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EDITORIAL

Premio Nobel de Fisiologia o Medicina 2006:
Descubrimiento del RNA de interferencia

Marcelo Loépez L."2, Pablo Ramdohr L.!

Los premios Nobel, fundados por el in-
dustrial sueco Alfred Bernhard Nobel, el in-
ventor de la dinamita, fueron entregados por
primera vez en 1901. Desde entonces, la
ceremonia formal de premiacion tiene lugar
cada ano en Estocolmo el 10 de diciembre,
fecha aniversario de la muerte de Nobel [http:/
/nobelprize.org/]. Nobel establecié los pre-
mios en cinco categorias especificas: litera-
tura, paz, fisiologia 0 medicina, fisica y qui-
mica. Posteriormente, un sexto premio, creado
por el Banco Nacional de Suecia, se instaurd
en 1968 destinado a la mejor obra de inves-
tigacion en el campo de la Economia.

Este afo, el Premio Nobel de Fisiologia
o Medicina fue otorgado a los cientificos
estadounidenses Andrew Fire y Craig Mello,
por el descubrimiento de un mecanismo fun-
damental para controlar el flujo de informa-
cion genética, el acido ribonucleico de inter-
ferencia (RNAI). El éxito de estos cientifi-
cos insta a reflexionar sobre la relevancia
de algunos modelos biolégicos aparente-
mente tan lejanos a la medicina como son
las plantas (petunias) y el gusano de tierra
(Caenorhabditis Elegans), asi como del temple
de algunos hombres con espiritu inquisidor
que son capaces de ver mas alla de un
evidente fracaso.

La historia comienza a fines de la déca-
da de los ochenta cuando un grupo de cien-
tificos liderados por el Dr. Jorgensen diseid
una novedosa estrategia para obtener
petunias con una mayor coloracién purpura.
La estrategia propuesta era simple e impli-
caba la introduccion en la planta de una
copia adicional del gen que codifica para
una de las enzimas principales de la via de

produccion de los pigmentos responsables
de proporcionar el color purpura a las petunias.
Inesperadamente, y contrario a las expecta-
tivas, todas las plantas transgénicas exhi-
bian flores blancas, indicando la falta de
pigmento’. Experiencias similares se repe-
tian en otras especies. Por ejemplo, el in-
tento de incrementar la expresion del pig-
mento naranja sintetizado por el hongo
Neurospora crassa utilizando una aproxima-
cion similar a la de Jorgensen dio origen a
hongos de color blanquecino?. Este conjun-
to de resultados aparentemente “negativos”
motivé a una serie de investigadores a es-
tudiar este fendmeno de “supresion génica”.
Es asi como estudios posteriores permitie-
ron establecer que la supresion génica ocu-
rria a nivel post-transcripcional y represen-
taba un proceso general en eucariontes. El
fendmeno se denomind “silenciamiento de
genes post-transcripcional” o PTGS (Post
Transcriptional Gene Silencing).

Diversos modelos bioldgicos se utiliza-
ron para estudiar el fendmeno de PTGS,
siendo el modelo del gusano nematodo
Caenorhabditis elegans (C. Elegans) el que
permitid los mayores logros. En 1996, se
describid que la introduccion de un oligonu-
cledtido sentido junto a un oligonucleétido
antisentido en C. Elegans potenciaban el
efecto de supresion del gens. Esta observa-
cion quedaria, sin embargo, sin explicacion
hasta que el grupo del Dr. Craig Mello de la
Universidad de Carnegie trabajando también
con C. Elegans demostré que el fendmeno
de PTGS era producido por la formacién de
RNA de doble cadena (dsRNA)*. El Dr. Andrew
Fire, quien realizaba estudios posdoctorales
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con Mello denomind a este fendmeno “inter-
ferencia por RNA o RNAI". En su articulo,
publicado en 1998 en la revista Nature?, Fire
y Mello demuestran que es posible el
silenciamiento especifico de un gen mediante
la introduccion en la célula de dsRNA que
contiene la secuencia homéloga. Proponen
ademas, que este fendmeno es mediado por
un mecanismo enddégeno que es usado por
la célula para controlar la expresion génica.
Finalmente, sugieren una conexién entre este
mecanismo y el fenédmeno descrito por el
grupo de Jorgensen en plantas®. Tal impac-
to causod este hallazgo que en el ano 2002
la revista Science determind que el RNAI
era el descubrimiento mas relevante del ano,
reposicionando asi al RNA como una molé-
cula mucho mas versatil de lo que inicial-
mente se pensé®. Mas aun, el descubrimiento
del RNAI ha sido el pilar estructural para el
desarrollo de nuevas herramientas genéticas
con la capacidad de silenciar cualquier gen
del genoma de manera especifica mediante
el empleo de pequefias moléculas de dsRNA
denominados RNA interferentes pequefios
(siRNA)®. La tecnologia desarrollada en tor-
no al conocimiento del RNAI ha revoluciona-
do diversos ambitos de la ciencia funda-
mental y aplicada. Como consecuencia, tan
solo ocho afos después de la publicacion
del hallazgo, el Instituto Karolinska decidid
conceder el Premio Nobel de Fisiologia o
Medicina del aifo 2006 a los Drs. Andrew
Fire y Craig C. Mello por el descubrimiento
del RNAI.

