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El mecanismo de interferencia de RNA ha sido descripto en numerosos
organismos.

Su mecanismo conocido como PTGS (Post Transcriptional GeneSu mecanismo, conocido como PTGS (Post-Transcriptional Gene
Silencing) o Knock down génico involucra la existencia de un dsRNA
pequeño y la participación de varias enzimas intracelulares.

Su papel en los organismos es central, tanto para la regulación de la
expresión génica, como para proteger a la célula de infecciones
virales.

Ante este panorama, se han desarrollado estrategias experimentales
para aprovechar el mecanismo de interferencia en biología molecular
básica y aplicada.
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El aprovechamiento del mecanismo de interferencia de RNA o iRNA se
basa en la introducción dentro de la célula de sdsRNA (small dsRNAs)
o de la síntesis endógena de shRNA (short hairpin RNAs).

Los sdsRNAs son sintéticos mientras que los shRNAs son derivados de
la expresión de genes construidos ad hoc.

Tanto en biología básica como aplicada, la utilización de iRNA pretende
evitar la traducción de un mRNA con el fin de responder preguntas
científicas o de constituir una terapia.

En cualquiera de los dos casos, es necesario diseñar adecuados
sdsRNAs o shRNAs y evaluar los procedimientos de su
vehiculización dentro de las células diana.
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Biología básica Biología aplicadaBiología básica Biología aplicada

Knock down génico en modelos
celulares o de organismos para
estudiar funciones celulares y

Diseño de terapias basadas en RNAi
para el control de enfermedades tales
como:estudiar funciones celulares y

orgánicas.
como:

Diferentes tipos de cáncer,
Diversas patologías genéticas,p g g
Procesos anómalos del 
metabolismo,
Alergias y procesos inflamatorios,
Infecciones virales y de otrosInfecciones virales y de otros 
parásitos intracelulares.
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En cualquiera de las posibles utilizaciones del mecanismo del iRNA, es
i id l i i tnecesario considerar lo siguiente:

5´ 3´

3´ 5´
5´

3´

siRNA sintético shRNA de síntesis 
endógena

Sistema de delivery 
o vehiculización a la 
célula diana

Construcción genética



¿Cuáles son los ¿Cuáles son los 
requerimientos para larequerimientos para larequerimientos para la requerimientos para la 

síntesis de síntesis de siRNAsiRNA??

5´ 3´

siRNA sintético

3´ 5´
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Flujo de trabajo en la generación de siRNAsFlujo de trabajo en la generación de siRNAs

Diseño Síntesis
Información
gen diana

Diseño 
Oligonu-
cleótidos

Síntesis 
Oligonu-
cleótidos

siRNA
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Consideraciones en la síntesis de siRNAsConsideraciones en la síntesis de siRNAs

Las secuencias diana deberían estar a 50 100 pb downstream del ATGLas secuencias diana deberían estar a 50-100 pb downstream del ATG.

Secuencias muy adecuadas son AA(N19)TT o NA(N21), o NAR(N17)YNN,
donde N es cualquier nucleótido, R es uma purina (A,G) e Y es pirimidina
(C,U).

El contenido de GC de la secuencia blanco debería estar entre 35-60%.

Se deben evitar repeticiones de 4 o más nucleótidos.

Evitar secuencias de los UTRs, aunque pueden ser funcionales.

Evitar secuencias com alta homología a otros genes.
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Consideraciones en la síntesis de siRNAsConsideraciones en la síntesis de siRNAs

La fuente de la información es conveniente que sea secuenciaLa fuente de la información es conveniente que sea secuencia
transcriptómica, dado que así se tiene evidencia previa que la región elegida
sea transcripta.

Es conveniente diseñar varios siRNA distintos para el knock down de un
gen, dado que algunos pueden funcionar mejor que otros (en general, 4 siRNAs).

