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RESUMEN

ANTECEDENTES: La infeccion persistente con el virus del papiloma humano (HPV) favorece el desarrollo de cancer
cervicouterino (CaCU), el cual es el segundo cancer mas frecuente a nivel nacional y mundial. Los HPVs oncogénicos més
prevalentes en México y en el mundo, son los genotipos de alto riesgo tipo 16 y tipo 18 (HPV16 y HPV18). La capacidad
oncogénica de estos virus se debe a mecanismos moleculares que ayudan al virus a establecer la infeccion y promover la
formacion de cancer, tales como, evasion del sistema inmune, desregulacion del ciclo celular del epitelio cervical infectado y
promocion de la proliferacién celular, entre otros. En este sentido, las oncoproteinas E6 y E7 del HPV, expresadas en las
células infectadas, estan involucradas directamente en el desarrollo del CaCU. Ambas oncoproteinas propician la pérdida
de funciones cruciales para el control del crecimiento celular. De manera tal que la inhibicion de su expresion ha resultado
ser exitosa para que la célula retome el control de su ciclo celular y muera. Dado que la inhibicién selectiva de la expresion
de oncoproteinas del HPV mediante el empleo de RNA de interferencia pequefios (siRNAs) en células infectadas, ha
demostrado ser eficiente y especifica; puede considerarse una estrategia novedosa para el tratamiento de lesiones
neoplasicas causadas por HPV y CaCU.

OBJETIVO GENERAL: Analizar el efecto que tiene la administracion de los plasmidos psiRNAE6D, psiRNAETD,
generadores de siRNAs especificos para las oncoproteinas E6 y E7, sobre el crecimiento tumoral en un modelo murino con
células HPV16+. Asi como la generacion de construcciones adenovirales conteniendo estos siRNAs.

METODOLOGIA: Previamente se han generado los plasmidos de expresion de siRNAs, psiRNAESD y psiRNAE7D, y se ha
validado su funcionalidad para silenciar los oncogenes E6 y E7 de HPV16 en un sistema in vitro, respectivamente [Salazar-
Leon, et al., 2011]. Estos plasmidos se amplificaron y purificaron a gran escala mediante un método que garantiza que se
encuentren libres de endotoxinas. Simultaneamente, se realizaron construcciones con DNA del adenovirus tipo V de primera
generacion, ligado a los siRNAs incluidos en los plasmidos psiRNAE6GD y psiRNAE7D, con la finalidad de generar un vector
viral para aumentar la transgénesis de los siRNAs. La fase metodologica para la generacion de las particulas adenovirales
se desarrollo parcialmente; sin embargo, se planea realizarse como perspectiva de la tesis. Posteriormente, para la
evaluacion del efecto de la administracién de los plasmidos purificados, se generd un modelo tumoral en ratones BALB/c
normales con haplotipo H-2¢. En estos animales se inoculd subcutaneamente en el dorso, la linea celular BMK-16/myc que
es una linea celular de embrién de ratdn transformada con el genoma completo del HPV16, ademés tiene el mismo
haplotipo de los animales de estudio. En este modelo se administraron 50g de los plasmidos psiRNAEGD y psiRNAETD; y
se analiz6 su efecto sobre el crecimiento tumoral mediante la determinacion del volumen de la masa tumoral en funcién del
tiempo. Finalmente se procesaron los datos mediante un andlisis de regresion lineal por el programa GraphPad Prism5 con
la finalidad de conocer su significancia estadistica y la tendencia de crecimiento.

RESULTADOS: Los plasmidos pSilencer1.0, psiRNAEGD y psiRNAE7D fueron purificados a gran escala. Adicionalmente,
se obtuvieron las construcciones del plasmido adenoviral lineal con un cassette de expresién que contiene la secuencia
silenciante siRNAEG6 para el silenciamiento de E6. El modelo HPV16+ se establecio, obteniendo tumores de 30-40mm3
después de 48 h de inoculacion con la linea celular BMK-16/myc. La administracién del plasmido vacio, pSilencer1.0, no
tuvo efecto en el crecimiento tumoral con respecto al grupo sin tratamiento (P=0.25), lo cual indica que no existe efecto por
la administracion de DNA foraneo. Se observd un efecto en la velocidad de crecimiento de los tumores inducidos en el
modelo tumoral murino con tratamiento de los plasmidos de expresion psiRNAEGD y psiRNAE7D, con respecto a los
controles. La administracién con el psiRNAEGD no tuvo efecto significativo en el crecimiento tumoral respecto al grupo
control tratado con el pSilencer1.0 (P=0.49). No obstante, la administracion del plasmido psiRNAE7D, mostré tener un
efecto significativo en el crecimiento tumoral (P=0.007). Adicionalmente, se observd que la inyeccion con la primera
administracion de psiRNAE7D, disminuye de manera significativa el crecimiento tumoral (P=0.0008) con una velocidad de
41.53 mm3 £ 7.90 (IC95%: 24.97-58.08) diarios comparado con 11.70 mm? + 2.17 (IC95%: 7.149-16.25) diarios del grupo
control. La segunda administracién no cambia la velocidad de crecimiento (P=0.82), pues el grupo tratado tuvo un
crecimiento tumoral de 19.82mm3 + 5.87 (IC95%: 7.13-32.50) diarios, comparado con 26.55mm3 + 29.53 (IC95%: -37.24-
90.35) diarios para el grupo control. La tercera, tiene un efecto significativo al disminuir la masa tumoral en éste grupo
respecto al grupo control, sin embargo los resultados no son confiables debido a fallos técnicos o invasion del tumor hacia
organos interno.

CONCLUSION: El tratamiento con el plasmido psiRNAE7D, en el modelo experimental murino HPV16+, disminuyé
significativamente el crecimiento tumoral respecto al tratamiento con el plasmido vacio, psiRNAEGD vy sin tratamiento. A
pesar de que no se generaron las particulas adenovirales para aumentar la transgénesis de los siRNAs, se logro generar la
construccidn adenoviral recombinante que incluye la secuencia silenciante de la expresion de la oncoproteina E6.



ABSTRACT

BACKGROUND: Persistent infection with human papillomavirus (HPV) promotes the development of cervical cancer
(CaCu), which is the second most common cancer nationally and globally. The most prevalent oncogenic HPVs in Mexico
and the world are the high-risk genotypes 16 and 18 (HPV16 and HPV18). The tumorigenicity of these viruses is due to
molecular mechanisms that help the virus to establish infection and promote the formation of cancer, such as immune
evasion, cell cycle deregulation, promotion of cell proliferation, inter others. In this regard, E6 and E7 oncoproteins HPV
expressed in infected cells, are directly involved in the development of the CaCU. Both oncoproteins favor the loss of critical
functions to cellular growth control. The inhibition of its expression has proved to be successful for the cell to regain control of
their cell cycle and die. Since the selective inhibition of expression of HPV oncoproteins by using small interfering RNA
(siRNAs) in infected cells, has proven to be efficient and specific, can be considered a novel strategy for the treatment of
neoplastic lesions caused by HPV and CaCU.

GENERAL OBJETIVE: To analyze the effect of the administration of plasmids psiRNAE6D, psiRNAE7D, who generate
specific siRNAs for E6 and E7 oncoproteins, on growth tumor in a murine model HPV16+. And the generation of adenoviral
constructs containing these siRNAs.

METHODOLOGY: Previously were generated siRNAs expression plasmids, psiRNAEGD and psiRNAE7D, its functionality
has been validated to silence oncogenes E6 and E7 of HPV16 in an in vitro system. [Salazar-Leon, et al., 2011]. These
plasmids were amplified and purified on a large scale by endotoxin free method. Simultaneously, were made DNA constructs
with the adenovirus DNA type V of the first generation, including siRNAs from psiRNAEGD and psiRNAE7D plasmids, in
order to generate a viral vector to increase the transgenesis of siRNAs. The methodology for the production of adenoviral
particles has been partially developed, but has planned as perspective. Subsequently, to evaluate the effect of administration
of the purified plasmids, we generated a tumor model in normal mouse BALB/c with H-2d haplotype. In these animals was
inoculated subcutaneously on the back, BMK-16/myc cell line, which is a cell line of mouse embryo transformed with the
complete genome of HPV 16, also has the same haplotype of the study animals. In this model we administered 50ug of
plasmids psiRNAEGD and psiRNAET7D, and analyzed their effect on tumor growth by determining the volume of tumor mass
versus time. Finally data were processed using a linear regression analysis by GraphPad Prism5 program in order to meet
its statistical significance and the growth rate.

RESULTS: The plasmids pSilencer1.0, psiRNAEGD and psiRNAE7D were purified on a large scale. Additionally, plasmid
adenoviral constructs has obtained with an expression cassette containing the sequence of siRNAEG to silence E6. The
murine model HPV16+ was established obtaining 30-40 mm?3 tumors after 48 h of inoculation with BMK-16/myc cell line. The
administration of empty plasmid, pSilencer1.0, had no effect on tumor growth relative to the untreated group (P = 0.25),
suggesting that there is no effect by the administration of foreign DNA. Effect was observed in the growth rate of tumors
induced, with the treatment of the expression plasmids, psiRNAEGD and psiRNAE7D, respect to controls. The administration
of psiRNAEGD had no significant effect on tumor growth relative to pSilencer1.0 plasmid control group (P= 0.49). However,
the administration of psiRNAE7D plasmid, showed to have a significant effect on tumor growth (P= 0.007). Additionally, it
was observed that injection of the first psiRNAE7D administration, significantly reduces tumor growth (P= 0.0008) with a rate
of 41.53 mm3 % 7.90 (95%Cl: 24.97-58.08) compared with 11.70 mm3 £ 2.17 (s5%Cl: 7.149-16.25) per day in the group treated
with control group. The second administration does not change the growth rate (P = 0.82), as the group treated tumor grew
19.82mm?3 + 5.87 (95%Cl: 7.13-32.50) per day, compared with 29.53 £ 26.55mm? (5% Cl: -37.24 -90.35) per day for the control
group. The third, has a significant effect in reducing tumor in this group than the control group, however the results are not
reliable due to technical failures or tumor invasion into internal organs.

CONCLUSION: Treatment with psiRNAE7D plasmid in murine experimental model HPV16+, significantly reduced tumor
growth compared to treatment with the empty plasmid, psiRNAEGD and untreated. Although not adenoviral particles were
generated to increase the transgenesis of siRNAs, we produced the recombinant adenoviral construct that includes the
sequence silenciante of E6 oncoprotein expression.
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1. Introduccion.

El virus del papiloma humano (HPV, por sus siglas en inglés human papilloma virus), es el agente causal en el desarrollo del
cancer cervicouterino (CaCU). EI CaCU es una de las causas méas importantes de mortalidad en México y en el mundo ya
que produce alrededor de 250 mil muertes por afio a nivel mundial, 80% de las cuales ocurre en paises en vias de
desarrollo. Existen mas de 200 tipos de HPVs, los cuales pueden clasificarse de acuerdo a su capacidad para causar
cancer, en virus de bajo y alto riesgo. Particularmente los tipos 16 y 18 de alto riesgo (HPV16 y HPV18) son los virus con
mayor prevalencia a nivel mundial causantes de CaCU, siendo el HPV16 el genotipo con mayor prevalencia presente en el
57% de los casos con CaCU [CDC, 2007; WHO, 2010].

Se sugiere que el proceso de carcinogénesis cervical ocurre como consecuencia de la infeccion, integracion del genoma
viral en la célula hospedera y, la expresion de las oncoproteinas virales, siendo éstas Ultimas las que favorecen el proceso
de transformacion celular, proliferacion celular e inhibicién de la apoptosis. La suma de todos estos fendmenos genera
descontrol del ciclo celular lo cual conlleva a la patologia del CaCU. En este sentido, las oncoproteinas E6 y E7 del HPV16
estan involucradas en la carcinogénesis pues algunos de sus blancos celulares son las proteinas supresoras de tumores,
p53 y pRb, respectivamente. E6 promueve la ubiquitinacién de p53 y causa su degradacion via proteasoma, dejando a la
célula epitelial sin proteinas que detecten mutaciones en su genoma ni controlen su crecimiento celular. Asi también se
promueve la activacion de la fase de S del ciclo celular, donde se realiza la sintesis del material genético. E7 se une a
miembros de la familia de pRb desestabilizandolos y promoviendo la disrupcién del complejo que forma con E2F, lo cual
resulta en la activacion de factores de transcripcién requeridos para la progresion del ciclo celular [Lopez-Saavedra y Lizano
Soberdn, 2006).