Flujo de informacion génica y el silenciamiento
de genes

En células eucariontes, el acido desoxi-
ribonucleico (DNA), molécula portadora de
la informacion genética, esta confinado al
nucleo celular. Esto implica que la transmi-
sién de la informacion genética desde el
DNA hasta las proteinas, cuya maquinaria
de sintesis se encuentra en el citoplasma
celular, requiere de un intermediario o0 men-
sajero molecular. El &cido ribonucleico (RNA)
denominado RNA mensajero (mMRNA) cum-
ple ésta funcién transportando la informa-
cion codificada desde el nucleo al citoplas-
ma celular. La sintesis del mRNA a partir
del DNA, proceso denominado transcripcion,
ocurre en el nucleo celular y consiste en
realizar una copia exacta de una de las he-
bras de DNA, excepto por la presencia de
uracilo (U) en vez de timina (T). El mRNA
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es luego transportado al citoplasma celular
para ser traducido. La traduccion, implica la
interpretacion de la informacion contenida
en el mRNA haciendo uso del cédigo genético,
que identifica aminodcidos especificos a partir
de un conjunto de tres bases, para asi sin-
tetizar la proteina codificada en su secuen-
cia.

El fendmeno de silenciamiento de genes
por RNAI interfiere en forma especifica con
el flujo de informacién génica. Es asi como
la introduccion de un RNA de doble hebra
(dsRNA) en una célula u organismo inicia
una cascada de eventos (figura 1 A), los
cuales culminan con la degradacion del mRNA
de secuencia homologa al dsRNA original-
mente introducido®. En consecuencia, el
dsRNA es capaz de interrumpir de manera
secuencia especifica el flujo de informacion
genética desde el DNA hasta las proteinas.
En la naturaleza el dsRNA puede provenir
de una fuente exdgena, como por ejemplo
los virus, o endégena, como son los trans-
posones movilizados, secuencias transcrita
incorrectamente, o micro-RNAs no codifi-
cantes®. La primera fase del proceso de
silenciamiento estd a cargo de una ribonu-
cleasa denominada Dicer (figura 1 B). Esta
ribonucleasa reconoce y fragmenta el dsBNA
en porciones de 21-25 nucledtidos de longi-
tud, los denominados RNA interferentes pe-
quefios (siRNA) (figura 1 C). Estos siRNAs
inducen la formacion de un complejo de pro-
teinas denominado RISC (RNA-Induced
Silencing Complex) (figura 1d). EI RISC con-
tiene una helicasa (aun no identificada
molecularmente), la cual separa las dos he-
bras del siRNA permitiendo al complejo se-
leccionar sélo una de ellas’. De seleccionar
la hebra antisentido, una nucleasa homologa
a Dicer (Dicer2) se encarga de degradar el
mRNA complementario a la secuencia del
siRNA (figura 1 Ey 1 F). Por tanto, el dsRNA
puede inducir un silenciamiento genético de
manera secuencia-especifica en eucariontes.
El fenomeno de RNAI es altamente conser-
vado a lo largo de la evolucién, presentan-
dose en organismos tan variados y distan-
tes como levaduras, diversas plantas
unicelulares y pluricelulares, hongos, insec-
tos, nematodos y mamiferos®.

