién con los trabajos anteriores de
Victor Ambros, primero, y Gary Ruv-
kun, después, quienes habian demos-
trado el papel esencial de pequefios
RNAs provenientes de los genes lin-4
y let-7, respectivamente, en el control
del desarrollo temporal en C. ele-
gans!??, Esta conexién bioldgica,

un marcado efecto sistémico. Muy poco

tiempo después, el grupo de Hervé Vaucheret en Parfs
demostraba en plantas este mismo efecto sistémico del
silenciamiento del RNA, al verificar que el silencia-
miento se transmitia mediante injerto desde los patrones
silenciados hasta los injertos no silenciados!?’.

APARECEN LOS PEQUENOS RNAs
INTERFERENTES

En el dltimo pérrafo de su articulo seminal, Fire y Mello
postulan:

(...) sea cual sea la diana de los dsRNAs, los
mecanismos subyacentes a la interferencia

del RNA, probablemente, tengan una fina-
lidad biolégical™.

Sin duda, una afirmacién premonitoria. En cualquier
caso, aunque el fenémeno de la interferencia habfa sido
descrito y contrastado de forma contundente, los me-
canismos a través de los cuales operaba eran, en esos
momentos, una caja negra. La capacidad del meca-
nismo de silenciamiento por RNA para actuar de ma-
nera especifica sobre secuencias nucleotidicas consti-
tufa un auténtico misterio. La explicacién mas sencilla
requeria la presencia de moléculas de RNA antisentido
que guiaran la maquinaria de silenciamiento o interfe-
rencia a su RNA diana.

Andrew Hamilton, quien habia trabajado de manera exi-
tosa en la estrategia del RNA antisentido en tomates
transgénicos durante su tesis doctoral, se incorporé al la-
boratorio del Dr. D. Baulcombe para abordar la bisqueda
de pequefios RN As antisentido que pudieran explicar el
fenémeno de cosupresion en plantas, anteriormente des-
crito. Hamilton y Baulcombel”! pusieron de manifiesto
que, en aquellas plantas en las que un gen especifico
habfa sido silenciado, siempre se acumulaban RNAs an-

aunque obvia desde una perspectiva
actual, al principio pasé desapercibida a D. Baulcombe.
Tal como él mismo reconocid, su «fracaso» en estable-
cer esa conexion fue debido, muy probablemente, a que
los mecanismos de regulacion en C. elegans implicaban
la inhibicién de la traduccién; mientras que, en plantas,
la perfecta complementariedad de bases entre el RNAI
y el mRNA diana conllevaba una disminucién de la es-
tabilidad y la consiguiente destruccién de este dltimol?!.

En este escenario, parecia obvio plantearse la posible uni-
versalidad de este mecanismo regulador basado en el
RNA. Ruvkun y colaboradores habfan demostrado que el
RNA del gen let-7 estaba perfectamente conservado en
una amplia gama de phyla animales'?!. Esto llevé a pensar
a V. Ambros en la existencia de otros RNAs como miem-
bros de una clase ancestral, todavia por identificar, que
participaran en un mecanismo general de regulacion de
la expresién génica. Su equipo empezé a preparar geno-
tecas de RNAs para identificar nuevos RNAI, llamados
por entonces microRNAs, a partir de preparaciones en-
riquecidas de RNAs de 22 nt. Pensaba que esta linea de
investigacion no la podrian afrontar muchos otros inves-
tigadores. De hecho, en julio de 2001, en un reunién
cientifica sobre C. elegans le habia llegado el rumor de
que David Bartel estaba intentando clonar pequefios
RNAs del gusano, pero €l mismo pensé: «;Bartel...? El
no es una persona gusano»!', Cuando ya habian identifi-
cado mas de una docena de RNAI pequefios en C. ele-
gans, que estaban conservados en humanos, recibié un
correo electrénico de los editores de Science, conteniendo
el resumen de un manuscrito firmado por Tom Tuschl, y
en el que le pedian ser revisor del mismo. Para su sor-
presa, en el resumen se describia la existencia de un gran
ndmero de pequefios RNAi conservados desde las moscas
hasta los humanos. Tuvo que rechazar su revisién por un
conflicto de intereses, si bien aproveché para negociar
con los editores la publicacion de sus resultados en la
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misma revista. Los editores aceptaron
la propuesta un martes, pero le exigie-
ron que el manuscrito estuviera listo el
viernes de esa misma semana. Ademss,
un editor afiadié: «hay un tercer ma-
nuscrito de D. Bartel». {V. Ambros no
lo podia creer! Tras dos dfas y medio
sin dormir, pudo enviar el manuscrito
el dia pactado vy, finalmente, los tres ar-
ticulos aparecieron en el mismo nu-

mero de Science 1214161, de Science.

