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ABSTRACT

RNAi (RNA interference) is a natural process by which eu-
karyotic cells silence gene expression through small interfer-
ence RNAs (siRNA) which are complementary to messenger
RNA (mRNA). In this process, the siRNA that are 21-25 nu-
cleotides long and are known as microRNA (miRNA), either
associate with the RNA-induced silencing complex (RISC),
which targets and cleaves the complementary mRNAs by the
endonucleolytic pathway, or repress the translation. It is also
possible to silence exogenous gene expression during viral in-
fections by using DNA templates to transcribe siRNA with
properties that are identical to those of bioactive microRNA.
Persistent human papillomavirus (HPV) infection is the main
etiological agent during cervical cancer development and the
HPV E6 and E7 oncogenes, which induce cellular transfor-
mation and immortalization, represent strategic targets to be
silenced with siRNA. In several in vitro and in vivo studies, it
has been demonstrated that the introduction of siRNA direct-
ed against the E6 and E7 oncogenes in human tumoral cervi-
cal cells transformed by HPV, leads to the efficient silencing
of HPV E6 and E7 oncogene expression, which induces the
accumulation of the products of the p53 and pRb tumor sup-
pressor genes and activates the mechanism of programmed
cell death by apoptosis; thus, the progression of the tumoral
growth process may be prevented. The goal of this review is to
analyze the microRNA biogenesis process in the silencing of
gene expression and to discuss the different protocols for the
use of siRNA as a potential gene therapy strategy for
the treatment of cervical cancer.
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RESUMEN

El mecanismo de RNA de interferencia (RNAI) es un proceso
natural por el cual las células de eucariontes silencian la ex-
presion de genes, a través de la generacion de RNA pequefios
de interferencia (siRNA) de secuencia complementaria con el
RNA mensajero (MRNA). En este proceso, los siRNA de 21-25
nucleétidos de longitud, conocidos como MicroRNA, se aso-
cian con el complejo de silenciamiento inducido por RNAI
(RISC), el cual sefializa y degrada los mRNA complementarios
por rompimiento endonucleolitico, o bien, reprimen la traduc-
cion del transcrito. Adicionalmente, es posible usar secuencias
de DNA para transcribir siRNA con caracteristicas idénticas a
los MicroRNA bioactivos, para silenciar la expresion de genes
exogenos durante las infecciones virales. La infeccidn persis-
tente por el virus de papiloma humano (HPV) es el principal
agente etiologico asociado al desarrollo del cancer cervical y
los oncogenes E6 y E7 de HPV, que estan involucrados en la
transformaciéon e inmortalizacion celular, representan blan-
cos estratégicos para silenciar su expresion por siRNA. En va-
rios estudios in vitro e in vivo se ha demostrado que al
introducir siRNA dirigidos contra los oncogenes E6 y E7 en
células cervicales tumorales humanas transformadas por
HPV, se genera el silenciamiento eficiente de los oncogenes E6
y E7, lo cual induce la acumulacion de los productos de los ge-
nes supresores de tumores p53 y pRb, se activa la muerte ce-
lular por apoptosis, y se puede evitar la progresion del proceso
tumoral. Por lo tanto, el propésito de la presente revision es
analizar el proceso de biogénesis de los MicroRNA en el meca-
nismo del silenciamiento de la expresion de genes, y discutir
los protocolos con el uso de siRNA como una potencial estra-
tegia de terapia génica para el tratamiento del cancer cervical.

Palabras clave. Cancer cervical. HPV. MicroRNA. Oncoge-
nes E6 y E7. RNAI, siRNA.
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INTRODUCCION

El mecanismo de RNAi fue observado inicialmen-
te en plantas en donde fue Illamado co-supresion y
después reconocido como una forma de silenciamien-
to de genes dependiente de la complementariedad
de secuencias nucleotidicas con los transcritos de
MRNA.! Posteriormente, este proceso fue identificado
por Fire, et al., quienes demostraron la naturaleza
bioquimica de los dsRNA para inducir el silencia-
miento de genes al introducirlos directamente en
Caenorhabditis elegans.? Actualmente se sabe que la
mayoria de los organismos eucariontes tienen un
gran numero de genes que se transcriben en forma
de RNA pequefios conocidos como MicroRNA, los
cuales son las moléculas efectoras naturales del me-
canismo de RNAI en las células eucariontes.® Los
MicroRNA inducen sus efectos a nivel del mMRNA por
inhibicion de la traduccidn, o a través de la degrada-
cion de mRNA blanco. El nivel de complementarie-
dad de las bases nucleotidicas entre los MicroRNA y
los MRNA especificos define cual proceso se realiza-
ra. La perfecta complementariedad de bases entre los
MicroRNA y el mRNA induce la degradacién de
los transcritos, mientras que varias bases no apa-
readas producen arresto de la traduccién.® El cono-
cimiento que se ha generado del mecanismo de RNAI
ha tenido progresos considerables, por lo que ahora
se sabe que los MicroRNA son una nueva familia de
RNA pequefios enddgenos, que son diversos en se-
cuencia, que tienen patrones de expresion tejido-
tiempo-especificos independientes, que se encuentran
evolutivamente conservados y que estan implicados
en los mecanismos reguladores postranscripcionales
del silenciamiento de la expresion de genes secuen-
cia-especificos.*® Adicionalmente, se ha descrito que
el proceso de RNAI estéd implicado en la movilizacion
de elementos genéticos transponibles (transposo-
nes), asi como en el mecanismo de defensa normal de
las células contra las infecciones virales.” Por lo
tanto, para la especie humana la relevancia del si-
lenciamiento de la expresion de genes por RNAI se
apreciara mejor cuando se conozcan los componen-
tes moleculares y los mecanismos de regulacién de
éste proceso, en condiciones fisiolégicas normales,
asi como durante el desarrollo de patologias que tie-
nen alteraciones de la expresion génica, como es el
caso del proceso de carcinogénesis.

De particular interés es el cancer cérvico uterino
(CaCu), el cual representa la segunda causa mas co-
mun de muerte por cancer en la poblacion femenina
en el mundo.® Las evidencias clinicas, epidemiolégi-
cas y moleculares asocian a la infeccion persistente

del virus de papiloma humano (HPV) como el agen-
te etioldgico involucrado en el desarrollo del cancer
cervical; y la presencia de los genomas del HPV
de alto riesgo estan asociados con el 99.7% de todos
los carcinomas cervicales estudiados.®® Los produc-
tos de los oncogenes E6 y E7 de HPV tienen propie-
dades de transformacidn celular por interaccion
directa o indirecta con proteinas celulares que estan
implicadas en la regulacion del ciclo celular. La on-
coproteina E6 interacta con la proteina celular p53,
la cual se degrada por la via del proteosoma; y la on-
coproteina E7 se asocia con la proteina celular pRb
para inducir la liberacion del factor de transcripcion
E2F activo. Estas interacciones producen una desre-
gulacion de la proliferacion y diferenciacion celular
e inhiben la apoptosis, lo cual contribuye substancial-
mente a la transformacion e inmortalizacién celular
durante el proceso de carcinogénesis cervical 8 °

Muchos son los esfuerzos que se han realizado
para el disefio de nuevas drogas, asi como de tera-
pia génica para el tratamiento del cancer cervical.'?
Por mas de una década se han enfocado los esfuer-
zos para el tratamiento del CaCU por el estudio de
la inhibicion de los mMRNA de los oncogenes virales
E6 y E7 de HPV para el disefio de estrategias
terapéutica tales como el uso de oligonucledti-
dos anti-sentido. Se ha demostrado que los oligos
anti-sentido dirigidos hacia los oncogenes E6 y E7
reprimen la expresion de estos oncogenes, inducen
la expresion de p53, generan la liberacion de cito-
cromo C al citoplasma, inducen la activacién de
pro-caspasas 3y 9, inhiben la actividad de telome-
rasa e inducen la muerte celular por apoptosis.t13
Estos hallazgos sugieren que los oligos anti-sentido
inducen un arresto inmediato de la division celular
e inducen la apoptosis en las células cancerosas.
Sin embargo, estos disefios presentan varios incon-
venientes ya que los oligos anti-sentido tienen efec-
tos de baja eficiencia, tienen periodos cortos de
estabilidad y tienen altos costos para el disefio y ad-
ministracion. Alternativamente se ha demostrado
gue el mecanismo de RNAI reprime en varias érde-
nes de magnitud y de manera mas eficiente la
expresién de los oncogenes virales a nivel post-
transcripcional comparativamente que el trata-
miento con oligos anti-sentido.'**> Por lo tanto, el
conocimiento de los eventos moleculares en el pro-
ceso de la biogénesis de los MicroRNA, en el silen-
ciamiento de la expresion de genes por RNAI, y de
sus aplicaciones durante el desarrollo del cancer
cervical; representa una estrategia real y eficiente
de terapia génica contra el desarrollo de esta neo-
plasia.
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BIOGENESIS DE LOS MICRORNA