Los nucleótidos de los extremos (overhang) es conveniente que seanLos nucleótidos de los extremos (overhang) es conveniente que sean
dNTPs (reducen costos y son más resistentes a la acción de nucleasas).

También, es recomendable para dar mayor resistencia a las nucleasas que
los nucleótidos de los extremos estén modificados en sus grupos fosfato
(fosforotioatos).
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Consideraciones en la síntesis de siRNAsConsideraciones en la síntesis de siRNAs

Reynolds y colaboradores* definieron un score numérico para considerar enReynolds y colaboradores* definieron un score numérico para considerar en
el diseño de siRNA.

El valor umbral que debe dar el score es 6.q

Todos los que den un resultado mayor a 6 son considerados buenos
candidatos para siRNA.

Es recomendable también diseñar un siRNA control que no tenga
homología significativa con el genoma de la célula en estudio.

*Reynolds A, Leake D, Boese Q, Scaringe S, Marshall WS, Khvorova A. Rational siRNA design for RNA interference. Nat Biotechnol. 2004 Mar;22(3):326-30. 
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Criteria Description Score
Yes No

1 Moderate to low (30%‐52%) GC 
Content

1 point

2 At least 3 A/Us at positions 15‐19 
(sense)

1 point /per A or 
U

3 Lack of internal repeats 
(Tm*<20¡ãC)

1 point

4 A at position 19 (sense) 1 point

5 A at position 3 (sense) 1 point
6 U at position 10 (sense) 1 point

7 No G/C at position 19 (sense) ‐1 point

8 No G at position 13 (sense) ‐1 point

*Reynolds A, Leake D, Boese Q, Scaringe S, Marshall WS, Khvorova A. Rational siRNA design for RNA interference. Nat Biotechnol. 2004 Mar;22(3):326-30. 
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Ejemplo en el diseño de siRNA…
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Ejemplo en el diseño de siRNA…

dNTPs (más económicos y 
resistentes a nucleasas)
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Síntesis de oligonucleótidos para siRNA

Una vez diseñados los oligonucléotidos son sintetizados medianteUna vez diseñados, los oligonucléotidos son sintetizados mediante
procedimientos químicos tradicionales.

Cuando se disponen de los dos oligonucleótidos (sense y antisense), losp g ( y )
mismos deben ser mezclados en iguales cantidades moleculares en un
buffer adecuado (Acetato de potasio 100 mM; HEPES-KOH 30 mM a pH 7,4;
Acetato de Magnesio 2mM).

Se debe calentar 1 minuto a 90°C, y luego incubar 1 hora a 37°C.

Muchas empresas comercializan los siRNAs ya preparados, e incluso
ofrecen muchos siRNAs validados para numerosos genes de distintos
organismos.
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Una alternativa para la generación de siRNAs :

Sistema 
comercializado porcomercializado por 
Invitrogen



¿Cuáles son los ¿Cuáles son los 
requerimientos para la requerimientos para la 

generación de generación de shRNAsshRNAs a partir a partir 
de construcciones genéticas?de construcciones genéticas?

5´
3´

shRNA de síntesis 
endógena

Construcción genética
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Flujo de trabajo en la generación de shRNAsFlujo de trabajo en la generación de shRNAs

Diseño
Información
gen diana

Diseño 
gen para
shRNA

Clonado 
molecular
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Consideraciones en el diseño del gen para shRNA

Los shRNAs son transcriptos que serán generados dentro de la célula
diana.

Por ende, es necesario realizar una construcción genética que contenga un
gen adecuado que exprese el shRNA apropiado para el gen que se deseagen adecuado que exprese el shRNA apropiado para el gen que se desea
silenciar.

Esto requerirá de un clonado molecular completo en Escherichia coli,
i ié d t l fi d lá id tú d l t f d lrequiriéndose para tal fin de un plásmido que actúe de plataforma, y de la

constitución de un inserto que derive en la generación del shRNA.

