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transcripcional. Esta respuesta biológica a ARN

de doble cadena, media la resistencia a ácidos
nucleicos “extraños” a la célula, tanto endóge-
nos (por ejemplo transposones, fragmentos de
ADN que pueden transferirse de un lugar a otro
del genoma) como exógenos (por ejemplo vi-
rus o transgenes, ver adelante), y regula la ex-
presión de algunos genes celulares, particular-
mente durante el desarrollo y diferenciación
de los tejidos de un organismo.

El fenómeno de interferencia por ARN, des-
cubierto en 1998 en el gusano Caenorhabditis
elegans, está relacionado mecanísticamente a
los fenómenos de silenciamiento génico re-
portados inicialmente en plantas en 1990, 
conocidos como “co-supresión”, “silenciamien-
to génico postranscripcional” o “silenciamiento
postranscripcional inducido por virus”, así 
como al fenómeno de “quelling” (supresión)
descrito en hongos. El que este mecanismo se

s sorprendente descubrir que la mayoría, si no es que
todos los eucariontes (organismos cuyas células tie-
nen un núcleo definido por una membrana), conta-
mos con un mecanismo que protege la información

genética desde el interior de cada célula, y que en plantas, y
quizá también en animales, defiende a las células de las infec-
ciones virales. Este mecanismo se perfila como una herramienta
biológica sumamente poderosa para estudiar la función de los
genes.

El proceso al que nos referimos es conocido como “interfe-
rencia por ácido ribonucleico (ARN)”, proceso por el cual se in-
hibe de manera específica la expresión de un gen, a través de la
degradación del ARN mensajero de ese gen, evitando así la sín-
tesis de la proteína. (Hay que recordar que la información ge-
nética, contenida en el ácido desoxirribonucleico, o ADN, se
transcribe en forma de un ARN mensajero para dirigir la fabri-
cación de proteínas). Dado que el flujo de información genética
se interrumpe a nivel de la síntesis de proteína, sin alterar el paso
de ADN a ARN (transcripción) en el núcleo celular, se dice que
este mecanismo de silenciamiento génico ocurre a nivel post-
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Interferencia por ARN:
un sistema de defensa primitivo

El mecanismo de interferencia que destruye los
ARN mensajeros de genes específicos, no sólo
actúa como un sistema molecular de defensa
contra virus, sino que podría llegar a tener apli-
caciones terapéuticas.
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La maquinaria de interferencia por ARN usa la información pre-
sente en la secuencia del ARN de doble cadena como guía para
degradar el ARN mensajero que comparta esa secuencia (figu-
ra 1). De esta manera, la interferencia por ARN es altamente es-
pecífica, ya que sólo afecta la expresión de los genes que tengan
una secuencia idéntica al ARN de doble cadena que inició el
proceso. La presencia de moléculas de ARN de doble cadena es
percibida por la célula como un evento anormal, ya que usual-
mente no hay en las células este tipo de ARN. Aunque las tres
clases de ARN celulares más abundantes (ARN ribosomal, ARN

de transferencia y ARN mensajero) forman estructuras secunda-
rias en las que existen regiones de doble cadena, estas regiones
son ignoradas por la maquinaria de silenciamiento celular. En

encuentre en diversos organismos eucariontes,
desde protistas y hongos, hasta plantas, inver-
tebrados y mamíferos, indica que es un meca-
nismo ancestral conservado evolutivamente, el
cual estaba ya presente en los organismos uni-
celulares que los precedieron hace aproxima-
damente mil 500 millones de años.

EL ARN DE DOBLE CADENA 

ES EL ARN INTERFERENTE

La interferencia por ARN es un proceso induci-
do por la presencia de ARN de doble cadena.

Señales y defensa en plantas

Figura 1. Modelo general de la interferencia por ARN en organismos eucariontes. El “gatillo” principal que dispara la interferencia por ARN es el
ARN de doble cadena, el cual es reconocido y segmentado a ARN interferentes pequeños por la ARNasa Dicer. Los ARN interferentes pequeños se in-
corporan al complejo silenciador y se separan sus dos hebras por medio de una actividad de helicasa. El complejo silenciador reconoce al ARN