En los organismos eucariontes la RNA Pol Il
transcribe los mMRNA codificantes, pero ademas
transcribe las secuencias de DNA que contienen
los RNA pequefios no codificantes a partir de unidades
independientes de transcripcion.” Ademas, en la espe-
cie humana, aproximadamente una cuarta parte de
todos los RNA pequefios estan localizados en intro-
nes y son transcritos por la RNA Pol 11.7 Se ha de-
mostrado que estos transcritos son relativamente
largos de varios kilobases de longitud, contienen re-
siduos de uridina, contienen la sefial 5’-cap, son di-
ferencialmente transcritos durante el desarrollo del
organismo; y se han usado para producir gene de fu-
sién con genes reporteros.118 E| resto de los RNA
pequefios son transcritos por la RNA Pol 111, los
cuales estan agrupados en el genoma humano en
transcritos multicistrénicos. Estos RNAs tienen la
misma orientacion en el genoma, pero es probable
gue no sean transcritos por los mismos promotores.*
Los transcritos de RNA pequefios son procesados
para generar las dos principales especies de RNA
funcionales de 21 a 25 nucledtidos de longitud, que
corresponden a los Micro RNA maduros (MicroR-
NA) y a los RNA pequefios de interferencia (SiRNA);
los cuales sirven como RNA guias para dirigir la
maquinaria reguladora post-transcripcional a los
mMRNA blanco especificos. Los MicroRNA controlan
la dinamica del desarrollo en una amplia variedad de
organismos eucariontes, complementan secuencia-
especifico en la region 3’ no traducida (3’-UTR) del
mRNA, inducen la represion de la traduccién, y
como resultado inhiben la transicion al siguiente es-
tado del desarrollo embrionario del organismo. Los
siRNA reclutan a complejos moleculares de riboen-
donucleasas para la degradacion de los mMRNA blan-
co especificos.*”

En relacién con el proceso de biogénesis de los
MicroRNA maduros, los eventos comienzan en el in-
terior del ndcleo. Los transcritos primarios de Mi-
croRNA (pri-MicroRNA) son procesados para generar
un RNA intermediario conocido como MicroRNA
precursor (pre-MicroRNA). Los pre-MicroRNA tie-
nen una longitud de 60 a 110 nucle6tidos y forman
estructuras secundarias tipo tallo-asa. EI procesa-
miento de los pri-MicroRNA para generar el pre-Mi-
croRNA es mediado por una endonucleasa RNasa
tipo 11 llamada Drosha, la cual hidroliza las hebras
del RNA en sitios cercanos a la base de la estructura
secundaria tallo-asa.'®?> Drosha esta constituido
por dos complejos multiproteicos. EI complejo mayor
contiene diferentes clases de proteinas asociadas al

RNA, que incluye RNA helicasas, proteinas que se
unen al dsRNA, ribonucleoproteinas heterogéneas
nucleares, y proteinas de la familia del sarcoma de
Wing. ElI complejo menor conocido como microproce-
sador, esta compuesto propiamente por la endonu-
cleasa Drosha, por proteinas de unién al dsRNA, y
por el producto del gen deletado del sindrome de Di
George (DGCRS8).2921 |os estudios de knock-down in
vivo y de reconstitucion in vitro indican que los
componentes del complejo menor de Drosha, son ne-
cesarios y suficientes para mediar la génesis de los
MicroRNA a partir de los transcritos de pre-MicroR-
NA.20-22 |_os pre-MicroRNA son entonces exportados
al citoplasma por el factor Ran intercambiador de
nucleotido de guanina (Ran-GTP) y el receptor Ex-
portina-5.26-2% A continuacion, los pre-MicroRNA
son procesados por una segunda RNasa tipo 111 cito-
plasmatica llamada Dicer, para producir los dsRNA
maduros de 21 a 25 nucledtidos. Estos dsRNA son se-
parados en una sola hebra para generar los RNA pe-
quefios de interferencia (SiRNA) de una sola
cadena.®%3! La clonacion y caracterizacion del gen
humano de Dicer ha permitido producir la correspon-
diente proteina recombinante y se han identificado
sus propiedades de unidn al RNA y su actividad de
RNasa. A partir del extremo N-terminal hacia el ex-
tremo C-terminal de Dicer se ha identificado dos do-
minios de helicasa, un dominio de interaccion con
proteinas (PID), un dominio PAZ, varios dominios de
RNasa en tandem, y un dominio de unidn al dsRNA
(dsRBD)%%2# (Figura 1).

En el siguiente evento de la biogénesis de los Mi-
croRNA, un solo siRNA maduro es incorporado en
un complejo ribonucleoproteico efector, conocido
como complejo de silenciamiento inducido por RNAI
(RI1SC).35:36 El complejo RISC asociado con el Mi-
croRNA guia maduro identifica a los mRNA blanco
por complementariedad de bases nucleotidicas y pro-
duce la hidrdélisis endonucleolitica de los mMRNA, o
bien genera la represion de la traduccién. La ten-
dencia de la via molecular dependera del nivel de
complementariedad de las bases nucleotidicas. Una
complementariedad total inducird degradacion del
mMRNA, mientras que una complementariedad par-
cial con algunas bases desapareadas, producira re-
presion de la traduccion.®”:38 Diversos estudios han
identificado a las proteinas Argonauta 2 (Ago2) y
Dicer en la composicién del complejo RISC, asi como
en el mecanismo de ensamblaje.3°44 La proteina
Ago?2 tiene actividad catalitica de endonucleasa y por
analisis estructural se ha podido identificar el domi-
nio PIWI como el centro catalitico con actividad se-
mejante a RNasa H.*5*® Se ha caracterizado el
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cDNA de Ago2 y se ha generado la proteina recombi-
nante correspondiente con la que se ha analizado la
actividad de endonucleasa de los mRNA blanco con
el uso de siRNA.*° Sin embargo, se ha demostrado
que el complejo minimo Ago2-siRNA no es totalmen-
te funcional. En contraste, se ha reportado una acti-
vidad elevada de RISC proveniente de lisados
celulares,**° lo que sugieren que el complejo RISC
funcional puede contener varios co-factores protei-
cos adicionales a Ago2, que pueden contribuir a su
actividad bioldgica. Se ha reportado una asociacion
fisica de Ago2 con Dicer tanto in vitro como en puri-
ficaciones de diferentes organismos,3-%¢ lo que su-
giere que Dicer es un potencial componente del
complejo RISC. (Figura 1).

La identificacion de la proteina R2D2 en Droso-
phila,®” de la proteina RDE4 en C. elegans,>4585 y
de la proteina TRBP en humanos;®® proporcionaron
evidencias adicionales que demostraron la composi-

cion molecular del complejo RISC, asi como el aco-
plamiento entre la fase de iniciacion y la fase efecto-
ra del mecanismo de RNA. en las diferentes especies
estudiadas. Se ha demostrado que Dicer puede proce-
sar los dsRNAs largos en siRNA, mientras que el
acoplamiento de siRNA con el complejo RISC re-
quiere de R2D2, RDE4, Ago2 y TRBP.56:57.60.61 Ade-
mas, se ha reportado la interaccion fisica entre
Dicer, TRBP y Ago2, y este complejo es funcional
cuando se adiciona siRNA o pre-MicroRNA para in-
ducir la hidrélisis de mRNA blanco. Por lo tanto, la
separacién de las cadenas de dsRNA puede ser reali-
zada por la actividad helicasa de Dicer, mientras que
la degradacién de los mMRNA es mediada tanto por
las actividades endonucleoliticas del mismo Dicer,
asi como por Ago2.56 Estos hallazgos demuestran la
funcionalidad del complejo RISC durante la fase de
iniciacion para la generacion de MicroRNA y sugie-
ren que RISC puede participar en los eventos poste-

Citoplasma

Dicer =
Complejo| -
RISC ‘[ TRBP Ago2 /_& ‘{mm

Exportina 5
F ——— ——
Pre-MicroRNA
/ Nucleo "

,v\"
— "ﬁ.|
Y s

MicroRNA

~
N

o DGCR8 .
Pri-MicroRNA 3 Drosha }Mlcroprocesador
Transcrito
T de RNA
f Transcripcion f f Transcripcion
LORLTALTRTT _'?l,?ﬂ IR i
DNA codificante Gen del DNA codificante
MicroRNA Let7

Figura 1. Representacion esquematica del mecanismo de RNA de interferencia. La biogénesis de los MicroRNAs comienza en el niicleo de la célula
en donde se transcribe el DNA que contiene los MicroRNAs por la RNA Pol Il para generar los pri-MicroRNASs. Los pri-MicroRNAs tienen una longitud en-
tre 60-110 nucledtidos y son procesados por el microprocesador, el cual esta constituido por la proteina DGCR8 y la endonucleasa Drosha, para generar
los pre-MicroRNAs. Los pre-MicroRNAs son exportados al citoplasma por el factor de intercambio de nucleétido de guanina Ran (Ran-GTP) y el receptor
Exportina-5. A continuacion los pre-MicroRNAs se acoplan al complejo RISC, el cual esta compuesto por TRBP, Ago2 y Dicer. El complejo RISC a tra-
vés de la endonucleasa Dicer procesa a los pre-MicroRNA para generar a los MicroRNAs maduros de una sola cadena de RNA y de una longitud de 21-25
nucledtidos. Los MicroRNAs se acoplan a los mRNA blanco por complementariedad de bases y se induce el silenciamiento de la expresion de genes a ni-
vel post-transcripcional por la degradacion de los transcritos especificos o por inhibicion de la traduccion.
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riores del mecanismo de RNAI, esto es en la fase
efectora de la regulacién post-transcripcional del si-
lenciamiento de genes.>¢%3 Finalmente, el procesa-
miento de pre-MicroRNA y el ensamblaje de RISC
estan funcionalmente acoplados para catalizar mul-
tiples ciclos de hidrdlisis de los mMRNA blanco especi-
ficos** (Figura 1).