}} Tras dos dfas y

medio sin dormir;

V. Ambros pudo enviar
el manuscrito el dia
pactado vy, finalmente, los
tres articulos aparecie-
ron en el mismo ndmero

que denominaron Dicer. Miembro de
la familia de nucleasas RNAsa III,
Dicer corta dsSRNAs de manera espe-
cifica y estd conservada evolutiva-
mente en nematodos, moscas, plantas,
hongos y mamiferos. La enzima tiene
una estructura distintiva que incluye
un dominio helicasa, dos motivos
RNasa III [Figura 4] y una region de
homologfa a la familia Argonauta,
cuya conexién al fenémeno de RNAi
se habfa establecido recientemente.

LA MAQUINARIA
ENZIMATICA

El silenciamiento o interferencia por RNA era, en esos
momentos, un potente mecanismo de regulacion génica
del que se conocfan las moléculas inductoras y las efecto-
ras, pero apenas se sabfa nada de los componentes protei-
cos necesarios para llevar a cabo dicho proceso.
Hiroaki Tabara, del grupo de C. Mello, habia perfeccio-
nado el sistema para hacer llegar las moléculas de dsSRNAs
a C. elegans: en lugar de inyectar las moléculas de dsSRNAs
directamente al nematodo, crecfa este en presencia de una
cepa de Escherichia coli modificada para producir dsRNAs.
Esta vez, los dsSRNAs no estaban dirigidos a un gen impli-
cado en el movimiento del nematodo, sino a un gen esen-
cial del mismo. De esta forma, si los animales tenfan un
sistema de RNAI intacto —como serfa en la mayoria de los
casos—, estos morirfan; pero aquellos mutantes que care-
cieran del sistema de RNA serfan viables. Este poderoso
sistema de seleccién genética permitirfa identificar mutan-
tes defectivos en RNAI. Algunos de esos mutantes no pre-
sentaron ninguna alteracién en su fenotipo, como fue el
caso de los mutantes rde-1 y rde-4 (de RNAi-deficiens
genes), pero eran extremadamente deficientes en la res-
puesta RNAi al dsRNA). La clonacién del gen rde-1
puso de manifiesto que codificaba una proteina, la RDE-
1, con dominios altamente conservados entre los genes de
organismos tan diversos como plantas y humanos.

De manera muy relevante, poco tiempo antes se habia
puesto de manifiesto que miembros de esta familia de
proteinas, denominada Argonauta, estaban implicadas
en el desarrollo de las hojas de Arabidopsis thalianal*! y en
la ruta de silenciamiento epigenético de Drosophila mela-
nogaster[24]. Una serie de aproximaciones bioquimicas
habfa evidenciado la implicacién de una nucleasa, parte
de un componente multiproteico, en el silenciamiento
por RNAIC2730 g especificidad de este complejo hacia
los RNAs diana vendrfa dada por los RNA de 21 a 24 nt,
pero la enzima generadora de estos Gltimos todavia no
habfa sido identificada. El grupo de G. J. Hannon del Cold
Spring Harbor Laboratory consiguié6 purificar e identificar,
a partir de extractos proteicos de células S2 de Drosophila,
la enzima que producia los putativos RNAi guial’l, a la

Pronto varios grupos pusieron de ma-
nifiesto que, cuando la nucleasa Dicer se inactiva ex-
perimentalmente, la produccién de los pequefios RNAi
quedaba suprimida.