mensajero blanco y pueden suceder dos eventos. En el primero, el complejo silenciador reconoce al ARN mensajero tomando como guía a la ca-
dena negativa del ARN interferentes pequeños (en rojo) y el ARN mensajero se corta por la mitad de la doble cadena de ARN interferentes peque-
ño-ARN mensajero. El ARN cortado es degradado completamente por una actividad de exonucleasa. En el segundo caso la hebra antisentido (en ro-
jo) puede servir como iniciador para la síntesis de la cadena complementaria por una ARN-polimerasa dependiente de ARN, lo que genera un nuevo
ARN de doble cadena, el que se convierte en ARN interferentes pequeños secundarios. Los ARN interferentes pequeños secundarios entran nueva-
mente en la ruta interferencia por ARN amplificando la señal interferente. En ambos casos se inactiva el ARN mensajero evitando su traducción. Se
señalan las actividades enzimáticas del complejo silenciador RISC en cada paso.
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En el segundo camino posible, el ARN blan-
co apareado con la hebra complementaria del
ARN interferente pequeño sufre un corte apro-
ximadamente a la mitad del dúplex formado
por el ARN blanco y el ARN interferente peque-
ño, el cual es aparentemente generado por una
endorribonucleasa diferente a Dicer. El ARN

cortado puede ser entonces degradado por com-
pleto por exorribonucleasas a fin de que el ARN

mensajero no pueda ser traducido.
Por lo expuesto anteriormente se infiere

que este proceso impide que un ARN poten-
cialmente nocivo para la célula, o que requie-
re mantenerse regulado a niveles bajos (ver
ejemplos más adelante), se replique o perma-
nezca demasiado tiempo activo en la célula, y
por lo tanto lo degrada; esto evita también que
tal ARN se disemine hacia otras células del or-
ganismo. Por otro lado, la amplificación del
ARN blanco por medio del efecto transitivo de
la interferencia por ARN genera una mayor con-
centración de nuevos complejos silenciadores
que ahora reconocen y degradan al ARN blanco
en otras regiones del mismo, lo que aumenta la
potencia de la interferencia por ARN sobre un
ARN mensajero determinado.

todos los organismos donde se ha descrito la interferencia por
ARN, el ARN de doble cadena representa la única llave de acce-
so hacia la respuesta interferente.

¿CÓMO FUNCIONA LA INTERFERENCIA POR ARN?

El proceso de interferencia por ARN se inicia cuando una ribo-
nucleasa (ARNasa; enzima que degrada ARN) de tipo III, llama-
da “Dicer”, convierte al ARN de doble cadena en fragmentos de
21 a 26 pares de bases con dos nucleótidos sobresalientes en ca-
da uno de los extremos 3’ (figura 1), los cuales se conocen como
ARN interferentes pequeños. Los ARN interferentes pequeños
así generados son incorporados en un complejo proteico cono-
cido como complejo silenciador inducido por ARN (en inglés
RISC, ARN-induced silencing complex), en el que se piensa son con-
vertidos a ARN de cadena sencilla por acción de otra enzima,
una helicasa. El segundo paso es el reconocimiento del ARN men-
sajero blanco (de cadena sencilla) por la cadena complementa-
ria del ARN interferente pequeño asociada al complejo silencia-
dor (RISC), la cual sirve como guía para establecer interacciones
tipo Watson-Crick con el ARN mensajero. Este proceso de re-
conocimiento es dependiente de energía en forma de trifosfato
de adenosina (ATP; figura 1).

El ARN mensajero blanco apareado con el ARN interferente
pequeño puede seguir dos caminos. En uno, el ARN mensajero
se usa como molde para amplificar la señal interferente al ser
convertido en ARN de doble cadena por una ARN polimerasa
dependiente de ARN, la cual usa al ARN interferente pequeño
“primario” como iniciador para sintetizar la cadena complemen-
taria, y así generar nuevamente un ARN de doble cadena de ma-
yor tamaño. Este ARN de doble cadena es degradado nueva-
mente por la enzima Dicer, generando así ARN interferentes
pequeños “secundarios”, y amplificándose el fenómeno de inter-
ferencia, lo que aumenta la efectividad del sistema. Los ARN in-
terferentes pequeños secundarios pueden reconocer al ARN men-
sajero en diferentes posiciones (hacia el extremo 5’ ó 3’ del ARN

mensajero en relación con la secuencia reconocida por el ARN in-
terferente pequeño primario), fenómeno que se conoce como
“interferencia por ARN de carácter transitivo”. El término “tran-
sitivo” se refiere al movimiento de la señal de silenciamiento a
lo largo de un gen particular, que en las plantas es en ambas di-
recciones (5’ y 3’, esto es, hacia el inicio y el final del ARN men-
sajero, respectivamente), mientras que en C. elegans es sólo en
la dirección 5’. Por otra parte, en Drosophila y en mamíferos no
parece suceder tal amplificación.