Adicionalmente a la identificacion de los MicroR-
NAs, también se han identificado RNAs de interfe-
rencia pequefios enddgenos denominados como
endo-siRNA en la maquinaria molecular del meca-
nismo de RNA.. Inicialmente los endo-siRNA fueron
reportados en plantas, pero posteriormente fueron
caracterizados en eucariontes y en células de mami-
feros. A partir de la secuenciacion masiva de RNAs
pequerios en células somaticas y en lineas germina-
les de Drosophila, se ha identificado una poblacién
de RNAs que se han denominado como endo-siR-
NA. 6469 Se ha demostrado que estos RNAs pequefios
tienen una longitud exacta de 21 nucleotidos, tienen
una orientacion sentido y antisentido, tienen extre-
mos 3’ modificados, el extremo 5’ no comienzan con
un uracilo, y la generacion de este tipo de endo-
siRNA requiere de la actividad de Dicer.54%° Se ha
demostrado que estos endo-siRNA derivan de trans-
posones, de secuencias de heterocromatina, de regio-
nes intergénicas, de transcritos largos de RNA, y de
manera interesante de mMRNA codificantes. La expre-
sion de transposones aumenta en moscas que tienen
mutantes de dicer2- y ago2-, lo que sugiere una via
de RNAI enddgena en el silenciamiento de transpo-
sones, como previamente ha sido reportado en C.
elegans.’®"! Con respecto a los endo-siRNA deriva-
dos de mRNA, se ha identificado que son diez veces
mas frecuentes que las predicciones por analisis de
bioinformatica, lo que sugiere que los endo-siRNA se
originaron a partir de transcritos complementarios
endogenos de dsRNA.%* También se ha documentado
la generacion de endo-siRNA derivados de loci es-
tructurados, los cuales pueden plegarse en estructu-
ras secundarias tipo tallo-asa.556” Se ha demostrado
gue la acumulacion de estos endo-siRNA requieren
de la actividad de Dicer y de la proteina 10QS, la
cual es un acoplador de Dicer que participa en la
biogénesis de endo-siRNA para generar transcritos
repetidos, invertidos y complementarios.”>"3

En mamiferos, los primeros endo-siRNA que se
reportaron corresponden al elemento nuclear inter-
espaciador del retrotrasposon L1, los cuales fueron
detectados en células humanas cultivadas.”* EI L1
contiene en el extremo 5’-UTR promotores en orien-
tacion sentido y antisentido que podrian dirigir la
transcripcion de manera bidireccional generando

transcritos complementarios sobrepuestos que son
procesados como siRNA por la actividad de Dicer.
Adicionalmente, se han identificado endo-siRNA en
ovocitos de ratén. Estos endo-siRNA tienen una lon-
gitud de 21 nucle6tidos, son dependientes de las acti-
vidades de Dicer y de Ago2, y son generados a partir
de una amplia variedad de fuentes genémicas.” 76
Un grupo de endo-siRNA se ha identificado en posi-
ciones cercanas a genes que codifican para proteinas
y son capaces de complementar con pseudogenes
para formar estructuras repetidas invertidas. Tam-
bién se ha demostrado que algunas secuencias de
pseudogenes tienen la habilidad para generar trans-
critos antisentido que pueden complementar con ge-
nes codificantes para producir endo-siRNA.”” Estos
hallazgos han contribuido al estudio de conocer
como los endo-RNAs tienen complementariedad de
bases con los MRNA codificantes, y de manera inte-
resante identificar cuales son los mecanismos de re-
gulacidn de la expresion de genes celulares mediados
por los endo-siRNA.

CRITERIOS PARA LA GENERACION
Y ADMINISTRACION DE siRNA

Debido a que el mecanismo de RNAi silencia la
expresion de genes tanto enddgenos como exdgenos,
se ha explorado esta propiedad como una estrategia
de terapia génica y su uso ha permitido tener resul-
tados experimentales significativos en la inhibicidn
de los tumores. Sin embargo, deben analizarse algu-
nos aspectos que son importantes para la genera-
cion de modelos eficientes con el uso de siRNA. Por
lo tanto, a continuacion se describen los criterios
mas relevantes a considerar para el disefio, genera-
cion, funcionalidad y administracion de siRNA en
células de mamiferos.

Entre los criterios que deben considerarse para
generar siRNA con alta eficiencia para silenciar ge-
nes blanco especificos, se encuentran los siguientes:

< Andlisis y selecciéon de las secuencias nucleotidi-
cas de DNA asilenciar.

= La longitud de los siRNA no debe exceder de 21 a
25 nucledtidos.

< Se deben evitar en lo posible la formacién de es-
tructuras secundarias en la secuencia del mMRNA
gue complementara con los siRNA.

= La homologia de secuencias de los siRNA pueden
compartir una minima identidad con otros genes.

< Los siRNA sintéticos deben de ser de doble cade-
na (dsRNA) para favorecer el acoplamiento con el
complejo RISC y con el mRNA especifico.
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f) En el disefio de secuencias de DNA que seran
usados como insertos de clonacién en vectores
moleculares, es deseable que se generen trans-
critos de siRNA con una longitud de 21 a 25 nu-
cledtidos, que el disefio del inserto de clonacion
contenga la secuencia del siRNA separada por
una secuencia espaciadora irrelevante, seguida de
la misma secuencia del siRNA repetida e inverti-
da, que el contenido de G/C sea entre 30% a 60%,
gue la secuencia en el extremo 5’ comience con
un residuo de G o C después de un dimero de AA,
gue contenga por lo menos las siguientes bases
conservadas: una A en la posicién 3, una T en la
posicion 10, una A en la posicién 13, una A en
la posicion 19; y que contengan de cuatro a seis
secuencias de T en el extremo 3’ como sefal de
terminacion de la transcripcion para la RNA Pol
111.78-82 Estas consideraciones pueden favorecer la
eficacia de los siRNA para silenciar de manera se-
lectiva y especifica la expresion de genes blanco.

Existen por lo menos dos estrategias para generar
los siRNA, la primera de ellas es por sintesis quimi-
ca y la segunda estrategia es por clonacion en vecto-
res moleculares. Los siRNA de 21 a 25 nucleotidos
pueden ser sintetizados quimicamente y ser trans-
fectados en las células de mamiferos por lipofeccion
cationica.®3-85 Con esta estrategia se puede inducir
el silenciamiento eficiente de la expresion de genes
con siRNA duplex sintéticos. Sin embargo, la sinte-
sis de siRNA tiene altos costos de produccién y en
algunas ocasiones se requiere de varias dosis de ad-
ministracion en los modelos in vivo.8385 La clona-
cion de un inserto de DNA en un vector molecular
que serd transcrito en el correspondiente siRNA es
la segunda manera de producir siRNA y es una he-
rramienta que se ha desarrollado con el uso de plés-
midos de expresion de siRNA.8 87 Estos vectores
contienen insertos de DNA disefiados con software
para generar los siRNA mas éptimos para acoplarse
con el complejo RISC y con los mRNA blanco. Al
transfectar los plasmidos en células de mamiferos,
los insertos de DNA son transcritos como siRNA
bajo el control del promotor de la RNA Pol 111 del
gen H1 o del gen U6, y forman estructuras secunda-
ria tipo tallo-asa que son procesadas por Dicer en el
complejo RISC y son acoplados con los mRNA blan-
co. Adicionalmente, los insertos de DNA pueden es-
tar contenidos en unidades de clonaci6on y ser
introducidos en otros vectores moleculares.