06

85 A = 25 nuc

Figura 4. Esquema de la estructura cristalogréfica de la
proteina Dicer del protozoo Giardia intestinalis!'®. La
actividad enzimatica se localiza en la parte superior
(dominios adyacentes RNasa llla y llib, en amarillo y
verde, respectivamente) y el dominio PAZ de anclaje, al
gue se fija el extremo del dsRNA, esta en la parte inferior
de la molécula. El angulo y la distancia que marca el
conector helicoidal entre ambas regiones, constituye una
verdadera «regla» molecular que determina la longitud
idéntica de los fragmentos en gue resultara cortado el
dsRNA (en azul) por la endonucleasa. El core de esta
enzima es idéntico al de la enzima en eucariotas
superiores. Reproducido con permiso de Nature
Publishing Group.
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[LAS APLICACIONES|

La terapia génica estd basada esen-

No es muy corriente que la generacién
de conocimiento basico conlleve una
inmediata aplicacién social o cien-
tifica. Sin duda, hay casos, como el
descubrimiento de la reaccién en ca-
dena de la polimerasa (PCR), que han
revolucionado la Biologfa moderna y
cuyas aplicaciones influyen decisiva-
mente en la sociedad del bienestar.
Este es el caso del descubrimiento del
silenciamiento de RNA, mecanismo

}} La tecnologia del

RNAI esta todavia en
una fase inmadura que
debe mejorar en eficacia
y seguridad pero, sin
duda, esta etapa precli-
nica es extremadamente
prometedora

cialmente en el uso de vectores vira-
les, con las limitaciones que estos pre-
sentan. El RNAI se estd aplicando ya
a diferentes campos de la Medicina.
La gran especificidad del mecanismo
por el que opera es un inconveniente
para tratar enfermedades de etiologia
viral, dada la alta mutabilidad de estos
patégenos. Para combatir al virus de
la hepatitis B o al HIV, las moléculas
diana elegidas han sido los genes de

altamente conservado hasta en células
de mamiferos, como constaté Thomas
Tuschl, de la Universidad Rockefeller, siendo el primero
en demostrar que los pequefios RNAi también podian
silenciar la expresién génical® en este tipo de células.
No es extrafio que A. Z. Fire y C. C. Mello recibieran el
Premio Nobel de Medicina y no el de Quimica. Las apli-
caciones terapéuticas que se han derivado de este des-
cubrimiento han sido espectaculares, y hoy disponemos
de una herramienta muy precisa y eficiente para inacti-
var determinados genes.

El reto lo tienen ahora los clinicos y es encontrar la ma-
nera de hacer llegar los RNAi a sus moléculas diana dado
que, a diferencia de lo que ocurre en plantas y nematodos,
en mamiferos no tienen un efecto sistémico; este es el prin-
cipal inconveniente de la metodologia, todavia no resuelto
de manera satisfactoria. Hay mds de 20 compafifas biotec-
noldgicas desarrollando el RNAI terapéutico. Este se
puede administrar como droga o mediante el uso de la te-
rapia génica. En el primer caso se ha obtenido un relativo
éxito mediante inyeccién directa via ocular, o mediante
administracién intranasal para que tenga efecto pulmonar.

proteinas receptoras del virién, mas
que el propio genoma viral. Sin em-
bargo, esta alta especificidad se convierte en una ventaja
valiosisima para tratar enfermedades derivadas de muta-
ciones puntuales alélicas, como son una gran parte de
enfermedades neurolégicas (Parkinson y la enfermedad
de Huntington) y enfermedades inflamatorias crénicas
como la artritis reumatoide. También, se estd mostrando
muy til para la inactivacion de ciertos oncogenes o de
genes que facilitan la metéstasis de células cancerosas.
La tecnologia del RN esta todavia en una fase inmadura
que debe mejorar en eficacia y seguridad pero, sin duda,
esta etapa preclinica es extremadamente prometedoral?®),

El descubrimiento del silenciamiento de RNA ha sido fruto
del esfuerzo de muy diversos grupos entre los que hay que
necesariamente destacar a los de A. Fire y C. Mello. No
obstante, sin duda, la Virologia y, en especial, la Virologfa
de plantas, ha tenido una contribucién muy meritoria en la
elucidacién de un apasionante mecanismo de regulacién
génica que la evolucién ha ido moldeando en todos los

seres vivos. \L a
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