Interferencia por ARN
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en todo el individuo, y aún más, el estado de silenciamiento de
la expresión de un gen puede ser heredado a la siguiente gene-
ración del gusano (este fenómeno se ha mostrado para numero-
sos genes). El mecanismo a través del cual se hereda el estado
de silenciamiento aún no se conoce.

Aunque la regulación de la expresión génica por la interfe-
rencia por ARN es principalmente a nivel post-transcripcional,
en las plantas parece también funcionar a nivel transcripcional.
El mecanismo de regulación transcripcional no está bien defi-
nido, aunque las evidencias sugieren que es a través de promo-
ver la metilación de los genes o promotores que comparten
identidad con el ARN de doble cadena que disparó la interferen-
cia por ARN, así como mediante la remodelación de la estructu-
ra de la cromatina. Esto último parece suceder también en la
mosca Drosophila.

Las plantas también tienen la capacidad de inhibir la expre-
sión de algunos transgenes (genes exógenos introducidos artifi-
cialmente y expresados abundantemente en las células de la
planta). Esta inhibición se logra al montar una respuesta inter-
ferente contra el ARN mensajero del transgen, y si éste tiene
identidad con ARN mensajeros propios, estos últimos también
se inhiben, dando origen al fenómeno que se conoce como
“co-supresión”. Este fenómeno se describió inicialmente en
plantas de petunia en 1990, cuando al introducirles transgenes
que codificaban una enzima que debiera dar una mayor pig-
mentación a los pétalos, el resultado fue el opuesto: pétalos
blancos o “manchados” de blanco. Esta observación sorpren-
dente sugirió no sólo que el gen introducido estaba inactivo,
sino también que este elemento genético exógeno afectó la
expresión del gen endógeno. Se ha propuesto que las ARN po-
limerasas dependientes de ARN celulares son los sensores que

detectan ARN mensajeros derivados de transgenes, los
cuales son reconocidos como aberrantes (por caracte-
rísticas aún no definidas, aunque en parte se cree que
es por su gran abundancia). Para funcionar como sen-
sores de ARN aberrantes, las ARN polimerasas depen-
dientes de ARN deben ser enzimas con baja afinidad y
modesta capacidad de elongación, lo que permitiría ig-
norar a los ARN celulares “sanos”.

Muchos de los elementos de la maquinaria enzimá-
tica involucrada en el fenómeno de interferencia por
ARN parecen estar conservados en los diversos organis-

mos en los cuales se ha caracterizado este sistema. Aunque
sólo algunos de ellos han empezado a describirse, el análisis ge-
nético de mutantes de C. elegans y de la planta Arabidopsis de-

LA INTERFERENCIA POR ARN

EN EL GUSANO C. ELEGANS

Y EN PLANTAS

En estos organismos, además de amplificarse la
señal interferente como se describió anterior-
mente, ésta se disemina de manera sistémica
(esto es, a todo el organismo) o a otras partes
del mismo, de manera que la inoculación con
un virus en una región delimitada de una ho-
ja confiere inmunidad a las células circundan-
tes. Experimentos con injertos han mostrado
que esta inmunidad viaja más de 30 centíme-
tros en el tejido del tallo. El caso de C. elegans
es aún más notable, ya que la inyección de
ARN de doble cadena en alguna región del ani-
mal puede afectar la expresión del gen blanco

Señales y defensa en plantas
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virus vaccinia y los reovirus producen también
proteínas que bloquean la interferencia por
ARN.

Estas observaciones sugieren que el meca-
nismo de interferencia por ARN seguramente
sirvió como sistema de defensa efectivo con-
tra los primeros patógenos, lo que justificaría
su conservación a través de la evolución aún
cuando aparecieron otros mecanismos de de-
fensa ligados al aumento en la complejidad 
de los organismos vivos, como los anticuerpos
y el interferón, en los vertebrados. Sin duda es
interesante que este mecanismo ancestral esté
todavía presente en muchos organismos ac-
tuales, en los cuales aparentemente continúa
jugando un papel importante en el control de
moléculas de ARN que son percibidas como
extrañas.

ficientes en interferencia por ARN sugieren que podrían estar
involucrados varias decenas de genes. A continuación revisare-
mos algunas condiciones que activan la respuesta de interferen-
cia por ARN.

INFECCIONES VIRALES

El genoma de la gran mayoría de los virus que se conocen en la
actualidad está formado por ARN (lo cual es particularmente
cierto para los virus de plantas). El genoma de estos virus pue-
de ser de ARN de cadena sencilla (más del 90 por ciento en el
caso de los virus de plantas) o de doble cadena. En los virus de
ARN de cadena sencilla, el genoma es replicado a través de in-
termediarios de ARN de doble cadena, los cuales pueden activar
directamente la vía interferente. Debido a la capacidad poten-
cial de este tipo de virus para activar la interferencia por ARN,
una infección viral se puede ver entonces como una carrera en-
tre la maquinaria de silenciamiento celular y la replicación del
virus.