Diversos estudios han evidenciado que el silenciamiento de E6 y E7 por medio del uso de RNA de interferencia pequefios
(por sus siglas en inglés, small interference RNA, siRNA) provoca la inhibicidn del efecto de estas oncoproteinas y favorece
que la célula retome su control de crecimiento y se induzca su muerte. Por tal motivo, el uso de siRNAs tiene un alto
potencial como estrategia terapéutica en contra del CaCU. Actualmente, se ha demostrado la efectividad de los siRNAs
para el silenciamiento de la expresién de E6 y E7 en lineas celulares, lo cual conlleva a la muerte selectiva de células
infectadas por el HPV16 [Choo, et al., 2000; Yoshinouchi, et al., 2003; Sima, et al., 2008; Yamato, et al., 2008; Niu, et al.,
2006; Chang, et al., 2010;]. En este sentido, recientemente el grupo del Dr. Peralta ha disefiado y validado una herramienta
novedosa en el campo de la terapia génica que consiste en la transfeccion de plasmidos que expresan siRNAs especificos
para el silenciamiento de E6 y E7, evaluando su funcionalidad en lineas celulares cancerosas cervicales humanas HPV16
positivo (HPV16+). Los resultados fueron contundentes, ya que la expresion de E6 y E7 se vio disminuida, lo cual coincidié
con la restauracion de la expresion de pRb y p53 y se observé la induccién de la muerte de las células cancerosas por
apoptosis y autofagia [Salazar-Leén et al., 2011]. Sin embargo, es necesario comprobar su efecto funcional en un modelo
tumoral experimental murino infectado por HPV16. Por tal motivo, en este proyecto se decidié evaluar la funcionalidad de
estos plasmidos de expresion de siRNAs para inducir el silenciamiento de las oncoproteinas E6 y E7 del HPV16 y por ende
inhibir el crecimiento tumoral en un modelo experimental murino HPV16+. Por ofra parte, se generd una construccion
adenoviral para siRNAs capaces de aumentar la transgénesis y hacer mas eficiente el silenciamiento de las oncoproteinas
E6 y E7 del HPV16 en un modelo tumoral experimental murino HPV16+.



2.  Marco teérico o conceptual.

a. Salud publica y Cancer Cervicouterino (CaCU).

En 1976, el investigador aleman Harold zur Hausen fue la primera persona en demostrar la presencia de los genomas del
HPV en verrugas genitales y en tejidos de cancer de cérvix por medio de experimentos de hibridacion [Hausen, 1977;
Lépez-Saavedra y Lizano Soberén, 2006], demostrando asi la etiologia del CaCU. En este sentido, la infeccion por HPV es
la més frecuente de las infecciones que se transmiten por via sexual en muchos paises del mundo. A pesar de que mas de
la mitad de las personas sexualmente activas son infectadas en algin momento de su vida, la mayor parte de ellos pueden
sobrellevar la infeccion, ya sea de manera asintomatica o transitoria, y desaparece con el tiempo. Sin embargo, la infeccion
por el HPV puede ocasionar en ofras personas la aparicion de verrugas y lesiones cervicales que pueden evolucionar en
cancer cervicouterino (CaCU) [CDC, 2007].

El CaCU es el segundo tipo de cancer mas frecuente en México en mujeres de 45 a 54 afios de edad, situandonos por
arriba de la tasa de mortalidad mundial (9.2 y 8.2 casos por 100,000 habitantes, respectivamente [WHO/ICO, 2010]. El
CaCU invasivo se precede por lesiones precursoras, las cuales se caracterizan por alteraciones en la proliferacién y
diferenciacién celular, la estratificacion y atipia nuclear. Estas lesiones se clasifican de acuerdo a sus caracteristicas
histolégicas como neoplasias intraepiteliales cerviales (NIC 1, 11, 1ll) o de acuerdo a caracteristicas citoldgicas como lesiones
escamosas intraepiteliales de acuerdo a la terminologia de Bethesda [Boulet et al., 2008]. En México se estan
implementando diversas estrategias para prevenir el CaCU. Se ha demostrado que se puede reducir su incidencia y
mortalidad mediante programas de monitoreo o screening de buena calidad citologica y de andlisis, con la finalidad de
detectar oportunamente lesiones intraepiteliales con potencial evolucion a cancer. Ademas, con la introduccién de las
vacunas contra el HPV, cervarix y gardasil, se espera que la tasa de incidencia y mortalidad del cancer cervical disminuya
significativamente en las proximas décadas [Instituto Nacional de Cancer, 2011]. Los factores que incrementan el riesgo
para la infeccion con HPV son diversos, tales como la promiscuidad, actividad sexual a temprana edad, tener historial de
otro tipo de enfermedades de transmisién sexual, presencia de verrugas genitales, Papanicolaou con resultados anormales,
pareja sexual con cancer de cérvix 0 de pene, edad, persistencia viral, uso prolongado de anticonceptivos orales,
coinfeccion con otros virus como el herpes simple tipo 2, el citomegalovirus humano tipo 6 y 7; asi como la carga viral y
predisposicion genética [Lopez-Saavedra y Lizano Soberén, 2006; WHO/ICO, 2010]. Por otra parte, diversos
comportamientos humanos como el uso del conddn y la circuncision, cuya prevalencia en México fueron de 6.4% y <20%,
para el 2006 y 2007, respectivamente; tienen un efecto protector significativo contra la transmision del HPV, lo cual significa
una estrategia alternativa preventiva en materia de salud [WHO, 2010]. Sin embargo, no existe una terapia especifica en
contra del CaCU, por lo que entender la biologia molecular de su agente causal sera fundamental para el desarrollo de

posibles terapias novedosas.



b. Caracteristicas moleculares del HPV.

De acuerdo al Consejo Internacional para la Taxonomia de los Virus, (ICTV), el virus del papiloma pertenece a la familia
Papillomaviridae, y los de alto riesgo al género Alphapapillomavirus [ICTV, 2010]. EI HPV es un virus icosaédrico pequefio
de 55 a 60 nm de diametro formado por ADN de doble cadena con un tamafio de 7,900 pares de bases. La capside viral de
los HPVs esta formada por 72 capsémeros, de los cuales 60 son hexameros y 12 pentameros. Las proteinas que lo
constituyen en mayor proporcién es la L1y en menor la L2. EI HPV es relativamente estable y debido a que no tiene una
envoltura, permanece infeccioso en un ambiente himedo por meses [Lopez-Saavedra y Lizano Soberon, 2006;
Sanclemente y Gill, 2002].

El genoma del HPV esta conformado por tres regiones (Figura 1), una regién larga de control (LCR) la cual no contiene
marcos de lectura pero si promotores de genes de este virus; una region temprana que codifica para proteinas elementales
para la replicacion viral, y finalmente, una region tardia codificante para las proteinas de la capside, L1y L2. [Sanclemente y
Gill, 2002; Horvath et al., 2010]. En la tabla 1 se hace una breve descripcion de la funcién de los marcos de lectura abiertos
del HPV.
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Figura 1. Organizacion del genoma del virus del papiloma humano. [Modificado de Lépez-Saavedra y Lizano
Soberon, 2006].



Tabla 1. Funcién de los productos de los genes expresados del HPV [Modificada de Sanclemente y Gill, 2002].

Genes Funcidn

E1 Actividad de DNA helicasa, uniéon al DNA dependiente de ATP, ATPasa. Involucrada en

replicacion y represion.

E2 Regulador de la transcripcidn y replicacion viral, control de la expresion genética de la region

temprana viral. Necesaria para la eficiente replicacion del DNA viral junto con E1.

E4 Expresada como un gen tardio en epitelio diferenciado, y esta involucrada en una infeccion
productiva asociada a la queratina del citoesqueleto en células cultivadas epiteliales. Tiene un

papel en la liberacion del virus.

E5 Actividad transformante en HPV16 in vitro. Estimula la proliferacion celular de tipo benigno in

vivo pero puede tener un papel en la iniciacién de la carcinogénesis.

E6 Papel en el proceso de transformacién junto con E7. Tiene propiedades de activacion

transcripcional. Induce degradacion de p53.

E7 Propiedades transcripcionales similares al promotor de adenovirus E2, induce la sintesis de
DNA en células quiescentes. Papel en la transformacién celular en roedores en cooperacién
con el oncogén de ras activado. E7 se une a la forma hipofosforilada de la proteina de
retinoblastoma (pRb) resultando en su inactivacion y permitiendo la progresion celular a la fase

S del ciclo celular.

L1 Componente mayoritario de la capside viral proteica.

L2 Componente minoritario de la capside viral proteica.




¢. Mecanismo de carcinogénesis del HPV.

El 90% de las personas presentan la infeccion con HPV de manera asintomatica, la cual es eliminada en un lapso de 1 0 2
afios. Sin embargo, el HPV genital es considerado la causa de las enfermedades de transmision sexual mas comdn, lo cual
constituye alrededor de 500, 000 casos nuevos a nivel mundial de cancer de cérvix, ano, vulva, pene, de cabeza y cuello
[WHO, 2010; Martin D, 2009]. En este sentido, se han establecido programas de tamizaje como la prueba de Papanicolaou

(PAP), la cual provee informacion importante acerca de la deteccion temprana del CaCU.

En general, el desarrollo del CaCU, desde la infeccién al desarrollo de la neoplasia, se sugiere que se lleva a cabo en un
periodo de 12 a 15 afios. Durante este tiempo se generan procesos cronicos de inflamacion, una interaccién multietapa
compleja con el sistema inmune del hospedero, asi como la combinacion de la expresidn de dos oncogenes virales E6 y E7,;
seguido de la integracion del ADN viral en el genoma del hospedero y una serie de cambios epigenéticos que ocurren en

lesiones de displasias [Martin D, 2009].

En este sentido, los genotipos HPV16 y HPV18 son los virus de alto riesgo con mayor prevalencia en CaCU en el mundo.
En México el 56.8% de los casos de CaCU son debidos a la infeccién con HPV16 y el 10.7% al HPV-18 (WHO, 2010). Se
consideran de alto riesgo debido a que algunos de sus productos de expresion, interaccionan con las proteinas supresoras
de tumores, las cuales son reguladoras principales del crecimiento celular (Huang et al., 2010). Precisamente las proteinas
E6 y E7 del HPV son las responsables de la inactivacién de las proteinas p53 y pRb, las cuales son reguladoras principales
del crecimiento celular. La pérdida de su funcion conlleva a una desregulacion del ciclo celular que posteriormente dara
como resultado el desarrollo de CaCU. Esto sucede como consecuencia de que E6 se une directamente a p53 promoviendo
su ubiquitinacién y degradacion via proteasoma. El oncogén E6 tiene una secuencia de 450 a 500 pb que codifica la
proteina E6 de 150 aminoacidos con un peso molecular de 16 a 18KDa. La proteina E6 contiene dos motivos dedos de zinc
altamente conservados, cuya caracteristica es la secuencia consenso Cys-X-X-Cys, la cual es esencial para su funcion
pues es la que interacciona con sus blancos moleculares [Lizano-Soberé6n et al., 2009]. E6 se asocia con una proteina
celular del hospedero, AP, formando el complejo E6-AP con actividad de E3 ubiquitin ligasa. De esta manera, E6 y E6-AP
inducen la rapida degradacién de p53 mediante ubiquitinacién, y posterior degradacién via proteasoma [Lizano-Soberdn et
al., 2009; Faridi, et al., 2011] (ver Figura 2). La proteina p53 es la mas comunmente mutada, y se propone que esta alterada
cerca del 50% de los canceres humanos [Martin D, 2009]. Se ha comprobado que E6 por si sola tiene un potencial
oncogénico débil en algunas lineas celulares, por lo que la capacidad transformante e inmortalizante se potencia con la

cooperacion de la proteina E7 [Lopez-Saavedra y Lizano Sober6n, 2006].

La proteina E7, por su parte, compite por la union a la proteina de retinoblastoma (pRb) con el factor de transcripcidn E2F,
promoviendo la entrada a la fase S de sintesis del ciclo celular [Lizano-Soberon et al., 2009] (ver Figura 3). Se ha observado
que la inactivacion de pRb promueve un efecto antiproliferativo mediado por p53, por lo que la estrategia de promover la
eliminacién de p53 por parte del HPV es eficiente y suficiente para el proceso de carcinogénesis cervical [Martin D, 2009;

Ledwaba et al., 2004]. Adicionalmente, E7 se une a complejos de ciclinas, tales como p33-cdk2, cuya funcion es controlar la

5



progresion del ciclo celular [Sima, et al., 2008]. Por su parte, las proteinas E7 del HPV-6 y HPV-11 de bajo riesgo se unen
de manera menos eficiente a pRb que las proteinas E7 de los HPVs de alto riesgo [Sanclemente y Gill, 2002], por lo que se
ha disefiado como estrategia terapéutica el silenciamiento de este oncogén mediante la aplicacion de terapia génica.
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Figura 2. Modelo estructural de la proteina E6 del HPV-18. Se muestran las dos estructuras esenciales en la actividad de E6: sus dos

dedos de zinc, como estructuras fundamentales para la interaccién de la proteina con varios blancos celulares (Tabla 2), y el carboxilo
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Tabla 2. Interaccion de la oncoproteina E6 con diferentes blancos moleculares en células infectadas con HPV.
[Modificada de Lépez-Saavedra y Lizano Soberén, 2006].