Los virus son otro tipo de vectores que han sido
explorados para generar siRNA. La amplia variedad
de los tipos de virus que existen, asi como la amplia

capacidad de infeccién celular, ha permitido explorar
a los virus como vehiculos exitosos de expresion de
siRNA funcionales. En diferentes tipos de virus se ha
generado la transcripcion de siRNA acoplados a pro-
motores especifico, en donde los siRNA carecen de la
sefial 5’-cap y de las secuencias 3’ de poliadenilacion,
y estan disefiados para ser transcritos por la RNA
Pol 11; lo cual ha permitido generar siRNA funciona-
les en diferentes modelos animales.?8-9% Por ejemplo,
se conoce que los retrovirus son altamente eficientes
para inducir una infeccidon durante la transgénesis de
siRNA, ya que pueden infectar una amplia variedad
de células humanas. Ademas, los retrovirus tiene la
capacidad de integrarse al genoma de las células en
replicacion, lo cual representa una ventaja cuando se
infectan células cancerosas, ya que pueden realizarse
transfecciones estables de siRNA. Sin embargo, los
retrovirus tienen la desventaja de que se generan en
bajos titulos de produccion por las células que los em-
paquetan, y se requiere de un sistema de concentra-
cion de particulas virales.% En algunos modelos se ha
usado el sistema de liberacion de siRNA mediante re-
trovirus en donde se ha demostrado la expresion es-
table de los siRNA para silenciar genes especificos
blanco.8% °7 En relacién con el uso de adenovirus, se
pueden obtener altos titulos de particulas virales; sin
embargo, en la mayoria de los casos, los adenovirus
son dificiles de manipular, ya que tienen un genoma
de DNA muy grande de varios kilobases. Sin embar-
go, los adenovirus tienen la capacidad de infectar tan-
to a células quiescentes como a células en division.
Se ha demostrado que los adenovirus modificados
para replicarse especificamente en células cancerosas,
inducen el silenciamiento de la expresién de genes
blanco por siRNA en lineas celulares tumorales.®8%°
Con respecto a los lentivirus y virus adenoasociados,
son otros tipos de vectores para siRNA que se han
usado de manera exitosa para silenciar la expresion
de genes del sistema nervioso en modelos anima-
les.100.101 por |o tanto, la estrategia de utilizar virus
hace posible generar siRNA con caracteristicas idén-
ticas a los MicroRNAs bioactivos y silenciar la expre-
sién de genes blanco de manera selectiva, eficiente y
secuencia-especifica en células de mamiferos.

Con estas estrategias se ha demostrado que la
produccion de siRNA, ya sea sintéticos o bien ge-
nerados como transcritos de siRNA en vectores mo-
leculares, tienen la capacidad de mimetizar las
funciones bioldgicas de los MicroRNA naturales que
se producen durante el silenciamiento de la expre-
sion de genes por el mecanismo de RNAI. Por lo tan-
to, la seleccion de la estrategia mas adecuada para
la generacidn de siRNA biofuncionales con fines te-
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rapéuticos, dependera de los objetivos de cada proto-
colo en particular para silenciar la expresion de ge-
nes blanco especificos. Ademas, se sugiere que se
consideren los criterios para el disefio, generacion,
funcionalidad y administracion de los siRNA; para
tener una mayor probabilidad de éxito para que los
siRNA sean funcionales.

SIRNA PARA LOS ONCOGENES
E6Y E7 DE HPV COMO POTENCIAL TERAPIA
GENICA CONTRA EL CANCER CERVICAL

El cancer cervical es una de las neoplasias de ma-
yor importancia en la salud publica en el mundo de-
bido a las altas tasas de incidencia, de morbilidad y
de mortalidad ocasionadas por este tipo de cancer.
Estéa perfectamente determinado que el principal fac-
tor etioldgico asociado con el desarrollo del cancer
cervical es la infeccion persistente por HPVs de alto
riesgo. Predominantemente, se han identificado los
tipos de HPV16 y HPV18 asociados en el desarrollo
de lesiones pre-cancerosas y carcinomas ano-genita-
les, y las oncoproteinas E6 y E7 son el foco de aten-
cion para el desarrollo de nuevas estrategias de
diagnostico, prondstico y tratamiento para el con-
trol del cancer cervical 192103

Durante el desarrollo del cdncer cervical un evento
caracteristico en las células epiteliales cervicales es la
expresion diferencial de los oncogenes de HPV de alto
riesgo y alteracion de la expresion de los genes celula-
res. En las células cervicales basales infectadas con
HPV, los oncogenes E6 y E7 son expresados en nive-
les bajos, pero la transcripcion de estos oncogenes es
activada cuando las células transitan hacia la dife-
renciacion. La proteina E6 de HPV de alto riesgo
contiene aproximadamente 150 aminodcidos y tienen
dos motivos de dedos de zinc compuestos de cuatro
motivos C-X-X-C que son requeridos para las funcio-
nes de E6.1% Uno de los principales blanco bien ca-
racterizado de interaccion de E6 de HPV16 y HPV18,
es la proteina supresora de tumores p53. El factor de
transcripcion p53 es el gen supresor de tumores mas
frecuentemente inactivado en canceres humanos y
esta involucrado en el control de la proliferacion celu-
lar, en la respuesta al estrés genotoxico y en el dafio
al DNA.195.106 | 3 inactivacion de p53 por E6 de HPV
de alto riesgo tiene efecto en varios procesos celula-
res como apoptosis, arresto del ciclo celular, senes-
cencia, y diferenciacién celular. Los eventos ocurren
a través del reclutamiento de la proteina E6AP que es
una ligasa de la via de protedlisis de ubiquitina.1%* El
complejo E6-E6AP reconoce a la proteina supresora
de tumores p53 y facilita su poli-ubiquitinacion e in-

duce su rapida degradacion por la via del proteoso-
ma.'% Por lo tanto, la pérdida de p53 induce un au-
mento en la inestabilidad genémica de la célula. Por
otra parte, la oncoproteina E7 de HPV de alto riesgo
contiene aproximadamente 100 aminoécidos y tiene
tres regiones conservadas denominadas CR1, CR2 y
CR3; las cuales son criticas para las actividades on-
cogénicas virales. Las oncoproteinas E7 tanto de
HPV de alto riesgo como de HPV de bajo riesgo pue-
den interaccionar con la proteina supresoras de tu-
mores pRb; sin embargo, E7 de HPVs de alto riego
tiene mayor afinidad por pRb que E7 de HPVs de bajo
riesgo.t04107 |_as interacciones ocurren inicialmente
con la forma hipofosforilada de pRb, lo cual induce la
liberacidn de los factores de transcripcion de la fami-
lia de E2F, con la consecuente estimulacion de la
expresion de multiples genes involucrados en la pro-
gresion del ciclo celular. Ademas de estas asociacio-
nes, se han reportado que existen otras interacciones
importantes de las oncoproteinas E6 y E7 con protei-
nas celulares, como son con AP-1,19 con ¢-myc,10°
con Epoc-1,'1° con p21-CIP1/WAF1, con p27-Kip1 1t
y con TBP.112113 Adicionalmente al potencial oncogé-
nico y anti-apoptotico de las oncoproteinas E6 y E7,
se ha demostrado que estas oncoproteinas pueden
modular la transcripcién de genes tanto virales como
celulares.'4115 Nosotros hemos reportado que las on-
coproteinas E6 y E7 de HPV16 pueden trans-activar
el gen de TGF-betal y potencialmente influir en la re-
gulacion de la respuesta inmune anti-tumoral.'® Por
lo tanto, E6 y E7 de HPV ejercen sus efectos en va-
rios niveles de las funciones celulares como en el con-
trol del ciclo celular, en la regulacion de la expresion
de genes, en la desregulacion de la respuesta inmune
anti-tumoral; y en combinacién ambas oncoproteinas
pueden eficientemente transformar e inmortalizar a
los queratinocitos humanos normales durante el pro-
ceso de carcinogénesis cervical.1'7:118 Estos hallazgos
permiten proponer a los oncogenes E6 y E7 de HPV
como genes blanco para dirigir estrategias de terapia
génica contra el cancer cervical.

El RNAI puede silenciar la expresion de genes que
codifican para antigenos tumorales u oncogenes vi-
rales, con el propésito de reprimir la proliferacion
especifica de las células cancerosas. En consecuen-
cia, el silenciamiento de genes por RNAi es un meca-
nismo potencial para inactivar secuencias fordneas
de DNA, y representa una exitosa estrategia para si-
lenciar la expresion de los oncogenes del HPV en el
cancer cervical. Los hallazgos reportados por varios
grupos en este tipo de estudios se resumen en el cua-
dro 1. Los primeros estudios realizados con siRNA
sintéticos para inducir el silenciamiento de la expre-
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Cuadro 1. Silenciamiento de la expresion de los oncogenes de E6 y E7 de HPV con siRNA.

Oncogénesis de HPV Disefio de siRNA

Efectos bioldgicos Referencias

E6y E7 de HPV16 siRNA sintéticos.

E6 de HPV16 siRNA sintéticos.
E6 de HPV18 siRNA sintéticos.
E7 de HPV16 siRNA sintéticos en

geles bio-adhesivos.

siRNA sintéticos
con quimioterapia.

E6y E7 de HPV18

siRNA en lentivirus
con quimioterapia.

E6 de HPV18

siRNA sintéticos con
liposomas.

E6y E7 de HPV16

siRNA con
atelocolagena.

E6y E7 de HPV18
siRNA sintéticos.

E6y E7 de HPV18

siRNA en el
plasmido pSUPER.

E6y E7 de HPV18

siRNA en el
plasmido psiCheck2.