La evidencia más clara de la función de la interferencia por
ARN como un sistema de defensa antiviral se deriva de estudios
genéticos en plantas. Las plantas mutantes que son incapaces
de montar una respuesta de interferencia por ARN son más sus-
ceptibles a infecciones virales; por ejemplo, mutantes de la
planta Arabidopsis thaliana que son deficientes en la ARN poli-
merasa dependiente de ARN, que es uno de los componentes de
la vía de interferencia por ARN (figura 1), son extremadamen-
te sensibles a la infección por el virus del mosaico del pepino.
Otra de las evidencias en favor del papel de la interferencia por
ARN como sistema de defensa contra virus se basa en el hecho
de que muchos de los virus de plantas activan eficientemente
la vía de interferencia por ARN, y a la vez algunos de ellos, co-
mo el virus del mosaico del pepino y los virus X y Y de la papa,
producen proteínas de contradefensa contra esta vía, que son
capaces de bloquear el silenciamiento, y que por lo tanto jue-
gan un papel esencial en la patogénesis viral. Esto mismo se ha
observado en virus de insectos, como el virus de la mosca de la
fruta (Drosophila melanogaster), que también produce una pro-
teína que bloquea la respuesta de interferencia por ARN en cé-
lulas en cultivo y que es esencial para la replicación del virus
en estas células. Esto apoya la hipótesis de que la interferencia
por ARN también funciona como un sistema de defensa antivi-
ral en células animales. Sin embargo, aunque no se conoce la
relevancia que este tipo de defensa pudiera tener en los mamí-
feros, recientemente se describió que el virus de la influenza, el

Interferencia por ARN
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interferencia por ARN es capaz de regular la actividad de los
transposones es que en diversos organismos, incluyendo plan-
tas, gusanos, hongos y algas, se ha encontrado que la transposi-
ción se incrementa en mutantes deficientes en el sistema de in-
terferencia (esto es, cuando se pierde la función de un gen que
forma parte de la ruta de interferencia por ARN). Queda aún por
determinarse si esta función es operativa en mamíferos, y en
particular en humanos, donde la secuencia completa del geno-
ma reveló que tenemos un 45 por ciento de secuencias rema-
nentes de invasiones ancestrales con elementos tipo transpo-
són o retrovirus, muchos de los cuales podrían estar todavía
activos. Debido a la capacidad para reprimir la proliferación de
elementos móviles, al sistema de interferencia por ARN se le ha
considerado “el sistema inmunitario del genoma”.

ARN ENDÓGENOS

Además de proteger contra virus y transposones, algunos ele-
mentos del sistema de interferencia por ARN parecen estar in-
volucrados en la regulación de la expresión de genes celulares,
particularmente de aquellos que participan en el desarrollo y la
diferenciación de los organismos. Los primeros indicios de esto
fueron resultado del análisis de mutantes de la planta Arabidop-
sis y de la mosca de la fruta Drosophila, que mostraban deficien-
cias en alguno de los componentes del sistema de interferencia
por ARN. Estos organismos mutantes presentaron diversos pro-
blemas en su desarrollo temprano. La evidencia más sólida se
ha obtenido en mutantes de C. elegans, donde se han alterado
más de uno de los elementos del sistema, generándose en cada
caso problemas en el desarrollo del gusano.

El análisis de estos mutantes reveló la existencia de una
nueva clase de reguladores negativos de la expresión génica. Es-
tos reguladores, que inicialmente fueron llamados ARN tempo-
rales pequeños y en la actualidad se conocen de forma genérica
como micro-ARNs (por ejemplo, let-7 y lin-4 en C. elegans), se
transcriben como precursores de 60 a 70 bases y forman una es-

tructura de tallo y asa (figura 2) que es procesada
por la maquinaria de interferencia por ARN

para dar un ARN de doble cadena,
que es la forma activa del micro-
ARN. El mecanismo de regula-
ción mediada por micro-ARNs
usa algunos de los componentes