Proteinas celulares que interaccionan con E6

Proteina Funcién celular de la proteina blanco Degradacion Posibles consecuencias para la
celular blanco (+/-) célula

AMF-1/Gps2 Incrementa la actividad de P300. + Supresion de Gps2. Activacion de la

transcripcion.

Bak Miembro de la familia Bcl2; proteina proapoptética. + Efecto antiapoptético.

CBP/P300 Coactivador de p53. Activacion de genes de control - Regulacién negativa de la transcripcion
del ciclo celular, de la diferenciacion y de la respuesta dependiente de p53.
inmune.

c-Myc Factor de transcripcion; induccién de apoptésis. + Impedir la apoptosis dependiente de c-

Myc.

EGAP Regulacion de la transduccion de sefiales en células + Desregulacion de estas sefiales de
en proliferacion mediante la degradacion de la cinasa transduccion. Factor esencial para la
Blk de la familia Src. actividad degradativa de E6.

E6TP1 Proteina activadora de la GTPasa (GAP)- + Inhibicién de la sefial mitogénica mediada
Regulador negativo de Rab. por Rab.

ERC55 (E6BP) Proteina de union a calcio, participa en la - Inhibicion de la diferenciacion terminal de
diferenciacion de las células epiteliales en la las células epiteliales. Inhibicién de la
inhibicion de la apoptosis. apoptosis independiente de p53.

hDLG/Sap97 Homoélogo humano de la proteina supresora de + Afecta la adhesién celular, polaridad y
tumores de los discos largos de Drosophila, proliferacién, lo que contribuye a la
importante en la formacion de la polaridad en células activad invasora de las células
epiteliales  en  diferenciacion.  Formacién vy transformadas.
mantenimiento de las uniones intercelulares

hScrib Homdlogo humano de la proteina supresora de + Pérdida de la adhesion celular y de la
tumores Scrib de Drosophila, que controla la polaridad
formacién de las uniones intercelulares epiteliales e
inhibe el crecimiento celular

Factor Induccién del mRNA del interferdn B. Transactivador - Respuesta celular inadecuada a la

regulatorio 3 del de los interferones. infeccion viral (no hay interferencia con la

interferon replicacion viral, ni incremento de MHC-1,
ni activacién de las células NK).

MAGI- 1/2/3 Proteinas de la unién estrecha; formacion de + Afecta la sefializacidén Akt. Inhibicién de la
complejo P-catenina. Regulador del supresor de apoptosis independiente de P53
tumores PTEN

Mcm7 Iniciacion de la replicacion del DNA + Omisién del punto de arresto en G1.

Posible modulacion de la abundancia de
Mcm7.

Mupp1 Proteina de andamio con mdltiples sitios PDZ. + Rompimiento del ensamblaje de los
Posible papel en la transduccién de sefiales complejos de sefialamiento en las

membranas de las células epiteliales.

Paxilina Proteina de adhesion focal; participa en la adhesion - Rompimiento del citoesqueleto de actina
celular y en la regulacién del citoesqueleto de actina. y de las interacciones de la matriz celular

P53 Proteina supresora de tumores. Regulacion de la + Pérdida de control del ciclo celular.
respuesta celular a los eventos mitogénicos. Efectos antiapoptéticos.

XRCC1 Proteina de reparacion del DNA - Interferencia con la eficiencia de

reparacion




Tabla 3. Interaccion de la oncoproteina E7 con diferentes blancos moleculares en células infectadas con HPV

[Modificada de Lopez-Saavedra y Lizano Soberdn, 2006].

Proteina celular blanco

Miembros de la familia AP1
a-glucosidasa

Ciclina A
CiclinaE
Cinasa de la histona H1

hTid-1

IGFBP-3 (Proteina de unién
al factor de crecimiento tipo
insulina.

IRF-1

Factor transcripcional
inducido por el interferon-y
Mi2p

Mpp2

M2 piruvato-cinasa (M2-PK)

pRB

Proteinas pocket asociadas a
pRB

p21cip1

P21KiP-1

P48

ATPasa subunidad 4

TAF110 (Factor asociado a la
proteina de union a la caja
TATA)

TBP (Proteina de union a la
caja TATA)

Funcién celular de la proteina
blanco
Factores de transcripcion.
Enzima del control glucolitico.

Actividad de cinasa.
Actividad de cinasa.

Homoélogo al supresor de tumores de
Drosophila Tid56 dnaj, modulador de la
apoptosis.

Blanco transcripcional de p53 que limita la
disponibilidad del IGF.

Regula la expresion del IFN-B.

Deacetilasa de histonas.
Factor de transcripcion.

Modulacion de la actividad de la enzima
glucolitica M2.

Regulacién del ciclo celular mediante la
acomplejacion con los factores de
transcripcion E2F.

Regulacion del control del ciclo celular

Inhibidor de cinasas dependientes de
ciclinas

Inhibidor de cinasas dependientes de
ciclinas

Proteina  regulatoria  del
(componente de unién al
ISGF3).Proteina mensajera.

interferon
DNA de

Subunidad de S4 del proteasoma 26S.

Involucrada en el inicio de la transcripcion;
coactivador en la regulacion de la
transcripcion.

Involucrada en el inicio de la transcripcion.

Posibles consecuencias para la
célula
Abolicién de la actividad de IRF-1.
Activacién alostérica que sobreconsume
las reservas de glucégeno. Promocion
de hiperproliferacién celular.
Activacion de ciclina Ay E.

Interferencia con la transicion G2/M del
ciclo celular.
Activacion de
responden a E2F.

los promotores que

Decremento en la cantidad del IGFBP.

Inhibicion de la activacién del promotor
del IFN-B mediada por el IRF-1, a través
de una deacetilasa de histonas.
Abolicién de la actividad transcripcional
de IRF-1.

Abolicién de la actividad transcripcional
de IRF-1.

Cambio del balance desde la forma
tetramerica de alta afinidad por su
sustrato hacia el estado dimérico de
baja afinidad de la M2-PK.

Fosforilacion de pRb y subsecuente
liberacion de E2F, ubiquitinacion y
subsecuente degradacion.

Pérdida del control del ciclo celular y
activacion de genes especificos para la
progresion del ciclo celular

Estimulacion del crecimiento mediante la
pérdida del control del ciclo celular
Estimulacion del crecimiento mediante la
pérdida del control del ciclo celular
Inhibicion de las vias de sefializacion del
interferon por medio de la translocacion
de P48 a nicleo dada la estimulacién
del IFN-a.

Degradacion de pRB mediante la union
directa la proteasoma.

Modulacién de la transcripcion.

Interferencia con la activacion de los
promotores que responden a P53.



d. Silenciamiento de la expresion proteica mediante el proceso de RNA de interferencia (iRNA).

La interferencia post-transcripcional de la expresion proteica especifica por medio de la accion de los iRNAs sucede en
muchos organismos como un mecanismo de regulacidén genética endogena y normal. Este mecanismo de silenciamiento de
expresion de genes se encuentra altamente conservado en diferentes especies eucariontes. Inicialmente, se describio por
primera vez en C. elegans al observar el silenciamiento de la expresién de genes homélogos especificos al ser tratado con
RNA de doble cadena [Fire, et al., 1998]. En 1990 se describié en plantas al intentar incrementar la expresion de la enzima
chalcona sintetasa, que es la encargada de la pigmentacion en petunias, lo cual resultd en petunias sin color debido a que
la introduccion en exceso de ciertos RNAs pequefios redujeron 50 veces la expresion de la enzima [Van der Kol, et al.,
1990].

En este sentido, el conocimiento de la accién enddgena de los iRNAs ha permitido su aprovechamiento para el
silenciamiento especifico de diferentes genes con la finalidad de observar su funcién, asi como una potencial herramienta
terapéutica en enfermedades relacionadas con la expresién de genes alterados. En el 2001, se demostr6 que el tratamiento
con RNA de doble cadena (double strain RNA, dsRNA) de un tamafio de 21-25 pb (pares de bases), o siRNA (small
interference RNA), podia inducir el silenciamiento post-transcripcional especifico de varios genes de expresién endégena en
diferentes lineas celulares incluyendo HEK293 y células HelLa [Elbashir, et al., 2001]. Ademas, se observd que las horquillas
pequefias de RNA compuestas por una hebra sentido y antisentido producian el mismo efecto silenciante, estas horquillas
tomaron el nombre de shRNA (del inglés “short hairpin RNA”) (ver Figura 4). En resumen, se ha observado que el
silenciamiento de genes se puede inducir por la administracién de siRNAs secuencias especificos, tanto de genes
enddgenos celulares asi como de genes virales exdgenos [Aigner, 2007; Correa De Adjounian, et al., 2008]. En esa misma
l6gica, en el presente trabajo, se propuso evaluar el efecto antitumoral del silenciamiento de los oncogenes E6 y E7 de
HPV16 in vivo, mediante el empleo de los plasmidos psiRNAEGD y psiRNAE7D, HPV16 sobre un modelo tumoral murino
HPV16+.

Una vez que los plasmidos psiRNAEGD y psiRNAE7D se encuentran dentro de la célula, se lleva a cabo la transcripcion de
los siRNAs resultado de la unién de la secuencia promotora U6 presente en el plasmido y la RNApol tipo Ill, encargada de la
produccion de RNA pequefios [White, 2011]. Esto lleva a la activacion de diferentes enzimas que los procesan en pequefios
siRNAs de 21-23 pb [Correa De Adjounian, et al., 2008]. Especificamente, se ha observado que esta reaccién la cataliza
Dicer, una endonucleasa tipo RNAsa Ill, que es la encargada de procesar los siRNAs [Tijsterman, et al., 2004].
Posteriormente, los siRNAs generados son reconocidos por un complejo de proteinas llamado complejo RISC (por sus
siglas en inglés, RNA induced silencing complex). RISC por su parte tiene una actividad helicasa que le hace posible el
desenrrollamiento de la doble cadena del siRNA, quedandose finalmente sdlo con la hebra antisentido o guia de siRNA. De
esta manera se permite que la cadena guia o antisentido quede ensamblada en el complejo RISC. Posteriormente, RISC
queda activo por lo que reconoce al mRNA que tiene la secuencia complementaria. Si se logra el 100% de
complementariedad, el mRNA es totalmente degradado, de lo contrario no se degrada pero la hibridacion inespecifica

genera una estructura conformacional con el mRNA, lo cual evita su traduccién [Doench, et al., 2003]. Esto sucede con la



finalidad de guiar el corte preciso del mMRNA en posicidon complementaria a la cadena guia en el nucleétido 10. Se propone
que la secuencia complementaria del mRNA requerida para el silenciamiento no es mayor a 7 nucleétidos de longitud.
Diversos grupos de investigacion en el mundo han utilizando el silenciamiento de los genes, E6 y E7, con el fin de inhibir el
proceso carcinogénico. Basicamente la diferencia entre sus investigaciones esta en el disefio de los siRNA para silenciar a
los oncogenes E6 y E7, principalmente para las infecciones de HPV16 y HPV-18 de alto riesgo [Peralta-Zaragoza, 2010]
(ver Tabla 4).

shRNA-encoding
1. RNAI siRNA dsRNA plasmid  virus

3. RNAi mechanism

RISC “/ N @W
assembly RISC @ _f dsRNA
ATP siRNA
RISC >l 'ﬁ/
activation ADP + P, shRNA
i
ADP +P, l

RISC* @ Lol

RiSeR ding ATP Transcription

to target mRNA l
Target cell
RISC* g ,} -

l . mRNA
YN —5— P%n‘%

Figura 4. Proceso general del mecanismo de RNA de interferencia (iRNA). EI iRNA es un mecanismo intracelular el cual

es efectuado por diferentes moléculas efectoras. Una vez que los siRNA son incorporados al complejo de silenciamiento
inducido por RNA (RISC), los siRNA son desnaturalizados quedando en una solo cadena guia. Este ensamble media la
hibridacion de esta cadena guia acoplada a RISC con el mRNA blanco. Esto resulta en la ruptura del mRNA y su
subsecuente degradacion. Para que este proceso resulte funcional en un sistema in vivo o in vitro se requieren estrategias
para la liberacion de los siRNAs, los cuales se ejemplifican en el cuadro 1 de esta figura y se detallan en la Tabla 4
[Modificado de Aigner, 2007].
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Tabla 4. Silenciamiento de la expresion de los oncogenes de E6 y E7 con HPV con siRNAs (Modificado de Peralta-Zaragoza,
2010).