E6y E7 de HPV16

E7 de HPV16 siRNA en el

plasmidos pSIRE-DNR.

siRNA en lentivirus
de alto riesgo

E6y E7 de HPV

Gen hTERT siRNA en pSilencer

4.1-CMVneo

Silenciamiento de E6 y E7 de HPV16. 119
Expresion de p53 y p21.

Induccién de apoptosis in vitro.

Silenciamiento de E6 y E7 de HPV16.
Expresion de p53 y p21 y pRb. Inhibicion de
la proliferacidén celular in vitro.

Inhibicidn del crecimientos tumoral in vivo.

Silenciamiento de E6 de HPV16.
Expresion de p53, p21y pRb.
Induccién de apoptosis in vitro.

Silenciamiento de E7 de HPV16.
Induccién de apoptosis in vitro.

Silenciamiento de E6 y E7 de HPV18.
Expresién de p53.
Disminucién de la citotoxicidad in vitro.

Silenciamiento de E6 y E7 de HPV18.
Expresién de p53.
Disminucién de la citotoxicidad in vitro.

Silenciamiento de E6 y E7 de HPV16.
Induccidn de apoptosis in
vitro. Inhibicién del crecimiento tumoral in vivo.

Silenciamiento de E6 y E7 de HPV18.
Expresién de p53 y pRb. Induccion de senescencia
celular in vitro. Inhibicién del crecimiento tumoral in vivo.

Silenciamiento de E6 y E7 de HPV18 y ciclina A.
Expresion de p53, pRb, p16, p21, p27.
Induccién de apoptosis in vitro.

Silenciamiento de E6 y E7 de HPV18.
Expresion de p53 y p21. Analisis de la expresion
del transcriptoma de células cancerosas.

Silenciamiento de E6 y E7 de HPV16.
Expresion de p53y p21. Induccién de senescencia celular
in vitro. Inhibicién del crecimiento tumoral in vivo.

Silenciamiento de E6 y E7 de HPV16.
Expresion de p53, p21y pRb.
Induccidén de apoptosis in vitro.

Silenciamiento de E6 y E7 de HPV16.

Expresion de p53 y p21. Induccién de apoptosis
in vitro e in vivo. Mayor eficiencia de

infeccion en células en proliferacion y en reposo.

120

121

126

124

125

127

128

122

133

135

137

129

Silenciamiento del gen Htert, disminucién de la 131
actividad de telomerasa, inhibicién de la proliferacién
celular, induccion de apoptosis de las células tumorales.

Inhibicion del crecimiento tumoral in vivo.
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sion de los oncogenes E6 y E7 de HPV16 fueron de-
sarrollados por Jiang et al.; en el 2002.11° En este
estudio los autores demostraron el efecto bioldgico
de los siRNA en células humanas de carcinoma cer-
vical. La administracién de los siRNA produjo la de-
gradacion del mRNA y el silenciamiento especifico de
la expresion de los oncogenes E6 y E7 de HPV16.
Ademaés, el silenciamiento de E6 indujo la expresion
del gen p53; trans-activacion del gen inhibidor de ci-
clinas-cinasas p21-CIP1/WAF1, y disminucion de la
proliferacion celular; mientras que el silenciamiento
de E7 indujo la muerte celular por apoptosis. Por lo
tanto, los hallazgos reportados por este grupo de-
muestran por primera vez que la expresién de los
oncogenes E6 y E7 puede ser silenciada por siRNA
de manera especifica en células cervicales tumorales
humanas transformadas por HPV.

Silenciamiento con
siRNAs del bicistron E6-E7 de HPV

Un aspecto en el que se ha centrado la atencién del
uso de siRNA para los oncogenes E6 y E7 de HPV es
en el efecto que tienen para silenciar el bicistrén E6-
E7; ya que estos oncogenes se transcriben de manera
conjunta en forma de un bicistron, producto del spli-
cing alternativo que ocurre entre estos genes. En este
sentido se ha reportado el efecto de siRNA sintéticos
para el oncogén E6 de HPV16 en células SiHa
(HPV16+) y se ha observado el silenciamiento de am-
bos oncogenes E6 y E7.120 Ademas, se ha observado la
inhibicién de la proliferacion celular, la expresion de
la proteina p53, la induccion del gen p21-CIP1/WAF1,
y la identificacion de la forma hipofosforilada de pRb
que corresponde a su forma activa y disociada del fac-
tor de transcripcion E2F. Ademas, cuando las células
SiHa fueron inoculadas en ratones inmunodeficientes
(SCID) y tratados con los siRNA para EB6, se identifi-
¢6 una disminucién de la capacidad de las células
cancerosas para inducir la formacion de tumores en
los animales. Por lo tanto, los hallazgos reportados
por este grupo demuestran que los siRNA para E6 de
HPV16 tienen efecto sobre el bicistron E6-E7 tanto in
vitro como in vivo.

Otro grupo ha reportado el uso de siRNA sintéti-
cos para el oncogén E6 de HPV18.1?1 En este estudio
se demostré la induccion de apoptosis de las células
CaSki (HPV18+), el aumento de la expresion de p53
y de p21-CIP1/WAF1, y la expresion de la forma hi-
pofosforilada de pRb. Un hallazgo que llam¢ la aten-
cién en este estudio fue que los siRNA para E6 de
HPV18 no afectaron la expresion del oncogén E7
de HPV18. De primera instancia, esta observacion

parece estar en contradiccion con lo reportado por
Jiang et al.; en donde se demuestra que los siRNA
para el oncogén E6 tienen un efecto para ambos on-
cogenes.'9 Sin embargo, estos datos no son total-
mente contradictorios ya que pueden ser explicados
por el disefio de las secuencias nucleotidicas de los
siRNA. Al analizar ambos estudios con mayor pro-
fundidad, se puede apreciar que el disefio de los siR-
NA esté dirigido a secuencias diferentes del oncogén
EG6, lo cual sugiere un efecto de silenciamiento de-
pendiente de la posicion de complementariedad de
bases entre el siRNA y el mRNA. Por lo tanto, el si-
lenciamiento del transcrito bicistronico E6-E7 es de-
pendiente del disefio de las secuencias de siRNA para
los oncogenes E6y E7 de HPV.

Con la intencion de analizar el efecto del silencia-
miento del bicistrén E6-E7 de HPV18, se ha reporta-
do que la administracion de siRNA especificos para
E7 induce el silenciamiento de los oncogenes E6 y E7;
mientras que siRNA para E6 Gnicamente inhiben la
expresion de E6, pero no tiene efectos sobre la expre-
sion de E7.122 Al analizar el disefio de las secuencias
de siRNA para E7 se observa que la complementarie-
dad de bases con el mMRNA respectivo ocurre en una
posicién que afecta la expresién del bicistron E6-E7,
sin embargo los siRNA para E6 complementan con el
mMRNA en una secuencia que no influye para silenciar
el transcrito bicistronico E6-E7. Nuevamente, estas
evidencias soportan el hecho de que el silenciamiento
del bicistron E6-E7 es dependiente del disefio de las
secuencias de siRNA y se sugiere que los eventos de
splicing alternativo de los oncogenes E6 y E7 de HPV
preceden a los eventos de silenciamiento por siRNA.
Adicionalmente en este mismo estudio se analizé la
funcionalidad de los siRNA para E6 y E7 y se demos-
tré la induccién de la expresién de p53, pl16, p21, p27y
de pRb hipofosforilada; el silenciamiento del gen de ci-
clina A, y la induccién de apoptosis de las células can-
cerosas. Estas evidencias fortalecen el hecho de que las
oncoproteinas virales pueden tener propiedades anti-
apoptoticas por la influencia que tienen en las funcio-
nes de p53, y que cuando los oncogenes se silencian
con siRNA, se restablece las funciones de p53 sobre el
control del ciclo celular y la apoptosis.’?® Por lo tanto,
este escenario representa una ventaja terapéutica en
comparacion con el uso de agentes quimioterapéuticos
que solo inhiben la proliferacion celular.

Agentes quimioterapéuticos
y siRNA para E6 y E7 de HPV

Aungue se conoce el efecto de diferentes drogas
quimioterapéuticas sobre la expresion de la proteina
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p53 en células cervicales tumorales humanas, se des-
conoce si hay una asociacion entre la activacion del
gen p53, el efecto citotoxico de las drogas y el silen-
ciamiento de los oncogenes de HPV con siRNA. Por
lo tanto, se ha analizado en células HeLa (HPV18+)
la expresion de la proteina p53 por la administracion
de siRNA para el oncogén E6 de HPV18 en combina-
cién con el tratamiento con carboplatino, cisplatino,
doxorubicino, etoposido, gemcitabina, mitomicina,
mitoxantrona, oxaliplatino, paclitaxel, y topoteca-
no.'?* En este estudio se observo el silenciamiento de
los oncogenes E6 y E7 de HPV18, asi como aumento
de la expresion de la proteina p53, y cambios en la
citotoxicidad que fueron dependientes de la naturale-
za de cada compuesto quimioterapéutico. Adicional-
mente, otro grupo demostro en células HelLa, que la
administracién de siRNA especificos para E6 de
HPV18 generados en lentivirus, en combinacidn con
el cisplatino, la droga mas frecuentemente usada
para el tratamiento del cadncer cervical avanzado;
produce el silenciamiento de los oncogenes E6 y
E7 de HPV18, aumento de la expresion de p53,
y muerte de las células cancerosas por senescencia
celular.'?® Estas evidencias sugieren que el silencia-
miento de los oncogenes E6 y E7 por siRNA puede
aumentar la sensibilidad de las células a los efectos
citotoxicos de las drogas; y que el tratamiento com-
binado puede tener efectos sinérgicos para disminuir
los efectos de resistencia a las drogas quimioterapéu-
ticas, lo cual representa una ventaja de tratamiento.