de la maquinaria de interferencia
por ARN, y resulta en la inhibición de

TRANSPOSONES

Otra función atribuida a la interferencia por
ARN es la de cuidar la integridad del genoma
de posibles agentes que lo puedan alterar, co-
mo pueden ser los transposones. Una fracción
importante de los genomas complejos está for-
mada por elementos repetitivos, los cuales in-
cluyen copias numerosas de transposones tanto
defectuosos como activos. Los transposones son
secuencias de ADN que tienen la capacidad de
moverse de un lugar a otro dentro del genoma,
con la potencialidad de alterar la función y es-
tructura de los genes y acelerar así la evolu-
ción del organismo. Sin embargo, tienen tam-
bién claramente la posibilidad de actuar como
agentes mutagénicos con resultados adversos
para el genoma, por lo cual es necesario man-
tener regulada su actividad. Una clase de estos
elementos móviles, conocidos como retrotrans-
posones, se amplifican dentro del genoma a
través de un intermediario de ARN que tiene la
posibilidad de formar ARN de doble cadena, 
y por lo tanto la capacidad de activar la inter-
ferencia por ARN.

Los retrotransposones son abundantes en
eucariontes. En el maíz, por ejemplo, represen-
tan aproximadamente el 70 por ciento del ADN

nuclear. La prueba más convincente de que la

Señales y defensa en plantas
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la síntesis de proteínas. Sin embargo,
esta inhibición se da a través de un
mecanismo diferente al de la degra-
dación del ARN mensajero inducida
por la interferencia por ARN. El mi-
cro-ARN de doble cadena, previa se-
paración de sus hebras, se une al ARN

mensajero blanco como parte de un
complejo proteico que inhibe la tra-
ducción sin degradar el ARN mensa-
jero. A diferencia del ARN de doble
cadena que activa la interferencia
por ARN e induce la degradación del
ARN mensajero, la secuencia de los micro-ARNs no es idéntica
a la del ARN mensajero blanco (figura 2).

Hasta ahora let-7 y lin-4 son los únicos dos micro-ARNs para
los cuales se ha demostrado una función regulatoria. Sin embar-
go, éstos forman parte de una familia creciente. Se han identi-
ficado hasta ahora más de 150 micro-ARNs en Drosophila, C.
elegans, mamíferos y más recientemente en plantas, y aunque se
desconoce su función, su abundancia sugiere que cuando me-
nos algunos de ellos tendrán también un papel regulatorio. En
este sentido, en la mosca Drosophila melanogaster se han repor-
tado micro-ARNs que son parcialmente complementarios a dos
secuencias (conocidas como cajas K y Brd) que están involu-
cradas en la regulación post-transcripcional de muchos ARN

mensajeros.
Los micro-ARNs y ARN interferentes pequeños, como parte

integral de su respectivo complejo de silenciamiento, inhiben la
traducción del ARN mensajero blanco, pero mientras los ARN in-
terferentes pequeños degradan al ARN mensajero, los micro-ARNs
sólo lo secuestran temporalmente. Para ser efectivos, los ARN in-
terferentes pequeños deben tener una secuencia cien por ciento
complementaria al ARN mensajero blanco, lo cual no es un re-
querimiento para los micro-ARNs, ya que éstos se unen a su blan-
co con algunas imperfecciones, lo cual aparentemente es el sello
distintivo de estas moléculas reguladoras (figura 2).

DESARROLLO DEL SISTEMA 

DE INTERFERENCIA POR ARN

COMO HERRAMIENTA METODOLÓGICA

Dado que el fenómeno de interferencia por ARN resulta en el si-
lenciamiento eficiente y específico de la expresión de un gen
dado, recientemente se ha implementado su uso en una amplia

Interferencia por ARN

Figura 2. La interferencia por ARN efectuada por los ARN

temporales pequeños. Se ejemplifica la inactivación del
ARN mensajero del gen lin-41 por el micro-ARN let-7 (stRNA

LET-7 en la figura) en C. Elegan s. El ARN del gen let-7
se transcribe como un precursor de 70 nucleótidos por
una ARN-polimerasa no identificada. En el citoplasma,
Dicer procesa a let-7 generando el ARN de doble cadena
funcional que se incorpora al complejo silenciador. La
cadena positiva (en rojo) sirve de guía para reconocer
a su blanco ARN mensajero-lin14, con el cual forma un
híbrido. El ARN mensajero no se corta ni se degrada, sólo
se impide la traducción, por un mecanismo no conocido.
Se señalan (en amarillo) las zonas no apareadas entre 
el micro-ARN y el ARN mensajero blanco, en el complejo
let-7-lin14, lo que se cree que hace la diferencia con
respecto a la interferencia por ARN degradativa dispara-
da por ARN de doble cadena.
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este organismo, habiéndose podido determinar la función de
un gran número de genes para los cuales no se conocía.