Silenciamiento de E6 y E7 de HPV-16. Expresidn de p53 y p21. Induccién de
E6y E7 de HPV-16 siRNA sintéticos L
apoptosis in vitro [Jiang, et al., 2002]
Silenciamiento de E6 y E7 de HPV-16. Expresidn de p53, p21 y pRB. Inhibicién
E6 de HPV-16 siRNA sintéticos de la proliferacion celular in vitro.Inhibicion del crecimiento tumoral in vivo
[Yoshinouchi, et al., 2003].
. o Silenciamiento de E6 de HPV-16. Expresién de p53, p21 y pRb. Induccién de
E6 deHPV-18 siRNA sintéticos L
apoptosis in vitro [Butz, et al., 2003].
siRNA sintéticos con Silenciamiento de E6 de HPV-16. Induccién de apoptosis in vitro e in vivo [Niu, et
E6 de HPV-16
liposomas al., 2006]
siRNA sintéticos con Silenciamineto de E6 y E7 de HPV-18. Expresion de p53.Disminucion de la
E6y E7 de HPV-18 o . S )
quimioterapia citotoxicidad in vitro [Koivusalo, et al., 2005].
siRNA en lentivirus con Silenciamiento de E6 y E7 de HPV-18. Expresién de p53. Disminucion de la
E6 de HPV-18 o . S
quimioterapia citotoxicidad in vitro [Putral, et al., 2005].
siRNA sintéticos en geles  Silenciamiento de E6 y E7 de HPV-16. Induccion de apoptosis in vitro. Inhibicién
E6y E7 de HPV-16 . . o S
bio-adhesivos del crecimiento tumoral in vivo [Jiang, 2004].
Silenciamiento de E6 y E7 de HPV-18. Expresion de p53 y pRb. Induccion de
E6y E7 de HPV-18 siRNA con atelocoldgena  senescencia celular in vitro. Inhibicion del crecimiento tumoral in vivo [Fuijii, et al.,
2006].
. o Silenciamiento de E6 y E7 de HPV-18 y ciclina A. Expresién de p53, pRb, p16,
E6y E7 de HPV-18 siRNA sintéticos ] o
p21, p27. Induccién de apoptosis in vitro [Lea, et al., 2007].
siRNA en el plasmido Silenciamiento de E6 y E7 de HPV-18. Expresion de p53 y p21. Analisis de la
E6y E7 de HPV-18 . ]
pSUPER expresion del transcriptoma de células cancerosas [Kuner, et al., 2007].
. ) Silenciamiento de E6 y E7 de HPV-16. Expresion de p53 y p21. Induccion de
siRNA en el pldsmido . o o . o
E6 y E7 de HPV-16 Chedk2 senescencia celular in vitro. Inhibicién del crecmiento tumoral in vivo [Yamato, et
siChec
P al., 2008].
E7 de HPV-16 siRNA en el plasmido Silenciamiento de E6 y E7 de HPV-16. Expresién de p53, p21 y pRb. Induccién
e -
pSIRE-DNR de apoptosis in vitro [Sima, et al., 2008].
Silenciamiento de E6 y E7 de HPV-16. Expresidn de p53 y p21. Induccion de
E6 y E7 de HPV siRNA en lentivirus apoptosis in vitro e in vivo. Mayor eficiencia de infecciénen células en
proliferacién y en reposo [Gu, et al., 2006]
Silenciamiento del gen Htert, disminucion de la actividad telomerasa, inhibicién
siRNA en pSilencer 4.1- o . y . )
Gen hTERT oMy de la proliferacion celular, induccion de apoptosis de las células tumorales.
neo
Inhibicién del crecimiento tumoral in vivo [Wang, et al., 2007].
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e. Silenciamiento de E6 y E7 del HPV16 en modelos in vivo.
A partir de las primeras descripciones del mecanismo enddgeno de iRNA, ésta se ha venido utilizando como estrategia para
el silenciamiento de genes especificos con la finalidad de mejorar el entendimiento de vias bioldgicas moleculares que
ocurren de forma normal o que suceden en un estado de enfermedad. En este sentido, debido a que las oncoproteinas E6 y
E7 estan implicadas en la carcinogénesis del HPV para el desarrollo de CaCU, se ha utilizado el sistema de iRNA como

técnica para la inhibicion de su expresion.

La mayoria de los grupos de investigacion implicados en el desarrollo de siRNAs silenciantes de E6 y E7 utilizan programas
computacionales que mediante algoritmos establecidos, proporcionan las secuencias silenciantes con probable éxito. Los
criterios para la seleccion de siRNAs con eficiencia para el silenciamiento de genes blanco basicamente dependen del
analisis y seleccion de las secuencias nucleotidicas del DNA a silenciar, de la longitud del siRNA, pues debe ser menor de
21 a 25 nucledtidos; se prefiere evitar la formacién de estructuras secundarias en la secuencia del mRNA que
complementara con el siRNA, asi como una minima o nula homologia del siRNA con otros genes. Adicionalmente, los
siRNAs sintéticos tendran que ser de doble cadena (dsRNA) para favorecer su acoplamiento con el complejo RISC y el
mRNA especifico. En cuanto al disefio de vectores basados en siRNAs, se requiere que generen transcritos de siRNAs con
un tamafio de 21 a 25 nucle6tidos, que la secuencia clonada contenga la secuencia del siRNA separada por una secuencia
espaciadora irrelevante, seguida de la misma secuencia del siRNA repetida e invertida. Ademas, el contenido de G/C debe
ser entre el 30% al 60%; la secuencia en el extremo 5°que comience con un residuo de G o C después de un dimero de AA
y que al menos contenga las bases: A en la posicién 3, T en la posicion 10, A en la posicién 13, A en la posicién 19.
Adicionalmente, ésta secuencia debe incluir de cuatro a seis nucledtidos de T en el extremo 3'como sefial de terminacion de
la transcripcion para la RNA Pol 1l [Peralta, et al., 2010; Yoshinari, et al., 2004; Reynolds, et al., 2004; Ui-Tei, et al, 2004].

En el 2002, Jiang et al., validaron por primera vez la funcionalidad de sus propios siRNAs para el silenciamiento selectivo de
E6 y E7 del HPV16. En este estudio se demostré que los siRNAs producidos, no interfirieron con la recuperacion de las vias
regulatorias celulares que estaban inhibidas por la expresion de los genes virales, E6 y E7. Se observd que la inhibicién de
la expresion de E6 genero el restablecimiento de la expresidn de p53, la transactivacién del gen inhibidor de ciclinas-cinasas
p21-CIP1/WAF1 (evita la fosforilacién de pRb y con ello su inactivacion como proteina supresora de tumor), asi como la

disminucion de la proliferacion celular in vitro. Por su parte, el silenciamiento de E7 indujo apoptosis [Jiang, et al., 2002].

Resulta interesante que al analizar a fondo las secuencias silenciantes que utilizaron Jiang et al., las cuales fueron
obtenidas mediante el software Vector NTI [Life Technologies], son exactamente las mismas que se utilizan en la presente
tesis (5"-GAGGUAUAUGACUUUGCUUTT-3" para E6, y 5'-AGGAGGAUGAAAUAGAUGGTT-3 para E7), las cuales fueron
obtenidas mediante el programa de Applied Biosystems-Ambion. Sin embargo, ellos utilizaron siRNAs sintéticos, mientras
que nosotros utilizamos la secuencia silenciante incluida en el plasmido pSilencer1.0, el cual contiene el promotor U6 para
la transcripcion dptima de siRNAs mediada por la RNA Pol Il [Miyagishi y Taira, 2002]. Los resultados funcionales de la
transfeccion con siRNAs sintéticos en células SiHa, que ellos observaron, fueron muy similares a los reportados por nuestro
grupo, lo cual fortalece y valida la funcionalidad de las secuencias silenciantes aqui utilizadas. No obstante, el uso de
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siRNAs sintéticos eleva los costos de produccion a gran escala, ademas de ser poco estables en un sistema in vivo. Por

esta razén, se ha propuesto el desarrollo de vectores que contengan el siRNA de interés [Cheng, et al., 2005].

En otro estudio, se generaron siRNAs silenciantes complementarios al transcrito bicistronico de E6-E7 [Yoshinouchi, et al.,
2003]. En el HPV16, las proteinas E6 y E7 son transcritas por el mismo promotor (P97), produciendo un transcrito
bicistrénico, el cual originara mediante splicing alternativo diferentes formas de mRNAs de E6 (E6* I-IV). Resulta importante
que E7 es transcrito a partir de los transcritos E6*. El siRNA utilizado en este estudio esta dirigido hacia un transcrito rio
arriba de la regién donde se genera el splicing del mRNA de EG6, por lo que se sugiere que se logra el silenciamiento
simultaneo de E6 y E7 (estos autores solo muestran la inhibicion de expresion de EG). Ademés de confirmar la funcionalidad
de sus siRNAs en células SiHa, evaluaron su efecto in vivo mediante la supresion del crecimiento de células SiHa
inoculadas subcutaneamente en el dorso de ratones hembra NOD/SCID de seis semanas de edad. En este modelo se
usaron 2x107 células SiHa previamente transfectadas con 20uM de siRNAs, las cuales se inocularon en ratones
inmunodeficientes de la cepa NOD/SCID. Se realizaron medidas tridimensionales del tumor mediante un caliper hasta 45
dias, debido a que en este lapso de tiempo no se formaba en el grupo tratado con el siRNA silenciante de E6 un tumor
palpable, realizaron otro experimento con una duracion de 10 semanas. Se concluyd que las células SiHa tratadas con los
siRNAs para EB, en los ratones NOD/SCID, formaron tumores significativamente menores que las tratadas con el control
[Yoshinouchi 2003].

De igual manera, en otro estudio se utilizaron siRNAs sintéticos cuyas secuencias fueron obtenidas mediante el programa
BLAST para la determinacién del mejor siRNA dirigido para el gen E6 del HPV16. Los siRNAs resultantes fueron evaluados
in vitro e in vivo [Niu, et al., 2006]. EI modelo in vivo resulta muy interesante, pues se evalud la administracion de 2 ug de
siRNA de forma intraperitoneal e intratumoral en diferentes grupos de ratones hembra desnudos de 4-6 semanas de edad.
Para generar el modelo tumoral, primero se inocularon 5x108 células CaSki via subcutanea en el tejido de la pata delantera
del raton. Cuatro semanas después, la masa tumoral que habia crecido hasta 2,121 mm3 de didmetro, fue extraida y
cortada en piezas de 2 mmm de diametro. Después, cada pieza fue transplantada en el tejido subcutédneo de otro ratén
desnudo en la pata delantera derecha. Dos semanas después, los tumores alcanzaron un tamafio de 130-150 mm3 de
didmetro (calculado con la férmula: V=m1/6 x diametro mayor x diametro menor?), seguido de esto se formaron cinco grupos
de experimentacion que fueron tratados de la siguiente manera (n=4): como grupo control se utilizaron dos ratones a los
cuales se les inyecté 2 ug de siRNA control disuelto en un agente de transfeccion en la cavidad peritoneal, y a otros dos
ratones se les inyectd via subcutanea en el tumor. Al grupo 1 se le trato con 2 ug de siRNA para E6 y el agente de
transfeccion via peritoneal y al dia 5 se extrajo el tumor para su analisis. Al grupo 2 se le trato con 2 ug de siRNA para E6 y
el agente de transfeccion via peritoneal y al dia 12 se extrajo el tumor para su andlisis. Al grupo 3 se le trato con 2 ug de
siRNA para E6 y el agente de transfeccién via subcutdnea en el tumor y al dia 5 se extrajo el tumor para su andlisis.
Finalmente, al grupo 4 se le administrd dos veces con el siRNA para EG6, con intervalo de cinco dias entre las
administraciones, después de siete dias tras la segunda inyeccién, el tumor fue extraido para su andlisis. A los tumores

extraidos se les realizaron analisis inmunohistoquimicos para observar la presencia de E6 del HPV16 y tincion con la
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técnica de TUNEL para observar apoptosis celular. Los grupos tratados con los siRNAs para E6 mostraron un efecto
dramatico de inhibicién en el crecimiento tumoral, suprimiendo la expresion de la proteina E6 e induciendo necrosis tumoral
y apoptosis comparativamente con el grupo control. La inyeccidn directa al tumor via subcutanea tuvo resultados similares a
los de la inyeccion en la via peritoneal. Se observaron mejores resultados con la segunda administracion del siRNA para E6
[Niu, et al., 2006].