Moléculas transportadoras
de siRNAs para E6y E7 de HPV

En la evaluacién de los efectos bioldgicos de los
siRNA tanto in vitro como in vivo, se han desarro-
llado protocolos de administracion de siRNA sintéticos
para los oncogenes E6 y E7 acoplados a liposomas
como vehiculos de transporte.’?6 En estos estudios se
ha demostrado en células CaSki (HPV16+) que al
administrar siRNA para E6 y E7 de HPV16 se indu-
ce el silenciamiento de ambos oncogenes y las célu-
las cancerosa mueren por apoptosis. Con este mismo
sistema y mediante el desarrollo de un modelo tumo-
ral murino con células CaSki, se ha evaluado los
efectos de siRNA para EB6, y se ha determinado el si-
lenciamiento del oncogén viral, la induccién de
apoptosis de las células cancerosas y una inhibicion
significativa del crecimiento de la masa tumoral in
vivo.1?6 Aunque estos hallazgos son significativos,
cuando se usan siRNA sintéticos y son administra-
dos por lipofeccidn a las células de mamiferos, un
potencial problema que se presenta es la degrada-

cion de los siRNA por la accion de las endonucleasas
celulares enddgenas. Un disefio alternativo para
proteger a los siRNA de esta degradacion es la sinte-
sis de siRNA con modificaciones quimicas, sin em-
bargo esto puede inducir efectos colaterales no
deseables. Ademas, otro problema que se presenta en
la administracion sistémica de siRNA es que no se
tiene un efecto dosis dependiente en los érganos
blancos de interés. Por lo tanto, para superar estos
inconvenientes metodologicos, se ha reportado que
los siRNA especificos para los oncogenes de HPV
pueden ser administrados en un sistema basado en
liposomas contenidos en biogeles.*?” La combinacion
de biogeles adhesivos con liposomas que contienen
los siRNA para el oncogén E7 de HPV16 ha demos-
trado el silenciamiento especifico de E7 y la induc-
cion de apoptosis de las células cancerosas in vitro.
Adicionalmente se ha reportado también el uso la
atelocolagena (una colagena tipo | purificada de der-
mis de cabra y tratada con pepsina) como vehiculo
para administrar los sSiRNA para E6y E7 de HPV18
tanto in vitro como in vivo.'?® En este estudio se ob-
servo que los siRNA silencian la expresion de E6 y
E7, inhiben la proliferacidn celular, inducen la ex-
presion de la forma hipofosforilada de pRb, e inducen
la muerte de las células cancerosas por senescencia
celular. Ademas, se demostrd en este mismo sistema
gue la administracion de los siRNA para E6 y E7 de
HPV18 acoplados a la atelocolagena, inhiben el cre-
cimiento de la masa tumoral en un modelo tumoral
murino.128

Aunque son evidentes los efectos de silenciamien-
to de los siRNA sintéticos, la vida media de estas
moléculas después de su administracion es relativa-
mente corta, aun cuando se acoplen a moléculas
transportadoras; lo cual limita su aplicacion en tra-
tamientos preclinicos o clinicos. Ademas, la aplica-
cion real de siRNA para los oncogenes E6 y E7 de
HPV de alto riesgo en estudios de fase clinica, re-
guiere de un mejor entendimiento en el desarrollo de
siRNA altamente especificos y mayor eficiencia en
los sistemas de liberacion in vivo. En este sentido,
se han desarrollado protocolos para la generacién de
lentivirus como vectores moleculares de liberacién
de siRNA especificos para los oncogenes E6 y E7 de
HPV de alto riesgo, asi como la transfeccién estable
y transduccion en células cervicales tumorales hu-
manas y la evaluacion de los efectos bioldgicos por
el silenciamiento con los siRNA tanto en modelos in
vitro como in vivo.?®® El uso de plasmidos para clo-
nar los siRNA proporciona una mayor vida media y
mayor estabilidad a estas moléculas, y el vehiculo
molecular mas eficiente para liberar estos plasmidos
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son los lentivirus. Las ventajas de usar letivirus
como sistemas de liberacion de genes, incluyen la
habilidad para infectar con alta eficiencia a células
en division y células en reposo, no son toxicos, son
poco inmunogénicos, han sido modificados para no
integrarse al genoma celular y han sido explorados
para sus aplicaciones en protocolos preclinicos y cli-
nicos con resultados promisorios.’3? Por estas ca-
racteristicas, los siRNA para los oncogenes de HPV
de alto riesgo generados en lentivirus, han demos-
trado tener una mayor utilidad comparativamente
que los siRNA sintéticos.'?® Por lo tanto, con el uso
de estas estrategias se han superado los problemas
metodolodgicos para la liberacion tépica de los sSiRNA
en los érganos especificos, se obtiene una adminis-
tracion dosificada de los siRNA, y se protegen a los
siRNA de la degradacion por las endonucleasas in
vitro e in vivo. Estas estrategias por lo tanto ofre-
cen ventajas de administracion de los siRNA para
los oncogenes virales que son aplicados directamente
en los sitios del tumor.

Silenciamiento del gen hTERT
con siRNA en células de cancer cervical

Interesantemente, también se ha documentado el
uso de siRNA para silenciar la expresion de una en-
zima que tienen actividad relevante durante el desa-
rrollo del cancer cervical, y que corresponde a la
telomerasa (reverso transcriptasa telomerasa
hTERT),*®! la cual sintetiza a los telémeros en los
cromosomas de los eucariontes, para mantenerlos
protegidos de la degradacion, fusion y recombina-
cion; y en consecuencia mantener la estabilidad ge-
noémica. En la mayoria de las células sométicas la
actividad de la telomerasa esta ausente o es muy
baja, mientras que en células no diferenciadas o in-
mortales como en el cancer cervical, la actividad de
la telomerasa aumenta considerablemente. Los sSiR-
NA para la telomerasa fueron clonados en el vector
pSilencer 4.1-CMVneo, el cual aunque pertenece a la
familia de plasmidos pSilecer y comparte caracteris-
ticas similares para generar transcritos de siRNA
funcionales en células de mamiferos, tiene un pro-
motor para la RNA Pol Il y contiene el marcador ge-
nético de seleccién para G418 para generar
transfecciones estables. Ademas, las construcciones
de plasmidos de siRNA para hTERT estan bajo el
control del promotor de survivin, el cual es recono-
cido por la RNA Pol I1. El gen de survivin codifica
para un miembro de la familia de proteinas inhibido-
ras de apoptosis y ha sido identificada en la mayoria
de las células de canceres humanos.3? Debido a que

el gen de la telomerasa es considerado como un blan-
co ideal para el desarrollo de terapia génica contra
cancer, los plasmidos de siRNA para hTERT fueron
transfectados en células HelLa para inducir el silen-
ciamiento del gen hTERT. Los resultados obtenidos
exhibieron un efecto de silenciamiento de la expre-
sion del gen hTERT y de la proteina de telomerasa,
disminucion de la actividad de telomerasa, inhibicion
de la proliferacion celular, bloqueo de la transi-
cion de la fase G1 a la fase GO del ciclo celular, au-
mento de la actividad de caspasa 3, y como
consecuencia la muerte de las células tumorales por
apoptosis.'3! En el modelo tumoral animal, se obser-
v6 regresion del proceso tumoral en los ratones con
xenotrasplantes de tumor. Adicionalmente, se ha re-
portado una relacion entre la sensibilidad a la radio-
terapia y la actividad de telomerasa en diferentes
tipos de canceres. Para el caso del cancer cervical se
ha observado resistencia a la radioterapia con la dis-
minucion de la actividad de telomerasa. En este sen-
tido, en este estudio se identifico que las células
HeLa tienen una mayor sensibilidad a la radiotera-
pia cuando se silenci6 la expresion de hTERT con
siRNA. Estos hallazgos soportan la nocion de que el
disefio y administracién exogena de plasmidos de
siRNA especificos para el gen hTERT bajo el control
de promotores blanco para la RNA Pol 11, silencian
la expresién de telomerasa, y representan una po-
tencial estrategia en los protocolos de terapia con
radiacion de los tumores cervicales humanos.