Con base en la secuencia de ADN de un gen (lo cual en esta
era acelerada de secuenciación de genomas completos parecie-
ra no ser ya una limitante), se puede sintetizar un ARN de doble
cadena que bloquee de manera potente y específica la expre-
sión del gen. Esto ofrece una alternativa rápida a la laboriosa
generación de organismos “knockout”, los cuales son manipula-
dos genéticamente para que pierdan el gen de interés. Por ejem-
plo, en C. elegans, los ARN de doble cadena se pueden intro-
ducir por diferentes métodos, incluyendo la microinyección, la
suplementación del alimento del gusano con ARN de doble ca-
dena desnudo, o con bacterias que expresan el ARN de doble 
cadena, o simplemente sumergiendo al nemátodo en una solu-
ción de ARN de doble cadena.

Esta tecnología no pudo aplicarse a animales vertebrados
por largo tiempo, debido a que en las células de estos organis-
mos existen otros sistemas (inducibles por interferón) que res-
ponden a la presencia de ARN de doble cadena provocando 
la muerte de las células a través de un mecanismo conocido 
como apoptosis. En células de vertebrados, el ARN de doble ca-
dena causa la inhibición generalizada de la síntesis de proteí-
nas, y eventualmente la apoptosis, a través de dos vías. En la
primera, el ARN de doble cadena activa una proteína cinasa,
llamada PKR, y la PKR activada, a su vez, fosforila e inactiva el
factor de inicio de la traducción eIF2a, lo que lleva a la repre-
sión total de la síntesis de proteínas. En la segunda vía, el ARN

de doble cadena activa indirectamente a una ribonucleasa, la
ARNasa L, la cual degrada todos los ARN mensajeros celulares de
manera no específica. Sin embargo, en el 2001 se describió que
fragmentos sintéticos de ARN de doble cadena de 21 a 23 pares
de bases, equivalentes a los ARN interferentes pequeños que se
generan in vivo por la enzima Dicer, son capaces de estimular el
sistema de interferencia por ARN sin despertar la respuesta ce-
lular inespecífica mediada por las enzimas PKR y ARNasa L, la
cual para su inducción requiere de moléculas de ARN de doble
cadena de más de 30 pares de bases. Dado que los ARN interfe-
rentes pequeños pueden ser sintetizados químicamente y eva-
luados con rapidez, la observación anterior ha abierto la posibi-
lidad de realizar estudios, que empiezan a ser numerosos, para
determinar la función de genes en células de vertebrados, par-
ticularmente en mamíferos. Sin lugar a dudas, esta metodología
tendrá un impacto tan revolucionario en el estudio de la fun-
ción de los genes de un organismo como la técnica de ampli-
ficación de ácidos nucléicos, conocida como reacción en ca-

variedad de organismos para alterar la expre-
sión de genes de interés, y definir así su función.
Este sistema ha sido aplicado con particular
éxito en C. elegans, Drosophila y en plantas. Por
ejemplo, en el caso de C. elegans, la evaluación
por interferencia por ARN de la función de ge-
nes individuales se ha extendido al análisis de
casi el total de los 19 mil genes predichos para
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dena de la polimerasa, o como las
herramientas de transgénesis, utiliza-
das para la generación de organismos
modificados genéticamente.

Actualmente, el método más usa-
do para suprimir la expresión de un
gen por la interferencia por ARN en
células en cultivo consiste en intro-
ducir los ARN interferentes pequeños
a las células mediante la ayuda de li-
posomas (vesículas de lípidos que se
fusionan con la membrana celular).
Este método, sin embargo, tiene va-
rias desventajas, incluyendo el he-
cho de que la eficiencia de lipofec-
ción, es decir, el número de células a
las que se les puede introducir el ARN

interferente pequeños, es relativamen-
te bajo y variable. La otra desventaja de esta metodología es que
los ARN interferentes pequeños sintéticos tienen un efecto tran-
sitorio (de tan sólo algunos días) en el interior de la célula. Esto,
aunado al hecho de que aparentemente los mamíferos carecen
de mecanismos de amplificación del silenciamiento, ha motiva-
do la búsqueda de alternativas para potenciar o prolongar el
efecto interferente de los ARN interferentes pequeños, algunas
de las cuales se describen a continuación.