Se han disefiado diferentes estrategias para aumentar la estabilidad de los siRNAs sintéticos y con ello su efectividad. En
este sentido, la colagena tipo | purificada de cabra y tratada con pepsina, la atelocolagena, se ha utilizado como vehiculo
para administrar los siRNAs para E6 y E7 de HPV18 in vitro e in vivo [Fuijii, et al., 2006]. Los resultados fueron
contundentes, pues se demostrd que este sistema de siRNAs para E6 y E7 acoplados a la atelocolagena, inhiben el
crecimiento de la masa tumoral en un modelo tumoral murino. Dicho modelo consistia en la generacién del tumor mediante
la inoculacién de 2x108 de células SKG-II (transformadas con HPV18) en el dorso de ratones hembra atimicos de ocho
semanas de edad. Una vez que los tumores alcanzaron un tamafio de 50 a 60 mm3, se le administraron los siRNAs
acoplados con la atelocolagena y se monitoréo el crecimiento hasta 27 dias mediante un caliper y la formula V= (ancho)? x

(largo), la cual se utilizé en este trabajo [Fuijii, et al., 2006].

Finalmente, con la finalidad de aumentar la eficiencia de liberacién en un sistema in vivo, pocos grupos de investigacién han
desarrollado vectores moleculares de tipo viral. El uso de los vectores virales proporciona mayor vida media a los siRNAs y
mayor estabilidad, lo cual los convierte en vehiculos mas eficientes para la liberacion de plasmidos que transcriban para los
siRNAs especificos [Vannucci, et al., 2003]. En este sentido, se han generado y evaluado particulas de lentivirus que liberan
horquillas cortas de RNA (shRNA) para el silenciamiento de E6 y E7 de HPV18 (LV-shRNA) tanto in vitro como in vivo.
Particularmente, el modelo in vivo consistié en la previa transduccidén de células HelLa con una dosis baja y otra alta de
lentivirus recombinantes, las cuales fueron transplantadas dos dias post-infeccion en el dorso de ratones hembra Rag -/- de
5-6 semanas de edad (n=5-10 ratones por grupo). El grupo transplantado con las células Hela infectadas con la dosis baja
de LV-shRNA redujo significativamente el peso del tumor, mientras que las infectadas con la dosis alta resulté en la perdida

completa del crecimiento tumoral [Gu, et al., 2006].

Bajo este panorama, en este trabajo se evaluaron los plasmidos psiRNAEGD y psiRNAE7 que transcriben siRNAs para el
silenciamiento especifico de E6 y E7 de HPV16 en un modelo murino HPV16+, dado que previamente se habia confirmado
su funcionalidad in vitro [Salazar-Ledn, et al., 2011]. Las principales ventajas del uso de los vectores basados en siRNAs,
como los que se utilizaron en la presente tesis, es que son econdmicos y facilmente escalables para su amplia produccién,
ademas se aprovecha la maquinaria enddgena celular para la transcripcidn de las horquillas de silenciamiento del gen de
interés por la RNA Pol lll; dichas horquillas mas tarde reclutaran al complejo RISC para la degradacion del mRNA o la
inhibicidn de su traduccién [Cheng, et al., 2005]. En este proyecto se utilizaran siRNA en lugar de oligos antisentido para el
silenciamiento de E6 y E7, lo cual resulta ser mas ventajoso ya que son mas estables, tienen alto grado de especificidad por

los mRNAs, no son inmunogénicos y resisten a las ribonucleasas, por lo que su eficiencia aumenta [Patil et al., 2005].
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Por otra parte, dados los antecedentes que sugieren una baja eficiencia del uso de DNA desnudo para los ensayos in vivo,
en este trabajo ademas se inicia la generacién de construcciones genéticas adenovirales que contienen las secuencias

silenciantes incluidas en los plasmidos psiRNAEGD y psiRNAET7D.

En los ultimos afios los adenovirus han sido ampliamente utilizados como vectores virales ya que liberan el genoma
previamente manipulado (virus deficientes de replicacién no patogénicos [replication defective virus]) dentro de células de
mamifero utilizados en Terapia Génica [The Journal of Gene Medicine, en linea]. La razon de su utilidad se debe a que
pueden infectar a casi cualquier tipo de célula en el estado en que se encuentre (quiescentes o en divisién), pues tiene
afinidad a una amplia gama de molecular receptoras como glicosaminoglicanos de sulfato de heparina, &cido sialico; o
receptores de superficie celulares como el receptor de virus Coxakie (CAR), CD80 y CD86 [Zhang y Bergelson, 2005].
Particularmente, los receptores con glicosaminoglicanos de sulfato de heparina son abundantes en células del epitelio
cervical, lo cual hace que la administracion de los adenovirus recombinantes a producir en este proyecto sea in situ donde

se encontraran las células infectadas con HPV-16.

Ademas, los adenovirus son faciles de manipular pues se conoce su genoma completo y su biologia (Martinez-Flores y
Jiménez-Orozco, 2006); se pueden obtener altos titulos virales en su producciéon [Dormond, et al., 2009], no se integra al
genoma celular y tienen alta capacidad de insercidn génica de 7 kb hasta 36 Kb, dependiendo del tipo de adenovirus a
utilizar. Historicamente, existen tres generaciones de adenovirus utilizados en la terapia génica, la primera, segunda y
tercera que se diferencian en la capacidad de clonar diferentes tamafios del transgen [Khalighinejad et al., 2008; Patil et al.,
2005; Martinez-Flores y Jiménez-Orozco, 2006; Dormond et al., 2009].

El grupo de Hamada et al., generaron adenovirus que transcribian RNA antisentido del gen biscistronico de E6/E7 y
evaluaron su efecto en células SiHa transformadas con HPV-16, mostrando resultados muy contundentes. Las células SiHa
infectadas con el adenovirus clonado con el antisentido disminuyeron significativamente su crecimiento celular, y esta
inhibicién se potencid 5x al administrar simultaneamente con otra particula adenoviral que expresaba p53. Mas adln, en un
estudio de tumorigenicidad realizado por el mismo grupo, el tratamiento con el mismo adenovirus clonado con el antisentido
de EG6/E7 inhibié completamente la formacion de tumores comparado con el grupo control [Hamada et al., 1996]. En este
sentido, la propuesta de este proyecto es novedosa debido a que no se ha desarrollado un adenovirus recombinante con
construcciones de siRNA silenciadoras de E6 y E7, como entidades aisladas, como potencial sistema de liberacién para el
tratamiento y prevencion del CaCU. Ya que se plantea que éstos transcriban siRNA en forma de horquillas, lo cual le
proporciona mayor estabilidad ademas del reclutamiento del complejo RISC, comparado con los RNA antisentido generados

por Hamada, et al.
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3. Hipotesis.

Los siRNAs silenciantes de la expresién de los oncogenes E6 y E7 del HPV16 transcritos por los plasmidos psiRNAEGD y
psiRNAE7D, asi como por particulas adenovirales, induciran un efecto antitumoral en un modelo experimental tumoral
murino HPV16+.

4. Justificacion.

El Cancer cervicouterino (CaCU) es un problema de salud publica en México ya que es el segundo cancer mas frecuente. El
agente causal del CaCU es la infeccion con el virus del papiloma humano (HPV), siendo el mas prevalente el HPV16. Asi
mismo, se conoce que las oncoproteinas expresadas por el HPV en células infectadas, E6 y E7, tienen un papel critico en la
pérdida del control del ciclo celular, luego entonces, en el desarrollo carcinogénico, pues hacen que su ciclo celular no se
controle generando un aumento de su proliferacion. Por lo tanto, debido a las propiedades de E6 y E7 en el proceso de
carcinogénesis, se propone que su silenciamiento en un modelo experimental tumoral murino HPV16+, llevara a una
inhibicién del crecimiento tumoral.

A partir del 2002, se han realizado varios estudios exitosos en los que el silenciamiento de E6 y E7 es realizado mediante
siRNAs, con resultados contundentes pues se observa el restablecimiento de pRb, p53 asi como la induccion de muerte de
las células cancerosas. Ademas se han generado diversos modelos in vivo en los que principalmente se utilizan ratones
inmunodefecientes, lo cual aumenta el costo pues se necesitan condiciones de experimentacion estériles. A pesar del
conocimiento generado, en México la investigacion especialmente en el campo de la terapia génica del CaCU con siRNAs
no existe. Ademas es dificil contar con protocolos e instalaciones para el manejo de ratones inmunosuprimidos. En ese
sentido, en estudios previos en nuestro laboratorio se han confirmado que los siRNAs transcritos por los plasmidos,
psiRNAEGD y psiRNAE7D, disefiados en base a algoritmos codificados en el software de Applied Biosystems-Ambion, y el
mRNA de E6 y E7 publicado en el GenBank (AF402678.1, para E6 y AF402678.1, para E7); mostraron resultados de inhibicién
significativos al evaluarlos en ensayos in vitro [Salazar et al., 2011]. Asi mismo, se pudo confirmar que su empleo también
provoco el aumento de la expresion de p53 y pRb, asi como la induccion de apoptosis y autofagia.

A diferencia de otros grupos de investigacion, la aplicaciéon de estos plasmidos es novedosa debido a que contienen el
promotor U6 para la transcripcion eficiente de siRNAs para E6 y E7, mediante la RNA Pol [l dentro de la célula hospedera,
lo cual les proporcionara mayor estabilidad y por lo tanto mayor actividad antitumoral. Sin embargo, es necesario confirmar
su capacidad anti-tumoral en un modelo in vivo, tal como el que se propone en este estudio evaluar. Dicho modelo tiene la
bondad de utilizar ratones de la cepa BALB/c (con sistema inmune normal) a los que se les inducira la formacion de un
tumor mediante la inoculacion de células BMK-16/myc con el mismo haplotipo que los ratones, lo cual permite su manejo de
en instalaciones asépticas con menor costo. La informacion del presente estudio sera de gran interés, no sélo para
confirmar la capacidad anti-tumoral de los siRNAs contra las oncoproteinas E6 y E7 del HPV16, sino permitira estandarizar
las condiciones experimentales para las posteriores evaluaciones de nuevas moléculas blanco para la terapia del CaCU.

Por otra parte, es necesario generar un vehiculo que conduzca el siRNA hasta el nucleo celular con la finalidad de eficientar
la transgénesis y aumentar el efecto del silenciamiento de los oncogenes E6 y E7 de HPV16. Con esa idea en mente,
iniciamos aqui la generacion de construcciones adenovirales conteniendo la secuencia de los siRNA para las oncoproteinas
E6 y E7 con la finalidad de que en ensayos posteriores se concluya la generacion de particulas adenovirales que contengan
los siRNAs de interés y sean evaluados en el modelo murino descrito en el presente trabajo.
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5.  Objetivos.
5.1 Objetivo General.

Analizar el efecto que tiene la administracion de los plasmidos psiRNAE6GD y psiRNAE7D generadores de siRNAs
especificos para las oncoproteinas E6 y E7, sobre el crecimiento tumoral en un modelo murino con células HPV16+. Asi

como la generacion de construcciones adenovirales conteniendo estos siRNAs.

5.2 Objetivos Particulares.

1. Amplificar y purificar a gran escala, los plasmidos de expresion de siRNAs, psiRNAEGD y psiRNAETD,

asi como el plasmido vacio, pSilencer1.0.

2. Generar las construcciones adenovirales de expresion de siRNAs especificos para el silenciamiento de
las oncoproteinas E6 y E7 del HPV16.

3. Establecer el modelo experimental tumoral murino HPV16+.

4. Evaluar el efecto de la administracién de los plasmidos, psiRNAEGD, psiRNAE7D, asi como de

particulas adenovirales, sobre el crecimiento tumoral en un modelo tumoral murino HPV16+.
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6. Material y métodos.

6.1 Amplificacion y purificacién de plasmidos de expresion de siRNAs (psiRNAEGD y psiRNAE7D) para los oncogenes
E6y E7 de HPV16.

Los plasmidos psiRNAEGD y psiRNAE7D fueron generados previamente por nuestro grupo de trabajo, los cuales estan
formados por insertos de DNA con secuencia formadora de horquillas codificantes de siRNAs especificos para el
silenciamiento de los oncogenes E6 y E7 de HPV16, los cuales fueron disefiados con la ayuda del software Applied
Biosystems-Ambion [Salazar-Leén, et al., 2011]. Estos insertos de DNA fueron clonados entre los sitios Apal y EcoRI del
“polilinker” del plasmido de expresion de siRNAs pSilencer1.0-U6 (Applied Biosystems, Foster, CA, USA), el cual contiene el
promotor U6 para la RNA pol-lll. La integridad de estos plasmidos se corroboré por electroforesis y su identidad, mediante

secuenciacion.
6.1.1 Bacterias quimico-competentes y transformacion bacteriana por choque térmico.