Regulacion del transcriptoma por
efecto de siRNA para E6 y E7 de HPV

Otro aspecto que se ha estudiado por el silencia-
miento de los oncogenes de E6 y E7 de HPV con el
uso de siRNA, es el efecto que tiene en la regula-
cion del transcriptoma de las células tumorales cer-
vicales humanas. En el 2007 Kuner et al.l®
analizaron el transcriptoma de células HeLa y de
biopsias de pacientes al inducir el silenciamiento
de E6 y E7 de HPV18 con siRNA generados en el
plasmido de silenciamiento pSUPER. En este estu-
dio se identificaron 360 genes celulares con una re-
gulacion negativa y 288 genes con una regulacion
positiva por el efecto de los siRNA para E6 y E7.
La mayoria de estos genes estan involucrados en
procesos biologicos relevantes durante el desarrollo
de la célula tumoral, tales como: control de la
apoptosis, regulacion del ciclo celular, formacién
del uso mitdtico, procesamiento de mRNA por spli-
cing, metabolismo, replicacion y reparacion de
DNA, transporte nuclear, proliferacion celular y
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genes regulados por c-Myc. Estos hallazgos son
complementarios a estudios previos en donde se ha
analizado la expresidn de la proteina E2 de HPV,
la cual inhibe la expresion de E6 y E7 de HPV, y la
expresion del transcriptoma en células cervicales
tumorales humanas. El potencial de este tipo de es-
tudios radica en que se pueden identificar vias celu-
lares esenciales para la transformacidn viral, las
cuales pueden ser blanco para el desarrollo de es-
trategias terapéuticas; asi como nuevos biomarca-
dores moleculares para el diagndstico y prondstico
del cancer cervical. Un ejemplo de estos biomarca-
dores es el enhancer del gen 2 homologo a Zeste
(EZH2), el cual es reprimido por la inhibicién de
E6y E7 por siRNA, lo que sugiere que este biomar-
cador estd activo en las células de cancer cervical
transformadas por HPV.'33 Por lo tanto, la infor-
macion generada por el estudio del trancriptoma de
las células de cancer cervical con el uso de siRNA
para los oncogenes de HPV puede contribuir para
el diagnodstico, prondstico y tratamiento de esta
neoplasia.

Disefio de secuencias de siRNA para
E6 y E7 de HPV con el uso de software

Actualmente, se han desarrollado programas com-
putacionales en diferentes software disponibles en di-
ferentes sitios web, que permiten hacer el disefio de
secuencias de siRNA mas eficientes y biol6gicamente
funcionales. En este sentido, se ha reportado el uso
del software siDirect (http://design.RNAi.jp/)*** para
el disefio de secuencias de siRNA altamente eficien-
tes, con alta especificidad por la secuencia blanco,
para silenciar la expresion de genes por RNAI en cé-
lulas de mamifero. Las secuencias de los siRNA alta-
mente eficientes, son seleccionadas a partir del
algoritmo basado en las reglas desarrolladas por Ui-
Tei et al.®? Estas reglas indican que deben de cumplir-
se las siguientes cuatro condiciones de manera
simultanea:

1. La cadena antisentido del siRNA debe de comen-
zar en el extremo 5’ con una secuencia A/U.

2. La cadena complementaria sentido del siRNA
debe comenzar en el extremo 5’ con una secuencia
G/C.

3. La cadena antisentido debe contener una region
relativamente rica de secuencias AU en el tercer
tercio del extremo 5°.

4. Lasecuencia del siRNA no debe contener secuen-
cias estrechas de GC mayores a nueve nucledti-
dos de longitud.

Estas reglas estan fundamentadas en la literatura
para que los siRNA tengan un acoplamiento eficien-
te y funcional con el complejo RISC. Adicionalmente,
en el disefio de las secuencias siRNA, el software si-
Direct minimiza la complementariedad inespecifica
de las secuencias de siRNA, lo que reduce la comple-
mentariedad con secuencias no relacionadas. Para el
cumplimiento de este requisito, el software siDirect
usa una medida de especificidad rigurosa denomina-
da tolerancia de complementariedad inespecifica
(mismatch tolerance) y que consiste en identificar el
nuamero minimo de inespecificidades entre las se-
cuencias de siRNA y cualquier secuencia que no co-
rresponda a la secuencia blanco. Por lo tanto, una
alta especificidad de complementariedad de las se-
cuencias de siRNA tendra una alta probabilidad de
hibridar con la secuencia blanco en presencia de se-
cuencias inespecificas. Se ha reportado el uso del
software siDirect para generar un conjunto de va-
rias secuencias de siRNA para los oncogenes E6 y
E7 de HPV16'35, las cuales tienen las siguientes ca-
racteristicas:

= Los siRNA estan disefiados para incluir a todas
las variantes de HPV16, asi como las isoformas
de los oncogenes generadas por splicing alternati-
vo para silenciar el bicistron E6-E7.

= Las secuencias de los siRNA son potencialmente
factibles de acoplarse con el complejo RISC.

= Los siRNA tienen un minimo de complementarie-
dad con mRNA blanco inespecificos de una base
de datos de secuencias no redundantes de genes
humanos.

De estos andlisis se han reportado un conjunto de
varias secuencias de DNA que transcriben para los
siRNA especificos para E6 y E7. Para evaluar la
funcionalidad de los siRNA, los insertos de DNA
fueron clonados en el plasmido de silenciamiento
psiCheck2. Con esta estrategia se ha demostrado
una alta especificidad para silenciar los oncogenes
E6 y E7, una considerable supresién de la prolifera-
cion de células cervicales tumorales HPV16+, un
aumento de la expresion de p53 y p21-CIP1/WAF1;
asi como cambios morfoldgicos e histoquimicos ca-
racteristicos de la muerte de las células cancerosas
por senescencia celular. Ademas, se demostro la fun-
cionalidad in vivo de los siRNA por la inhibicion del
crecimiento de tumores en un modelo animal tumo-
ral HPV16+.1% Estas evidencias soportan la nocion
que el disefio de siRNA generados con software son
funcionales tanto in vitro como in vivo para silen-
ciar la expresion de los oncogenes E6 y E7 de HPV,
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y tienen efectos bioldgicos en las células cervicales
cancerosas.

Adicionalmente, nuestro grupo también ha desa-
rrollado un protocolo para silenciar la expresion de
los oncogenes E6 y E7 de HPV16 con el uso de siR-
NA (datos en proceso de publicacion). En este estu-
dio se decidi6 disefiar los siRNA para E6 y E7 de
HPV16 con el software siRNA Target Finder de Am-
bion.136 Este software emplea las reglas basicas para
el disefio de siRNA descritas en la literatura y com-
plementadas por investigadores de Ambion. Estas re-
glas indican que:

1. Se hace una busqueda de 21 nucleétidos en el
mRNA blanco que comience con un dinucle6tido
AA seguido de 19 nuclettidos adyacentes como
potenciales sitios blanco para siRNA.

2. Es deseable que la secuencia de los siRNA tenga
una longitud entre 21-25 nucleotidos, que el con-
tenido de G/C sea entre 30% a 60%, que la se-
cuencia en el extremo 5’ comience con un residuo
de G o C seguido del dimero de AA, y que conten-
ga por lo menos las siguientes bases conserva-
das: una A en la posicion 3, una T en la posicion
10, una A en la posicidn 13, una A en la posicion
19.

3. Se deben de seleccionar de dos a cuatro secuen-
cias de siRNA candidatos, ya que se ha observado
que la mitad de los siRNA disefiados azarosa-
mente inducen el silenciamiento aproximadamen-
te del 50% de los niveles de mRNA blanco; y la
seleccién de 1 a 4 secuencias de siRNA tienen
la capacidad de inducir del 75-95% de silencia-
miento del mMRNA blanco.

Con el uso del software siRNA Target Fider de Am-
bion se disefiaron los siRNA para E6 y E7 de HPV16
para clonarlos en el plasmido pSilencer 1.0-U6, el
cual contiene el promotor U6 que es reconocido por
la RNA Pol I11.

La ventaja de usar este tipo de plasmido consiste
en que se generan transcritos pequefios por la RNA
Pol 111, tienen una secuencia de término y la expre-
sion de los siRNAs es més estable comparativamente
gue los siRNAs sintéticos. Con este sistema se eva-
luo el efecto bioldgico que tienen los siRNA en célu-
las SiHa y se demostro el silenciamiento de los
oncogenes E6 y E7 de HPV16, y la induccion de
apoptosis de las células cancerosas. En este momen-
to se encuentran en desarrollo el andlisis de la fun-
cionalidad de los siRNA in vivo en un modelo animal
tumoral HPV16+. Adicionalmente, otro grupo ha
reportado la generacién de siRNA para E7 de

HPV16 en el plasmido pSIRE-DNR?'® el cual tiene
caracteristicas similares al plasmido pSilencer 1.0-
U6 para generar trascritos pequefios. En este estu-
dio los autores demostraron el silenciamiento del
bicistrén E6-E7 de HPV16 en células SiHa y CaSki,
el aumento de la expresion de p53, p21 y pRb hipo-
fosforilada, y la induccién de la muerte de las célu-
las cervicales tumorales por apoptosis.