Varios grupos de investigación se han dado a la tarea de de-
sarrollar vectores de expresión para células de mamífero que
produzcan cantidades elevadas y constantes de ARN interferen-
tes pequeños intracelularmente, con el fin de mantener activa
la respuesta de interferencia por ARN. Así se puede inhibir de
manera estable la expresión de genes celulares. La estructura 
de los precursores de los micro-ARNs sirvió de base para diseñar
los llamados ARNs pequeños en horquilla, que se transcriben a
partir de los vectores de expresión, los cuales tienen estructuras
de tallo y asa que son reconocidos y procesados por la enzima
Dicer, para dar lugar a ARN interferentes pequeños que inducen
la degradación del ARN mensajero blanco (figura 3). Para con-
trolar el tamaño de los ARNs pequeños en horquilla, éstos se
transcriben a partir de promotores celulares reconocidos por la
ARN polimerasa III, que sintetiza ARNs pequeños e inicia y ter-
mina la transcripción en sitios bien definidos. De esta manera
se ha podido silenciar de manera potente y estable la expresión
de genes en células de mamífero en cultivo, de manera similar a
como se había logrado previamente en organismos invertebrados,
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Figura 3. La ruta de interferencia por ARN en células de
los mamíferos. Sólo los ARN interferentes pequeños pue-
den activar la interferencia por ARN en estos organismos
sin despertar respuestas celulares inespecíficas hacia
ARN de doble cadena. Estos ARN interferentes pequeños
pueden ser sintéticos y ser administrados por medio de
liposomas o ser generados a partir de ARNs pequeños en
horquilla (shRNA en la figura). Los ARNs pequeños en hor-
quilla pueden ser también sintéticos o ser transcritos a
partir de vectores de expresión que procesa intracelu-
larmente la ARNasa Dicer. Cada ARN interferentes peque-
ños se incorpora a un complejo silenciador, que a su vez
puede reconocer un ARN mensajero blanco tomando como
guía a la cadena negativa (en rojo) del ARN interferente
pequeño. El ARN mensajero es cortado y degradado en su
totalidad para evitar su traducción. Los ARNs pequeños
en horquilla se basan en la estructura de los micro-ARNs
(figura 2), pero a diferencia de éstos, los ARNs peque-
ños en horquilla sí degradan al ARN mensajero blanco.
Los ARNs pequeños en horquilla se transcriben a partir
de promotores reconocidos por la ARN-polimerasa III
que inicia y termina la trascripción de ARNs cortos en si-
tios bien definidos.
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gen, que se ha utilizado durante largo tiempo, es anular la fun-
ción del gen de interés y observar el resultado de esta manipu-
lación. Es claro que la interferencia por ARN está evolucionan-
do como una herramienta extremadamente poderosa para este
fin. Así, se están realizando esfuerzos para analizar el genoma
completo de C. elegans, evaluando las consecuencias de inhibir
uno por uno todos sus genes. Enfoques similares se están llevan-
do a cabo en otros organismos, incluyendo plantas, y en un es-
fuerzo realizado por un grupo de laboratorios se está llevando a
cabo la inhibición individual de la expresión de cada gen del
genoma humano, utilizando como sistema de análisis células en
cultivo y ARNs pequeños en horquilla, lo cual permitirá tamiza-
jes genéticos de pérdida de función a gran escala, así como la
evaluación rápida de las interacciones genéticas que ocurren en
células de mamífero. Los resultados parciales de este esfuerzo
acaban de ser publicados recientemente en la revista Nature.

Dada la posibilidad de inhibir de manera eficiente la expre-
sión de un gen a través de interferencia por ARN, se ha propues-
to también que este sistema pudiese tener aplicaciones terapéu-
ticas, al inhibir la producción de proteínas involucradas en el
establecimiento o progresión de una enfermedad (por ejemplo
proteínas responsables de la interacción huésped-parásito, o in-
volucradas en la replicación del patógeno, en oncogénesis o en
toxicidad celular). El efecto antiviral específico de este sistema
ya ha sido demostrado en células en cultivo para el virus sinci-
cial respiratorio, el poliovirus y el virus de la inmunodeficiencia
humana. Asimismo, se demostró la efectividad de la interferen-
cia por ARN para inhibir la replicación de los rotavirus, agentes
causantes de gastroenteritis infantiles, para los cuales este siste-
ma ofrece la oportunidad de desarrollar un método para realizar
genética reversa (substitución de una proteína en las partículas
virales por otra equivalente, que porte mutaciones dirigidas en
sitios de interés que permitan evaluar la función de la proteí-
na), objetivo que ha evadido el esfuerzo de los investigadores
en el campo por largo tiempo (figura 4). Estos primeros resul-
tados antivirales de la interferencia por ARN sugieren que la in-
hibición de la expresión genética por ARN interferentes peque-
ños será un enfoque terapéutico novedoso para enfermedades
infecciosas, una vez que puedan desarrollarse métodos eficien-
tes para administrar los ARN interferentes pequeños a organis-
mos completos.