Se procesaron bacterias Escherichia coli (E. col)) para permeabilizar su membrana (bacterias competentes) para su
posterior transformacion con los plasmidos de interés. Para esto Ultimo, se inocularon 100uL de un vial con una suspensién
de E. coli DH5-a en 5 mL de medio LB (Seccion 12, Apéndice) y se incub6 durante la noche a 37°C con movimiento
oscilatorio de 200 rpm. Este precultivo se transfirié a un matraz con 100 mL de medio LB y se incub6 durante 3-4 ha 37°C a
200 rpm, hasta obtener una densidad optica de 0.5-0.6 a una longitud de onda de 600 nm. A continuacion, se concentré el
boton celular mediante una centrifugacién a 3000 rpm por 10 min a 4°C en tubos de 50 mL. El boton celular se resuspendié
en 10 mL de MgCl, 0.1M frio y se incub6 por 10 min a 4°C. Posteriormente, se concentro el botén celular por centrifugacion
a 3000 rpm por 10 min a 4°C, y se resuspendié en 10 mL de CaCl, 0.1 M seguido de una incubacién por 30 min a 4°C.
Nuevamente se concentraron las bacterias por centrifugacién a 3000 rpm por 10 min a 4°C y se resuspendié en 10 mL de

CaCl; 0.1 M/15% de glicerol para su almacenamiento a -70°C.

Una vez obtenidas las bacterias competentes, se procedio con la transformacion por choque térmico con los plasmidos
psiRNAEGD, psiRNAE7D y pSilencer1.0 de forma independiente. Para esto, se descongelaron los plasmidos y las bacterias
a 4°C. En tubos para microcentrifuga de 1.5 mL, se adicionaron 40 uL de agua MQ estéril, 500 ng de pldsmido y 200 uL de
suspension de E. coli DH5-a competentes. Se homogeniz6 y se incubd la mezcla durante 30 min a 4°C. Para aplicar el
choque térmico con la finalidad de promover la entrada del pldsmido de interés al interior de la bacteria, se incubd la
suspension anterior en un bafio de agua a 42°C por 90 s. Inmediatamente, terminado este tiempo se incub6 por 5 min a
4°C. Se agregd 1 ml de medio LB sin antibiético y se incubd por 1 h a 37°C. Finalmente se concentraron las bacterias
centrifugandolas 5 min a 2000 rpm y se plaquearon en cajas con medio LB adicionadas con 200 ug/mL de ampicilina [No

Cat. 171254, Calbiochem]. Se incubaron por 24 h a 37°C para obtener el crecimiento de bacterias recombinantes.
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6.1.2. Extraccion y purificacion a gran escala de los plasmidos psiRNAE6GD, psiRNAE7D y pSilencer 1.0.

Los plasmidos psiRNAEGD, psiRNAE7D y pSilencer 1.0, se extrajeron y purificaron 1.0 mediante el kit EndoFree® Plasmid
Mega Kit [No cat. 12381, Qiagen], el cual tiene la ventaja de eliminar las endotoxinas contenidas como producto del cultivo
de bacterias, ademas permitié obtener hasta 2.5 mg de plasmido. A continuacion se describe el procedimiento realizado

para tal fin:

1) A partir de un cultivé de las bacterias recombinantes para cada plasmido de interés en una placa con 200 ug/mL
de ampicilina, se tomé una colonia y se depositdé en un tubo con 5 mL de medio LB con 200 ug/mL de ampicilina, y se
incubd por 8 h a 300 rpm a 37°C. Después se agregé el pre-cultivo a 400 mL de medio LB con 200 ug/mL de ampicilina en
un matraz de 1 L. Se incubd de 16-18h a 300 rpm a 37°C. La masa celular del cultivo anterior, se coseché mediante una
centrifugacion a 6,000 x g durante 15 min a 4°C. Se utilizé la centrifuga Sorvall RT7 con el rotor F14 y 4 frascos de plastico
de 250mL estériles. El boton celular sin sobrenadante se resuspendié en 50 mL de Buffer P1. La suspension se traspaso a
un frasco de vidrio de 1 L estéril seguido de la adicion de 50 mL de Buffer P2. La mezcla se homogenizé por inversion de 4 -
6 veces, y se incub6 a temperatura ambiente durante 5 min. El Buffer P1 contiene el agente LyseBlue, el cual es indicador
de la eficiencia del proceso de la lisis bacteriana, de manera tal que la solucion se tornara azul. Mientras sucedia la
incubacion, se atornillé el cartucho “QlAfilter Cartridge” en una botella de 45 mm de cuello (frasco de vidrio de 1L estéril) y
se conect6 a una fuente con vacio. Una vez terminada la incubacién se adiciond a la mezcla anterior el Buffer P3 frio y se
homogenizo por inversion vigorosamente 4-6 veces hasta que el color desaparecié por completo. Después, se agregé el
lisado dentro del filtro, QlAfilter Cartridge, y se incubé durante 10 min. Se aplicé el vacio hasta que todo el liquido habia sido
filtrado. El filtro se lavo con 50 mL del Buffer FWB2, se revolvié generosamente con una espatula estéril el precipitado y se

aplicd el vacio.

2) A la solucion filtrada se le adiciond 12.5 mL de Buffer ER y se mezclé por inversion 10 veces seguida de una
incubacion en hielo por 30 min. Durante la incubacién, la columna QIAGEN-tip 2500 se equilibré adicionandole 35 mL de
Buffer QBT para su lavado y se dejé vaciar por gravedad. Después, la solucion anterior se adicioné a la columna QIAGEN-
tip permitiendo su flujo por gravedad. Se lavo la columna con 200 mL de Buffer QC y finalmente se eluy6 el plasmido
contenido en la resina de la columna con 35 mL de Buffer QN. El plasmido eluido se precipité mediante la adicién de 35 mL
de isopropanol y se mezcl generosamente. La solucién se traspaso a tubos de microcentrifuga de 2 mL estériles y se
centrifugd a velocidad méaxima por 30 min a 4°C. El sobrenadante se descart6 y el boton de DNA se lavé con 250ul de la
solucién “etanol endotoxin-free water” y se centrifugd nuevamente a velocidad maxima por 10 min a 4°C. El sobrenadante
se decant6 cuidadosamente con una micropipeta, y el boton celular se secd con la ayuda un secador [SpeedVac SC100,
Savant]. EI DNA se resuspendié en PBS estéril y se cuantificd con ayuda de un espectrofotémetro [NanoDrop 100, Thermo
Scientific]. Finalmente, se concentr6 con la ayuda del equipo Vacufuge plus [Eppendorf], de tal manera que, en menos de

20uL estuvieran contenidos 50 ug de DNA plasmidico, para fines de la dosificacion en el modelo experimental murino.
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6.2 Construccion de plasmidos adenovirales recombinantes con siRNAEG/E7.

Para la generacién de las construcciones adenovirales, se utilizé el sistema de generacién de adenovirus, Adeno-X™
Expression System 1 de Clontech [No Cat. 631513, Clontech] (Figura 10). Asi entonces, la secuencia silenciante,
SiRNAEG/E7 con el promotor UG, se clon6 en un plasmido de transferencia que incluye el sistema llamado pShuttle2.0. Una
vez obtenida la construccion recombinante pShuttlesiE6 y pShuttlesiE?, se procedid a escindir un cassette de expresidn que
incluy6 la secuencia de interés y se ligo al plasmido adenoviral lineal. A continuacién, se detalla el protocolo seguido para la

construccién de plasmidos adenovirales recombinantes con las secuencias silenciantes.

6.2.1 Amplificacién y purificacion del inserto SiRNAEG/E7 a partir de psiRNAEGD/ETD.

Se cuenta con las construcciones de plasmidos de expresion de siRNAs especificos para el silenciamiento de la expresién
de E6 y E7 (psiRNAEGD y psiRNAET7D). Estas construcciones se validaron in vitro [Salazar-Leon, et al., 2011]. A partir de
ellas, se procedid a amplificar por PCR (Polymerase Chain Reaction) punto final, el inserto genético correspondiente al

promotor U6 y el inserto de DNA que expresa los siRNAs para E6 y E7 de HPV16., respectivamente (Figura 5).

Para tal objetivo, se disefiaron oligonucledtidos complementarios a las regiones laterales de la secuencia silenciante
mediante el programa interactivo en linea GeneFisher [Schleiermacher & Meyer, 2011]. Este programa asegura el éxito de
la PCR evitando la complementariedad entre los “primers” y la formacién de horquillas internas. Asi mismo, también
proporciona “primers” estables y que sean complementarios en las regiones deseadas, con un tamafio de 19-25 nucleétidos
y una temperatura de alineamiento >58°C; asi como secuencias con alto contenido de guaninas y citocinas. Los
oligonucléotidos generados incluyeron los sitios de restriccion Apal, en el extremo 5” del oligonucleétido sentido, y Kpnl en
el extremo 3" del oligonucledtido antisentido. Debido a que en el oligonucléotido sentido se encontrd un sitio Kpnl, se

sintetizaron oligos degenerados para eliminar el segundo sitio Kpnl y hacer mas eficiente la clonacién del inserto (Figura 6).

Se realizd la mezcla de reaccion para el PCR utilizando el sistema 2X KAPA2G Robust HotStar Ready Mix [KK5701, Kapa
Biosystems] que contiene la DNA polimerasa, los dNTP’s (10mM cada uno), 2mM de MgCl y estabilizadores para una
polimerizacién eficiente. Se realizd un gradiente de temperatura para conocer la Tm real para la amplificacion. Las
condiciones dptimas de amplificacién se dieron con el siguiente programa en un termociclador [Thermal Cycler C1000,
Biorad]: 95°C 3min, 95°C 30s, Tm: 62°C 1 min, 72°C 1 min, 72°C 10 min y 4°C <o, por 30 ciclos. Las mezclas de reaccién
se corrieron en un gel de agarosa al 1% con una corriente eléctrica de 100 V durante 1 h, y posteriormente se observ el gel

en un Transiluminador [High Performance UV Transiluminator, UVP].

Una vez obtenido el amplificado de 626 nucledtidos, se procedié a repetir varias reacciones de PCR y a purificarlo
directamente de la reaccion debido a que no se encontraron amplificados inespecificos. La purificacion de este amplificado

se realizd con el Kit Wizard SV Gel and PCR Clean-up System [A9282, Promega] como se indica enseguida:

Se agregd el mismo volumen de la solucidn de unién a membrana que el que se tenia de la reaccion de PCR (maximo 350

uL). Se colocd una minicolumna SV en un tubo colector, se le colocd la solucion anterior y se incubd 1 min a temperatura
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ambiente. A continuacion se centrifugé a 16,000g por 1 min y se descartd el filtrado. Se lavé la columna con 700uL de
solucién de lavado para la membrana y se centrifugd por 1 min a 16,000 g descartando el filtrado. Adicionalmente se lavd
con 500 uL de solucién de lavado para la membrana y se centrifugd a 16,000g por 5min; se descart6 el filtrado y se
centrifug6 a 16,000g por 1 min nuevamente para remover toda la solucion de la columna. Finalmente se coloco la columna
en un tubo nuevo de microcentrifuga y se agreg6 40 uL de agua MQ a la columna para eluir el DNA. Se incubd durante 1
min a temperatura ambiente y se centrifugd a 16,000g por 1 min. Se etiquetd y almacend a -20°C para la posterior reaccion

de digestion.
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El gen E6 se encuentra en el nt 83..559 del genoma del VPH:

61 ttagtataaaagcagacattttatgcaccaaaagagaactgcaatgtttcaggacccacaggagcgacce
agaaagttaccacatttatgcacagagctgcaaacaactatacatgatataatattagaatgtgtgtactgca
agcaacagttactgcgacgtgaggtatatgactttgcttttcgggatttatgcatagtatatagagatgggaa
tccatatgcagtgtgtgataaatgtttaaagttttattctaaaattagtgagtatagatattattgttatagt
gtgtatggaacaacattagaacagcaatacaacaaaccgttgtgtgatttgttaattaggtgtattaactgtce
aaaagccactatgtcctgaagaaaagcaaagacatctggacaaaaagcaaagattccataatataaggggtcg
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Forward

15). 5'- AGGAGGATGAAATAGATGG CAAGAGAAACCATCTATTTCATCCTCC -3

El gen E7 se encuentra en el nt 562..858 del genoma del VPH:
541
tagagaaacccagctgtaatcatgcatggagatacacctacattgcatgaatatatgttagatttgcaac

cagagacaactgatctctactgttatgagcaattaaatgacagctcagaggaggaggatgaaatagatggtcc
agctggacaagcagaaccggacagagcccattacaatattgtaaccttctgttgcaagtgtgactctacgett
cggttgtgcgtacaaagcacacacgtagacatccgtacgttggaagacctgttaatgggcacactaggaattg
tgtgccccatctgttctcagaaaccataatctaccatggctgatcctgcaggtaccaatggggaagagggtac
gggatgtaatggatggttctatgtagaggctgtagtggaaaaaaaaacaggggatgec 961