Con respecto a los software que se utilicen para el
disefio de las secuencias de siRNA, dependera de los
objetivos de cada protocolo de investigacion. Sin em-
bargo, es importante considerar que los diferentes
software disponibles en los diferentes sitios web, tie-
nen sus particularidades. La mayoria de los sitios
web para el disefio de las secuencias de siRNA (siR-
NA Target Finder de Ambion, siDESIGN Center de
Dharmacon, siRNA Target Finder de Gen Script, y
Gene Specific siRNA selector) utilizan la plataforma
de BLAST para identificar secuencias inespecificas.
Por lo tanto, es importante considerar que por las li-
mitaciones de BLAST en la busqueda de alineamien-
tos Optimos, no puede minimizar los efectos de
silenciamiento de secuencias inespecificas. Compara-
tivamente, el software siDirect utiliza algoritmos
mas eficientes para la especificidad de complementa-
riedad de secuencias (mismatch tolerance).

En conjunto, estas evidencias soportan la nocion
de que la administracién de los siRNA especificos
para los oncogenes E6 y E7 de HPV, inducen el si-
lenciamiento de la expresion de estos oncogenes vi-
rales. Adicionalmente, los siRNA tienen efectos
bioldgicos en las células cervicales tumorales huma-
nas transformadas por HPV, como son en la activa-
cion de la muerte celular por apoptosis, en la
senescencia celular, en la citotoxicidad inducida por
drogas utilizadas en la quimioterapia del cancer cer-
vical; y en la inhibicion de la capacidad de las célu-
las cancerosas para inducir tumores in vivo. La
relevancia de estas propiedades de silenciamiento de
los oncogenes E6 y E7 serda mejor apreciada cuando
se realice su aplicacion en protocolos clinicos; lo que
implicard un adecuado andlisis en el disefio de las
secuencias de los siRNA para inducir el silencia-
miento del bicistron E6-E7; en la seleccidon adecuada
de los vectores de clonacion de los siRNA; en la se-
leccidn de los vehiculos de transporte de los siRNA
como biogeles o atelocolagena para protegerlos de la
accion de las endonucleasas y para administrarlos de
manera sitio-especifico y dosis-dependiente; asi como
el disefio de esquemas de tratamiento combinado con el
uso de siRNA, drogas de quimioterapia o esquemas
de radioterapia. Por lo tanto, el uso de la tecnologia de
RNAIi como una estrategia de terapia génica contra
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el cancer cervical, tiene un alto potencial de éxito
para el tratamiento de este tipo de cancer en parti-
cular.

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

El mecanismo de RNAI es un proceso enddgeno,
natural por el cual las células de los eucariontes si-
lencian a nivel post-transcripcional la expresion de
genes cuando ocurre la complementariedad de bases
nucleotidicas entre los MicroRNAs con el mRNA.
Este mecanismo probablemente evolucioné como
parte de los mecanismos de defensa de las células
huésped para contra-restar las infecciones virales o
elementos genéticos exdgenos que utilizan dsRNA
durante alguna fase de su ciclo de vida. Se trata de
un mecanismo ancestral identificado tanto en el rei-
no vegetal como en el reino animal. Por lo tanto, la
identificacion del mecanismo de RNAI ha modificado
el modelo de razonamiento en el sentido de que el
RNA tiene un impacto relevante en la regulacion de
la expresion de genes, adicional a las funciones pre-
viamente identificadas para el RNA como son:

= Ser el intermediario en el flujo de la informacion
genética (transcripcion del mRNA).

= Funcionar como componente estructural en la
magquinaria molecular de la expresion de protei-
nas (rRNA y tRNA).

= Tener funciones auto-cataliticas (SnPRNs).

Debido a las caracteristicas de interaccion secuen-
cia-especifica de los siRNA con los mRNA blanco, es
factible que la tecnologia de RNAI pueda ser usada en
el desarrollo y aplicacidn de estrategias terapéuticas.
Por lo tanto, los siRNA representan potenciales molé-
culas terapéuticas debido a sus propiedades de silen-
ciar el patron de expresion de genes enddgenos o
exdgenos de manera especifica. El efecto de silencia-
miento tiene como fundamento el hecho de que las
aplicaciones de siRNA exogenos solo silencia a genes
especificos, y no tiene efectos colaterales por una defi-
ciente complementariedad de bases nucleotidicas con
otros genes, por unién a proteinas, o por interaccion
con los &cidos nucleicos.

Aunque la tecnologia del RNAI seguramente no
va a remplazar a otras tecnologias existentes como
la de knockout de genes, podria tener un gran im-
pacto para aquellos organismos o condiciones que
no son accesibles a las estrategias de knockout de
genes. Ademas, el RNAI puede ser un método para
estudiar funciones simultaneas de genes analogos,
en organismos en los cuales existe redundancia de

una funcion en particular, ya que estos genes pue-
den ser silenciados de manera simultanea por el uso
de siRNA. Otra de las aplicaciones del uso de la tec-
nologia del RNAI, es como estrategia rapida y eficaz
para analizar las funciones de un gran numero de
genes en una amplia variedad de organismos. Adi-
cionalmente, otra aplicacion del RNAI consiste en la
generacién y seleccion de drogas quimioterapéuticas
por la identificacion de genes que pueden conferir re-
sistencia a drogas; o bien la utilizacion de manera
conjunta de siRNA con esquemas quimioterapéuti-
cos. Este conocimiento podria generar informacion
de los mecanismos de accion de nuevos farmacos te-
rapéuticos y de los efectos de reduccién de la cito-
toxicidad.

En particular para el caso del cdncer cervical, mu-
chos estudios se han realizado y se han descrito nota-
bles éxitos en la induccion de la muerte de las células
cancerosas en cultivo por la administracion de siRNA
especificos para los oncogenes E6 y E7 tanto de
HPV16 como de HPV18. Sin embargo, pocos protoco-
los estan complementados con modelos tumorales
animales en los cuales se demuestre la erradicacion
de los tumores una vez que estan establecidos; lo cual
representa una condicién necesaria de evaluacién in
vivo antes de usar la tecnologia de RNAI en estudios
clinicos en humanos. Otro aspecto que requiere ser
analizado con mayor profundidad, es el referente a la
habilidad de liberacién de las cantidades y eficiencia
de los siRNA para un tumor en particular. Aunque
los primeros estudios del mecanismo de RNAI contra
el cancer cervical usaron siRNA sintetizados quimica-
mente, los subsecuentes reportes han usado plasmi-
dos o vectores virales para inducir la transcripcion de
siRNA bioactivos con efectos en la supresion de la
evolucion tumoral tanto in vitro como in vivo. Con el
uso de estos vectores moleculares, la expresion de los
oncogenes de HPV fue inhibida de manera mas efi-
ciente. La liberacion especifica de los siRNA aun es
una condicion limitante en los diferentes modelos de
estudio. El uso de biogeles adhesivos conjugados con
liposomas y atelocolagena, ha resultado en mayores
beneficios con una mayor eficiencia de liberacion y
dosificacidn de siRNA en el sitio del tumor. En con-
junto, estas evidencias soportan el hecho de que el
uso de siRNA tiene un gran potencial para el trata-
miento de enfermedades que tienen una asociacion y/
o etiologia viral. Por lo tanto, no hay duda y es con-
tundente el hecho de que la tecnologia del RNAI es
una estrategia real de terapia génica contra el desa-
rrollo del cancer cervical. El reto ahora es desarrollar
estrategias mas eficientes para aplicar esta tecnologia
en los protocolos clinicos en humanos.
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ABREVIATURAS

e (Ago2): Proteina argonauta 2.

e (CaCuU): Céancer cérvico uterino.

< (cDNA): DNA complementario.

e (CIP): Proteina inhibidora de ciclinas cinasas.

e (DGCRS8): Gen deletado del sindrome de Di
George.

= (dsRBD): Dominio de unién al RNA de doble ca-
dena.

e (dsRNA): RNA de doble cadena.

< (EB6AP): Proteina asociada a la oncoproteina
E6.

= (HPV): Virus de papiloma humano.

< (Kip): Proteina inhibidora de cinasas.

= (MiRNA): MicroRNA.

= (MRNA): RNA mensajero.

< (PID): Dominio de interaccion de proteinas de
Dicer.

* (pre-miRNA): MicroRNA precursor.

e (pri-miRNA): MicroRNA primario.

= (PIWI): Dominio con actividad de RNase H de
la proteina Ago2.

< (R2D2): Proteina con dos dominios de unién a
dsRNA.

e (Ran-GTP): Factor Ran intercambiador de nu-
cledtidos de guanina.

= (RDE4): Proteina de unién a dsRNA pequefios.

= (RISC): Complejo de silenciamiento inducido
por RNA..

= (RNAI): RNA de interferencia.

= (rRNA): RNA ribosomal.

e (SCID): Inmunidad combinada severa.

= (siRNA): RNA pequefios de interferencia.

= (stRNA): RNA pequefios temporales.

e (TBP): Proteina de union a la secuencia TATA.

e (TGF-betal): Factor de crecimiento transfor-
mante beta 1.

< (TRBP): Proteina de unién el RNA de respuesta
a la trans-activacion.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

(tRNA): RNA de transferencia.
(UTR): Regién no traducida.
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