Mientras esto se logra, el tratamiento ex vivo con vectores
que expresen establemente ARN interferentes pequeños pudie-
se ser aplicado para combatir enfermedades virales crónicas tan
importantes como el sida. En este caso se pudieran extraer cé-

incluyendo C. elegans, Drosophila y otros in-
sectos, así como en protozoarios.

PERSPECTIVAS

El conocimiento de la secuencia de genomas
completos de diversos organismos, y en particu-
lar la del genoma humano, es de suma impor-
tancia. Sin embargo, es todavía mucho más lo
que nos resta por aprender en relación al fun-
cionamiento de cada uno de los genes de este
patrimonio hereditario, así como de las inte-
racciones que existen entre ellos.

Sin lugar a dudas, uno de los métodos más
informativos para determinar la función de un
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lulas de la médula ósea de una perso-
na infectada y tratarlas con ARN in-
terferentes pequeños dirigidos contra
el genoma viral o contra un receptor
celular necesario para la infección
(por ejemplo, CCR5) para después
ser reimplantadas, y dar origen a cé-
lulas ahora resistentes a la infección
por el virus de la inmunodeficiencia
humana.

La expresión de ARNs pequeños en
horquilla a partir de vectores virales
que se están evaluando actualmente
para la administración de genes en
protocolos de terapia génica, como
son los adenovirus, los virus adeno-
asociados o los retrovirus, entre otros,
ofrece una vía importante para silen-
ciar genes específicos in vivo. Se ha reportado ya el uso de re-
trovirus como vectores de expresión para ARNs pequeños en
horquilla, que han inhibido de manera eficiente la expresión
de genes endógenos de la célula. Además de esto, y yendo más
lejos, los primeros estudios de este tipo han demostrado que la
inoculación por vía sanguínea de adenovirus recombinantes
que expresan un ARN pequeño en horquilla específico para el
ARN mensajero de la enzima beta-glucuronidasa, disminuyeron
los niveles de esta enzima en el hígado del animal, la cual se ex-
presa abundantemente en este órgano. Igualmente la adminis-
tración intracraneal en un ratón transgénico que expresa la
proteína verde fluorescente con un adenovirus que codifica un
ARNs pequeño en horquilla homólogo al ARN mensajero de la
proteína verde fluorescente hizo que disminuyera la expresión
de esta proteína.

Una aplicación terapéutica importante de la interferencia
por ARN sería reducir la expresión de productos génicos tóxicos
que están asociados a enfermedades hereditarias dominantes,
tales como algunos desórdenes neurodegenerativos. Por ejem-
plo, las repeticiones largas del aminoácido glutamina en algu-
nas proteínas causa que éstas se agreguen, causando varios tipos
de enfermedades neurodegenerativas. Un estudio reciente de-
mostró que la utilización de adenovirus recombinantes que ex-
presan ARNs pequeños en horquilla homólogos a ARN mensaje-
ros que codifican a estas proteínas puede reducir su contenido
en células neuronales crecidas in vitro, con la correspondiente
disminución en la cantidad de proteína agregada.
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Figura 4. La interferencia por ARN en el estudio de la
función de los genes de rotavirus. La cepa A de rotavi-
rus, compuesta por tres capas de proteínas (espículas
en rojo) ingresa a una célula, proceso durante el cual
pierde la capa más externa (paso 1). En el citoplasma
celular el virus con doble capa protéica transcribe sus
genes a ARN mensajeros, los cuales codifican las proteí-
nas virales, incluida VP4, proteína que forma las espícu-
las del virus (paso 2). La lipofección de la célula con ARN

interferentes pequeños que degradan específicamente
al ARN mensajero de VP4 (espículas en rojo) y evita la
síntesis de esta proteína de manera selectiva (paso 3).
Se ensamblan partículas de rotavirus con tres capas, pe-
ro sin espículas (paso 4). La introducción a la célula de
un vector de expresión que dirija la síntesis de VP4 de
una cepa diferente a la cepa A (cepa B, espículas en
verde) (paso 5), la cual no es afectada por la interfe-
rencia por ARN, propiciará que nuevamente se ensamblen
virus completos (paso 6), en un proceso denominado
“rescate fenotípico”. Esto último permitirá realizar mu-
taciones en la proteína VP4 y observar el efecto sobre
el comportamiento de esos nuevos virus.
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Aunque la utilización de la interferencia
por ARN para tratar enfermedades que se ca-
racterizan por la expresión inadecuada de pro-
teínas mutantes o silvestres queda todavía por
demostrarse, no hay duda de que esta tecnolo-
gía ofrece, cuando menos en principio, revolu-
cionar la forma como se lleva a cabo la inves-
tigación en la era post-genómica.
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