Figura 5. Disefio de la secuencia silenciante de la expresion de las oncoproteinas E6 o E7 del HPV16. Se disefiaron mediante el
programa siRNA Target Finder y se validé la especificidad por cada oncoproteina por un BLAST (Basic Local Alignment Search Tool).
B. Plasmido de expresion de siRNAs, pSilencerTM 1.0-U6, en el cual se clon6 la secuencia silenciante (A) entre los sitios Apal y EcoRl
del “polilinker”. C. Plasmido psiRNAEG/E7 resultante de la clonacién de A y B de la figura, expresan siRNAs especificos para el
silenciamiento de E6 o de E7, respectivamente (se realizaron dos plasmidos para el silenciamiento de cada oncoproteina). D. Secuencia
del siRNA silenciante del E6. En amarillo se muestra la secuencia complementaria al RNA mensajero de E6 presente en la posicion 224 del
gen E6 del genoma del HPV16. E. Secuencia del siRNA silenciante del E7 [GenBank: AF402678.1]. En amarillo se muestra la secuencia

complementaria al RNA mensajero de E7 presente en la posicién 662 del gen E7 del genoma del HPV16 [GenBank: AF402678.1].
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Figura 6. Oligonucleoétidos disefiados para la amplificacion del promotor U6 y el siRNAE6/E7 a partir del psiRNAESD/E7D. A. Los
oligonucledtidos estan constituidos por una secuencia de asentamiento de la enzima de restriccion (gris), un sitio de restriccion (verde
para Apal y azul para Kpnl), y de 18 y 20 nucledtidos complementarios en la posicion de ambos plasmidos psiRNAEGD/E7D en la
posicion 638 y 1226, respectivamente. En el oligonucledtido sentido se encontré un sitio Kpnl en su extremo 3, por lo que se sintetiz6
sin las bases TA encontradas en el centro de la secuencia GGCC. B. Mapa del pldsmido psiRNAE6GD del cual se amplificara la regién

siRNAE6. Se muestra la posicion de la secuencia que se amplificé.
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6.2.2 Amplificacién y purificacion del plasmido de transferencia pShuttle 2.0.

Una vez purificados los insertos siRNAE6/E7, se generaron bacterias transformadas por el plasmido de transferencia
pShuttle 2.0 como se menciona en el punto 7.1.1. Este plasmido esta incluido en el kit Adeno-X™ Expression System 1. Se
procedidé a purificar el pShuttle 2.0 mediante el proceso por columna PureYield™ Plasmid Midiprep System [A2490,
Promega). Para esto se inocularon 5 ml de medio LB con kanamicina (50 ug/uL) [No Cat.4204-11, Calbiochem] con una
colonia de bacterias transformadas almacenadas en glicerol, y se incub6 toda la noche a 37°C a una velocidad de 200 rpm.
El precultivo se transfirio a un matraz con 200 mL de LB con kanamicina [50 ug/ul] y se incubé bajo las mismas condiciones.
Una vez obtenida una densidad optica >2 OD, se colectd el botdn celular por centrifugacion a 3000rpm por 10 min a 4°C en
una centrifuga con rotor de columpio [Sorvall RT7]. El boton celular seco se resuspendié en 3 mL de solucién de
resuspension y se lis6 con 3 mL de solucién de lisis incubando 3 min a temperatura ambiente. Inmediatamente, se
agregaron 5 mL de solucién de neutralizacion y se homogenizd la mezcla. Se centrifugd a 3500rpm por 10 min y la fase
acuosa se transfirié a una columna azul con un tubo de 50 mL. Nuevamente se centrifugd bajo las mismas condiciones y el
filtrado se coloco en una columna blanca con un tubo de 50 mL. Se incubd por 2 min y se centrifugd de igual manera. Se
desechd el sobrenadante y se lavé la columna con 5 mL de solucidn de lavado de endotoxinas. Se centrifugo y se volvio a
lavar con 20 mL de solucién de lavado de la columna. Se centrifugd dos veces bajo la misma condicién. Finalmente, el DNA
adherido a la resina de la columna se eluyé con 600uL de agua MQ estéril, se incubd 5 min y se centrifugd. El plasmido

obtenido se cuantificd, se analizé en electroforesis de gel de agarosa al 1% y se almacen6 a -20°C.

6.2.3 Doble digestion del amplificado sSiRNAEG/E7 y de pShuttle 2.0.

El amplificado obtenido siRNAEG/E7 contiene en su extremo 5 el sitio de restriccion Apal y en su extremo 3’el sitio Kpnl.
Ambos sitios estan contenidos en la regién del sitio multiple de clonacion del pShuttle 2.0 para que fuera posible la
clonacién del siRNAEG/E7 en el vector. Se procedid, entonces, a realizar la doble digestion simultdnea de ambas enzimas
dado que las condiciones dptimas de eficiencia de corte de restriccion fueron compatibles. Para esto, los reactivos descritos
en la Tabla 5 se mezclaron en tubos de microcentrifuga de 1.5 mL. A continuacién, la mezcla de reaccion se homogenizé y
se incubo por 4 h a 37°C. Después se incubd 15 min a 65°C para inactivar a las enzimas. Posteriormente, se procedié a la
ligacion del pShuttle2.0 digerido con el amplificado sSiRNAE6 y por separado con el siRNAE7 como se describe en la

siguiente seccion.

Tabla 5. Doble digestion simultanea con Apal/Kpnl del vector de transferencia pShuttle

2.0 y del amplificado siRNAE6D/E7D

Reactivos Digestion de Digestion de
pShuttle2.0 siRNAE6D/E7D

Buffer Multicore 10X 2uL 2 uL

BSA 10 ug/Ul 0.2uL 0.2uL
pShuttle2.0 (1 ug) 1uL -
siRNAE6D/E7D (1ug) -- 1ul
Apal (10 unidades/uL) 0.5uL 0.5uL
Kpnl (10 unidades/ulL) 0.5uL 0.5uL
H20 estéril bidestilada 15.8 uL 15.8 uL
Volumen total 20 uL 20 uL
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6.2.4 Ligacion de los productos de la doble digestion, siRNAEG/E7 y pShuttle 2.0.

La ligacién del DNA digerido en la seccion anterior se realizo adicionando los reactivos descritos en la Tabla 6 en tubos de
microcentrifuga de 500 uL. Se homogenizd la mezcla y se incubd 1 h a temperatura ambiente. Después se procedié con el
protocolo de transformacion y seleccion de clonas recombinante del producto de ligacion, los cuales fueron denominados
pShuttlesiE6 y pShuttlesiE7 (pShuttlesiE6/ET).

Tabla 6. Ligacion del pShuttle 2.0 con siRNAEG6/E7 digeridos con Apal/Kpnl

Reactivo Vector: inserto 1:1  Vector: inserto 1:3  Vector: inserto 1:5  Control negativo
Vector pShuttle 2.0 digerido 300 ng 300 ng 300 ng 300 ng
Inserto siRNAEGD/E7D 471 ng 141.3 ng 235.5ng -
Buffer de ligasa 2uL 2uL 2uL 2uL
Ligasa de DNA T4 1uL 1uL 1uL 1uL
H.0 estéril bidestilada cbp* Chp cbp Cbp
Volumen total 20 uL 20 uL 20 uL 20 uL

*cbp: cuanto basta para el volumen total.
6.2.5 Transformacidn y seleccion de las clonas recombinantes en pShuttlesiEG/ET.

La transformacion se realizd como se detalld en la seccion 7.1.1 utilizando como medio de seleccién, medio LB conteniendo
50 ug/mL de kanamicina. Las bacterias que crecieron fueron re-sembradas y se comprob6 que tuvieran el inserto,
siRNAEG/E7 mediante un PCR de colonias positivas como a continuacién se menciona.

6.2.6 Confirmacion de la identidad del pShuttlesiE6 mediante PCR de colonias positivas secuenciacion y
digestion enzimatica.
A continuacion, se realizé un PCR de las colonias positivas a partir de la resiembra de cada bacteria transformada con el
producto de ligacion. Esta técnica se basa en utilizar como DNA templado, un inéculo bacteriano directamente a la mezcla
de reaccion del PCR. El aumento de temperatura en la etapa de desnaturalizacién hace que la bacteria se lise y exponga el
plasmido que contiene para ser utilizado como DNA molde o templado. Se realizo la mezcla de reaccién para el PCR
utilizando el sistema 2X KAPA2G Robust HotStar Ready Mix [KK5701, Kapa Biosystems] que contiene la DNA polimerasa,
los dNTP’s (10mM cada uno), 2mM de MgCl, y estabilizadores para una polimerizacion eficiente. Las condiciones dptimas
de amplificacion se dieron con el siguiente programa en un termociclador [Thermal Cycler C1000, Biorad]: 95°C 3min, 95°C
30s, Tm: 60°C 1 min, 72°C 1 min, 72°C 10 min y 4°C <o, por 30 ciclos. Las mezclas de reaccién se corrieron en un gel de
agarosa al 1% con una corriente eléctrica de 100 V durante 1 h, y posteriormente se observo el gel en un Transiluminador

[High Perdormance UV Transiluminator, UVP].

Una vez que se confirmé la clona con el inserto de interés de un amplificado de 626 pb, se procedié a realizar una
amplificacién del plasmido por miniprep para obtener un poco de plasmido con la pureza necesaria para su secuenciacion.
El protocolo para su extraccion por miniprep se realizd con el kit GeneJet Plasmid Miniprep [K0503, Fermentas] como se

indica a continuacion.
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Se concentro el boton celular mediante una centrifugacion a 4000 rpm por 10 min. Se descart6 el sobrenadante y el boton
bacteriano se resuspendié con una micropipeta en 250 uL de solucién de resuspension. La suspension se traspasé a un
tubo de microcentrifuga de 2 mL y se agregd 250 uL de solucion de lisis, incubandola 5 min a temperatura ambiente. Se
mezclo por inversion y se agregaron 350 uL de solucion de neutralizacion. Se mezcld por inmersion y se centrifugd a 14000
rpm por 5 min a 4°C. El sobrenadante se transfirio a una columna que incluye el kit, GeneJet Spin Column. Se centrifugo a
14000 rpm por 1 min y se descarto el fluido. Se lavo la columna con 500 uL de solucién de columna y se centrifugé a 14000
rpm por 1 min. Se repitié el lavado y finalmente se centrifugé la columna sin solucion. Finalmente, se eluyé el plasmido
colectado en la resina de la columna con 50 uL de agua bidestilada estéril y se incub6 por 2 min. Para colectar el plasmido,

se centrifugd a 14000 rpm por 2 min. Se cuantificé y almacené a -20°C.

Una vez obtenida una concentraciéon adecuada del plasmido pShuttlesiE6/E7 se confirmd su identidad mediante una
secuenciacion con un primer ubicado rio arriba del sitio de clonacion, en la posicién 837 de la secuencia del pShuttle 2.0
cuya secuencia fue AGCTCTCTGGCTAACTAGAGAACCC. Se mando a secuenciar en la Unidad de Secuenciacién del IBT.

Posteriormente se escindi6 el cassette de expresion del pShuttlesiE6D/E7D mediante una doble digestién con las enzimas |-

Ceu |y PI-Sce |. Este fragmento contiene del extremo 5°al 3": un promotor del CMV, la secuencia de interés (SRNAEG/E7),
y una secuencia poli A del SV40. Mediante este corte se pudo apreciar por diferencia de tamafio electroforético, el tamarfio

del fragmento esperado (1753bp).