Así, esta construcción genética contendrá un gen funcional en la célula, g g
diana donde se desea silenciar el gen, el cual debería generar un transcripto
que sea procesado por la maquinaria celular responsable de la interferencia
del RNA.
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Consideraciones en el diseño del gen para shRNA

El gen que se debe construir debe contener los componentes sintácticosEl gen que se debe construir debe contener los componentes sintácticos
adecuados para que sea funcional en la célula en estudio.

Así, pueden utilizarse promotores para RNA pol II (típicos de los genes de
miRNA), o promotores para RNA pol III.

Una ventaja de los segundos es que son muy fuertes y el producto de RNA
no posee el tag de poly A en el extremo 3´.no posee el tag de poly A en el extremo 3 .

En cualquier de los casos, la región transcribible debe generar un dsRNA.
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Ejemplo de un gen que genera un shRNA…
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Clonado molecular para shRNA

1) Objetivo: silenciar un gen en estudio1) Objetivo: silenciar un gen en estudio.
2) Diseño de la molécula.
3) Aislamiento de plásmido (MCS flanqueado por regiones adecuadas para la 

transcripción dentro de la célula en estudio).
4) Ai l i t d i t ( )4) Aislamiento de inserto (generación de sense/loop/antisense)
5) Apertura del plásmido.
6) Compatibilización de extremos.
7) Ligación de plásmido e inserto.7) Ligación de plásmido e inserto.
8) Transformación en Escherichia coli.
9) Selección de Bacterias transformantes.
10)Selección de Bacterias conteniendo la construcción genética de interés.
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Ejemplo de plásmido

Ambion®
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Ejemplo de plásmido

Ambion®
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L lá id hRNA tiRegión de clonado Los plásmidos para generar shRNA contienen 
la siguiente región de clonado:

MCS

Promotor Señal de terminación
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L t á l d l dPromotores Los promotores más empleados son los de 
RNA pol III y RNA pol II:
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L t j d l d l tPromotores Las ventajas del uso de los promotores para 
RNA pol III son:

Son promotores compactos y fuertes.

Producen en la célula sncRNAs

Tienen señales de terminación pequeñas (4-5 timidinas) dejando 
extremos 3´precisosextremos 3 precisos.

En general, los más utilizados son los promotores H1 y U6.
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P l ió d l i t iInsertos Para la generación del inserto, es necesario
considerar los mismos criterios que en el
diseño y síntesis de siRNA antes descriptos.

De este modo, una vez detectadas las regiones potenciales
para silenciar (de 2 a 4 por gen), deben diseñarse
oligonucleótidos de ssDNA que posean las siguientes
características:

Secuencia sentido Secuencia antisentido
loop

Terminador
RNA pol III

5´ 3´

3´ 5´

19 nt 19 nt
9 nt

RNA pol III

3 5

Sitio de ER Sitio de ER
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Otros ejemplos de insertos para vectores con promotores de RNA pol IIIOtros ejemplos de insertos para vectores con promotores de RNA pol III…
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Ejemplos de insertos para vectores con promotores de RNA pol IIEjemplos de insertos para vectores con promotores de RNA pol II…
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Construcción genética

Mecanismo de los shRNA

Silenciamiento
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Variantes del sistema para generación de shRNAsVariantes del sistema para generación de shRNAs

Expresión inducible de shRNAs

Expresión de múltiples shRNAs
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Expresión inducible de shRNAs

En estos sistemas, existe un elemento de secuencia que
controla la transcripción del gen que expresa los shRNA.

Uno de los sistemas más utilizados es el sistema inducible por
tetraciclina.

L i l di ió d l tibióti ( i li d i i li )La simple adición del antibiótico (tetraciclina o doxiciclina)
desbloquea el gen (Tet-On), mientras que su remoción lo
bloquea (Tet-Off).
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Expresión inducible de shRNAs

El sistema contiene un la secuencia operadora Tet downstream
al promotor (TetO).