La revolucidn de la tecnologia del RNAi

En los ultimos afios la comunidad cienti-
fica ha sido testigos de una revolucién en el
area de la Gendmica, Biologia Celular y
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Molecular. De hecho y después de grandes
esfuerzos que involucraron grupos multidisci-
plinarios alrededor del mundo, se ha podido
finalizar la secuenciacion de diversos geno-
mas, entre los cuales destaca el genoma
humano. Este hito expone, sin embargo, un
reto aun mayor, el de identificar la funcién

Figura 1. Mecanismo de accién del RNA de interferencia. Re-
presentacion esquematica de la cascada de eventos iniciados
por la introduccion de un RNA de doble hebra (dsRNA) a una
célula. La nucleasa Dicer corta el dsRNA en fragmentos pe-
quenos de 21-25 nucledtidos (siRNA) (B-C). Estos ultimos ini-
cian el ensamblaje del complejo RISC (D), el cual media la
degradacion del RNA mensajero (mMRNA) con secuencia homologa

al dsRNA (E-F).
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de cada uno de los miles de genes identifi-
cados. En este contexto, el RNAi brinda
una posibilidad insuperable, la capacidad de
silenciar uno o bien muchos genes de forma
simultanea y rapida®. Dado que la interfe-
rencia por RNA se basa en la interaccion
especifica entre secuencias del siRNA y del
mRNA, los siRNA pueden ser dise-
Aados para silenciar, en principio,
cualquier gen. Es factible, por tan-
to, especular que un trabajo siste-
matico de silenciamiento de genes
podria permitir establecer la funcion
de la mayoria de los genes que for-
man un genoma complejo.

El campo de RNAi se ha desa-
rrollado de forma exponencial per-
mitiendo que la tecnologia asocia-
da a este descubrimiento se pro-
yecte como una potente herramien-
ta con fines terapéuticos®®''. La po-
tencialidad de esta nueva tecnolo-
gia ha impulsado a diversas empre-
sas a iniciar el desarrollo de instru-
mentos bioinformaticas que permi-
ten el disefio y la obtencion de
siRNA con potencial farmacoldgico
a través de una busqueda optimizada
de las secuencias mas adecuadas
para el silenciamiento de genes espe-
cificos, reduciendo asi los tiempos
de investigacion y maximizando los
resultados. Es asi como diversos
grupos de investigacion desarrollan
en la actualidad la tecnologia del
RNAI con el fin de silenciar espe-
cificamente mRNAs responsables de
la sintesis de proteinas nocivas den-
tro de la célula, inhibiendo asi sus
efectos. En consecuencia, el uso de
la tecnologia del RNAI para el de-
sarrollo de nuevas terapias molecu-
lares contra patologias tan diversas
como son las enfermedades neuro-
degenerativas y el cancer se hace
cada vez mas evidente®'®. Por ejem-
plo, la inhibicion del mMRNA que co-
difica para la proteina Lyn utilizan-
do RNAI permitié la induccion de
apoptosis en células de pacientes
con leucemia mieloide crénica en
crisis blastica'?. Se ha demostrado
también el uso de la tecnologia del
RNAI para silenciar genes importan-
tes para la replicacion y morfogéne-
sis de varios virus de importancia
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médica'®. La introduccion de dsRNA homo-
logos a regiones del genoma del virus de la
inmunodeficiencia humana (HIV)'®, del virus
de la polio'’, rotavirus'®, el virus de la hepa-
titis B (HBV) y el de la hepatitis C (HCV)'®%,
entre otros, en células humanas confiere re-
sistencia a la infeccién por estos virus. Es-
tos hallazgos han permitido especular sobre
el posible uso de fragmentos de dsRNA como
vacunas antivirales, o aun mas en el trata-
miento de infecciones virales ya estableci-
das?'22, Sin embargo, aun cuando los resul-
tados obtenidos son extremadamente pro-
metedores es importante considerar que aun
resta mucho que aprender sobre el meca-
nismo de accién del RNAi%. Por tanto, los
resultados deben ser tratados con cautela 'y
critica®24,

En resumen, a pesar de que el fin inicial
de lograr petunias con un color intenso fra-
caso rotundamente, la comprension de este
fendmeno por los Drs. Fire y Mello, utilizan-
do como modelo de estudio el gusano de
tierra, abrié nuevas y excitantes expectati-
vas no solo para las ciencias fundamenta-
les sino que también para las ciencias mé-
dicas, otorgando nuevas herramientas para
el desarrollo de prometedoras terapias mole-
culares para un numero importante de pato-
logias.
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