También, contiene un gen que codifica una proteína
transactivadora (Tet repressor).

L í T t fi i T OLa proteína Tet repressor se une muy eficientemente a TetO,
evitando la transcripción.

La simple adición de tetraciclina o de doxiciclina forma unLa simple adición de tetraciclina o de doxiciclina forma un
complejo con la proteína represora, la cual deja de unirse a TetO.
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Expresión inducible de shRNAs
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Expresión de múltiples shRNAs

Es posible expresar varios shRNAs a partir de una única
construcción.

Esto se ha intentado construyendo varios genes en un mismo
plásmido.

A bié h li d d 1Aunque también se ha realizado generando 1 gen que expresa un
dsRNA grande.
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Expresión de múltiples shRNAs



¿Cuáles son los mecanismos ¿Cuáles son los mecanismos 
dede vehiculizaciónvehiculización másmásde de vehiculizaciónvehiculización más más 
utilizados para utilizados para siRNAsiRNA y y 

shRNAshRNA??
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Ya generados los siRNAs sintéticos o realizada la construcción
genética para la biogénesis de shRNA, es necesario utilizar un sistema
de delivery o vehiculización de los ácidos nucleicos en las células
deseadasdeseadas.

La aplicación de iRNA puede ser en cultivo celular o en organismos,
siendo en ambos casos diferente la aproximación.

Por otro lado, los siRNAs sintéticos siempre tendrán un efecto
transitorio, mientras que las construcciones para generar shRNA
pueden establecerse de manera definitivapueden establecerse de manera definitiva.
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Modelo celularsiRNA sintético

El procedimiento clásico es la transfección (lipofección,
electroporación, precipitación con fosfato de calcio).

En este diseño experimental, es importante contar con un control
negativo de siRNA.

También es importante poner a punto la transfección con un
plásmido control que exprese una proteína indicadora.

El áli i d l fi i i d l il i i t d b liEl análisis de la eficiencia del silenciamiento debe realizarse
mediante Northern Blot, RT-qPCR y/o Western Blot.
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OrganismosiRNA sintético

El uso de siRNAs sintéticos en organismos tiene aplicacionesg p
biomédicas.

En estos casos, es complejo direccionar el siRNA a las células
dianadiana.

Si bien se puede administrar siRNA desnudo, es conveniente armar
complejos que conduzcan a una mayor vida media y a una mejorp j q y y j
biodistribución.



iRNAsiRNAs en biologíaen biología
Delivery de siRNA y construcciones de shRNA

OrganismosiRNA sintético
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Miele E, Spinelli GP, Miele E, Enzo Di Fabrizio, Ferretti E, Tomao E, Gulino A. Nanoparticle-based delivery of small interfering RNA: challenges for 
cancer therapy. International Journal of Nanomedicine 2012:7 3637–3657
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Modelo celularPlásmido shRNA

El procedimiento clásico es la transfección (lipofección,
electroporación, precipitación con fosfato de calcio).

En este diseño experimental, es importante contar con un control
negativo de shRNA.

También es importante poner a punto la transfección con un
plásmido control que exprese una proteína indicadora.

El áli i d l fi i i d l il i i t d b liEl análisis de la eficiencia del silenciamiento debe realizarse
mediante Northern Blot, RT-qPCR y/o Western Blot.
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OrganismoGenes shRNA

El uso de genes que expresen shRNA en organismos requiere de la
vehiculización mediante sistemas virales o no viralesvehiculización mediante sistemas virales o no virales.

Los sistemas no virales son similares a los empleados para los
siRNAs sintéticos.

Los sistemas virales implican incorporar el gen en el genoma de un
virus, el cual en función de su tropismo transportará dicha secuencia
terapéutica a la célula diana.terapéutica a la célula diana.

Los virus más utilizados fueron retrovirus, adenovirus, adeno-
asociados, herpes virus.