6.2.7 Amplificacién y purificacion del plasmido de transferencia recombinante pShuttlesiE6/E7.

Una vez que se identific la clona con la construccién de interés, pShuttlesiE6/E7 se amplificd y purificd el plasmido por el
kit PureYield™ Plasmid Midiprep System [A2490, Promega]. Para la extraccion del plasmido se inocularon 5 ml de medio LB
con kanamicina [50 ug/uL] con 20 L de bacterias transformadas con pShuttlesiE6/E7 o un inoculo de placa. Se Incubé toda
la noche a 37°C a 200 rpm. Se transfirié el precultivo a 100 ml de medio LB con kanamicina [50 ug/ul] y se incubd por toda
la noche a 37°C a 200 rpm. Se cosechd el botdn bacteriano por una centrifugacion a 3000 rpm por 10 min a 4°C en tubos
de 50 mL estériles. Se resuspendio el pellet en 3 mL de solucion de resuspension y se agregd 3 mL de solucién de lisis. Se
incubd 3 min a temperatura ambiente. Inmediatamente después, se le agregé 5 mL de soluciéon de neutralizacion y se
mezcld por inversion. Se centrifugd a 3500 rpm por 15 min a 4°C y el sobrenadante se traspas6 a una columna azul con un
tubo de 50 mL estéril. Se incubd por 3 min y se centrifugd a 3500 rpm por 5 min a temperatura ambiente. El sobrenadante
se traspas6 a una columna blanca con un tubo de 50 mL y se incubé por 2 min para que el plasmido se quede embebido en
la resina blanca. Se lavé la columna con 5 mL de solucion de lavado de endotoxinas y se centrifugd por 5 min. Se volvié a
lavar la columna con 20 mL de solucién de lavado de columna y se centrifugd por 5 min. Nuevamente se centrifugd la
columna sin agregarle nada, y se coloco en un tubo nuevo de 50 mL. Se adicioné 600 uL de agua bidestilada estéril para
eluir el plasmido y se incub6 por 5 min. Finalmente se colecté el plasmido mediante una centrifugacién por 5 min a 3500

rpm, se cuantificd y almacend.
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6.2.8 Escision del cassette de expresion que incluye el sSiRNAEG/ET.

La escisidn del cassette de expresion del pShuttlesiE6D/E7D por una doble digestion con las enzimas I-Ceu | y PI-Sce I.

Para esto, se prepard un volumen de reaccion de 30 uL en un tubo de microcentrifuga como se muestra en la Tabla 7.

Tabla 7. Doble digestion del plasmido recombinante pShuttlesiE6é con PI-Scel/l-Ceu |

Reactivo Tubo 1 experimental  Tubo 2 control LacZ
Agua estéril 19.5 uL 19.5uL
Buffer 10X de doble digestion 3.0uL 3.0uL
Plasmido pShuttlesiE6/E7 digerido 2.0uL -
(500ng/uL)

Control Positivo, plasmido pShuttle2-LacZ - 2.0 uL
(500ng/ulL)

Enzima de Restriccion PI-Sce | (1units/uL) 2.0uL 2.0uL
Enzima de Restriccion I-Ceu | (Sunits/uL) 0.5uL 0.5uL

10X BSA 3.0uL 3.0uL

Las mezclas de reaccién se homogenizaron y se incubaron a 37°C por 3 h exactamente. A continuacion, la digestion se
verifico mediante su corrimiento electroforético en un gel de agarosa al 1% con un buffer de carga con SDS (ver Apéndice)
para evitar la union de las enzimas de restriccion al DNA. De la deméas mezcla de reaccion, se extrajeron por lisis alcalina
los plasmidos.

Se adiciond 70 uL de Buffer TE (pH 8.0) y 100 uL de una solucion de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1). Se
vortexe6 y se centrifugd a 14,000 rpm por 5 min a 4°C para separar las fases. Se separé cuidadosamente la fase superior
acuosa y se traspas6 a un tubo limpio de microcentrifuga, se descarté la interfase y la fase organica. Se adicionaron 400 uL
de etanol al 95%, un décimo del volumen total de NaOAc y 1 uL de glicogeno (20 mg/mL). Se vortexed, se centrifugé a
14,000 rpm por 5 min a 4°C, y se removio y descartd el sobrenadante. Lavar el pellet en 300uL de alcohol al 70% y se
centrifugd 14,000 rpm por 2 min a temperatura ambiente. Se removi6 el sobrenadante y se seco por centrifugacion con el
equipo SpeedVac SC100 [Savant] 5 min a temperatura ambiente para evaporar el etanol residual. Se disolvié el DNA en 10

uL de Buffer TE 1X (pH 8.0) y se almacené a -20°C para la siguiente etapa.
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6.2.9 Ligacion del producto de la digestion del cassette de expresion con sSiRNAE6GD vy el plasmido adenoviral

lineal, pAdeno-X.

Para insertar el casette de expresion proveniente del pShuttlesiE6/E7 y pShuttle/LacZ, se preparé la mezcla de reaccion de
ligacion que se presenta en la Tabla 8. EI DNA adenoviral, DNA viral Adeno-X, se ha proporcionado digerido con las
enzimas PI-Sce | e I-Ceu |. El producto de ligacién que se obtuvo es un plasmido circular con el genoma del adenovirus
recombinante sin el gen E1/E3, contiene un sitio de origen de replicacion ColE1 y marcador de resistencia de ampicilina

para su propagacion y seleccién en E. coli.

Tabla 8. Ligacion del cassette de expresion al DNA del adenovirus (Adeno-X™ DNA)

Reactivo Tubo 1 experimental  Tubo 2 control LacZ
Producto de digestion del pShuttlesiE6/E7 2uL -

con PI-Sce l/I-Ceu | (de la seccion 7.2.8)

Producto de digestion del pShuttle2-LacZ - 2uL

con PI-Sce l/I-Ceu | (de la seccion 7.2.8)

Agua estéril 3uL 3uL

Buffer de ligacion de DNA 10X 1uL 1uL

DNA viral Adeno-X 3uL 3uL
Ligasa de DNA (1 unidad/uL) 1uL 1uL
Volumen total 10 uL 10 uL

Las mezclas de reaccion se homogenizaron, se centrifugaron para concentrarla al fondo del tubo y se incubaron a 16°C
toda la noche. A cada tubo se le adiciond 90 uL de Buffer TE (pH 8.0) y 100 uL de una solucion de fenol:cloroformo:alcohol
isoamilico (25:24:1). Para separar las fases se vortexeod y se centrifugé a 14,000 rpm por 5 min a 4°C. La fase superior
acuosa se separd cuidadosamente y se traspasé a un tubo limpio de microcentrifuga, se descart6 la interfase y la fase
organica. Se adicionaron 400 uL de etanol al 95%, un décimo del volumen total de NaOAc y 1 uL de glicdgeno (20mg/mL).
Se vortexeo, se centrifugd a 14,000 rpm por 5 min a 4°C, y el sobrenadante se removié y descartd. Posteriormente, el pellet
se lavé en 300uL de alcohol al 70% y se centrifugd a 14,000 rpm por 2 min a temperatura ambiente. El sobrenadante se
removid y se secé por centrifugacion con el equipo SpeedVac SC100 [Savant] 5 min a temperatura ambiente para evaporar
el etanol residual. EI DNA se disolvié en 15 uL de agua estéril des-ionizada y se procedié a la siguiente etapa.

Una vez que la reaccion de ligacion se completd y se purifico como anteriormente se describié, los productos se digirieron
con la enzima Swal con la finalidad de linearizar los plasmidos adenovirales no recombinantes (por ejemplo, ligado sin

inserto). La digestion con Swal reduce la frecuencia de clonas no recombinantes en la posterior etapa de transformacion.
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La digestion con Swal se realizé con los componentes de reaccion de la Tabla 9. La reaccién de digestion de cada tubo se
homogenizo y se incub6 durante 2 h a 25°C.

Tabla 9. Digestion de los productos de la reaccion de ligacién con Swal

|Reacivo Volumen |
Producto de ligacion de la seccion 7.2.9 15uL
Buffer de digestion 10 X para Swal 2uL
BSA 10X 2uL
Enzima de Restriccion Swal (10 unidades/uL) 1uL
Volumen Total 20 uL

Posteriormente, a cada muestra se le adicionaron 80 uL de Buffer TE (pH 8.0) y 100 uL de una solucién de
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1). Para separar las fases se vortexeo y se centrifugd a 14,000 rpm por 5 min a
4°C. La fase superior acuosa se separé cuidadosamente y se traspaso a un tubo limpio de microcentrifuga, se descarto la
interfase y la fase organica. Se adicionaron 400 uL de etanol al 95%, un décimo del volumen total de NaOAc y 1 uL de
glicégeno (20mg/mL). Se vortexeo, se centrifugd a 14,000 rpm por 5 min a 4°C, y el sobrenadante se removio y descartd.
Posteriormente, el pellet se lavo en 300uL de alcohol al 70% y se centrifugd 14,000 rpm por 2 min a temperatura ambiente.
El sobrenadante se removi6 y el tubo se secé en el equipo SpeedVac SC100 [Savant] 5 min a temperatura ambiente para
evaporar el etanol residual. EI DNA se disolvié en 10 uL de Buffer TE 1X estéril (pH 8.0) y se almacené a -20°C para la
siguiente etapa.

6.2.10 Transformacion y seleccion de las clonas recombinantes en pAd/siE6G-E7

La transformacion se realizd como se detalla en la seccion 7.1.1, utilizando como plasmido transformante el producto de la
digestion con Swal de la seccién anterior. Las clonas recombinantes se seleccionaron mediante su cultivo en placas con
medio LB con ampicilina (100 ug/mL). Las clonas recombinantes se confirmaron mediante la técnica de la PCR de colonias
positivas utilizando el par de oligonucledtidos Adeno-X proveidos en el sistema. El protocolo del PCR de colonias positivas

utilizado para la seleccion de las clonas se describe en la siguiente seccion.

6.2.11 Confirmacién de la clona recombinante en pAd/siE6-E7 mediante PCR de colonias positivas.

El juego de oligonucleétidos Adeno-X (Adeno-X™ PCR Screeening Primer Set) es utilizado para el monitoreo de bacterias
transformadas con plasmidos con el DNA adenoviral que contengan el cassette de expresion derivado del pShuttie2. Al
usarlos se amplifica una regién de 287 pb del segmento del pldsmido adenoviral recombinante (Figura 7). Solo los
templados recombinantes generan el amplificado, y las colonias no-recombinantes carecen de la secuencia del plasmido

pShuttle2 necesaria para el alineamiento del oligonucleétido antisentido. Para tal fin se realizé el siguiente protocolo:
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De las bacterias crecidas en el medio LB con ampicilina provenientes de la transformacién con el producto de digestion con
Swal, con la ayuda de una punta de micropipeta, se transfirié cada bacteria a un tubo de 200 uL con 20 uL de agua des-
ionizada estéril. De la suspensién se utilizaron 10 uL para el templado del PCR de colonias positivas y los otros 10 uL se
inocularon en 5 mL de medio LB con ampicilina (100 ug/mL) incubandolo durante la noche para la posterior purificacion de

los plasmidos adenovirales recombinantes. Posteriormente, la mezcla de reaccion de PCR de la Tabla 10, se preparé para

Tabla 10. Mezcla de reaccion de la PCR colony Volumen

cada colonia que se analizé.

Suspension de E. coli 10 uL
| Agua MQ 24.4 uL
Polimerasa Kapa 12.6 uL
Oligonucleétido Sentido Adeno-X 1uL
Oligonucledtido Antisentido Adeno-X 1uL
DMSO 1uL
Volumen total 50 uL

Ademas, como control negativo se corrié una muestra utilizando como DNA templado al pShuttle2-LacZ. Las condiciones
optimas de amplificacién se dieron con el siguiente programa en un Termociclador [Thermal Cycler C1000, Biorad]: 95°C
2min, 95°C 15s, Tm: 60°C 1 min, 72°C 2 min, 72°C 3 min y 4°C <, por 30 ciclos. Las mezclas de reaccién se analizaron
mediante electroforesis con un gel de agarosa al 1%, con una corriente eléctrica de 100 V durante 1 h, y posteriormente se

observé el gel en un Transiluminador [High Performance UV Transiluminator, UVP].

Los cultivos con las clonas recombinantes positivas con el amplificado de 287 pb, se purificaron por lisis alcalina.
Primeramente, se prepararon los Buffers 1-4 que se indican en la seccién 12 del Anexo. Después, el botdn bacteriano se
concentrd mediante una centrifugacion a 14,000 rpm por 30 s y el sobrenadante se descart6 cuidadosamente. Enseguida, la
suspension se homogenizé6 mediante pipeteo en 150 uL del Buffer 1. Después se le adicionaron 150 uL del Buffer 2, se
mezcl6 por inversion y se incubd durante 5 min a temperatura ambiente. Posteriormente, se le adicionaron 150 uL del Buffer
3, mezclandolo por inversion e incubandolo por 5 min a 4°C. Se centrifugd a 14, 000 rpm por 5 min a 4°C y la fase clara se
transfirio a un tubo nuevo de microcentrifuga. A continuacion, se le adicionaron 450 uL de la solucion de
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) y se mezcld por inversion. Para separar las fases, se centrifugd por 5 min a
4°C. Después, la fase superior acuosa se separo cuidadosamente y se transfirio a un tubo de 2 mL nuevo, la interfase y la
fase organica se descartd. Se le adicioné 1 mL de etanol al 95% y se mezclé por inversion. Se centrifugd a 14,000 rpm por
10 min a 4°C y el sobrenadante se removid. El DNA se lavé en 1 mL de alcohol al 70% y se centrifugd por 2 min a
temperatura ambiente. El sobrenadante se removid y el DNA se dejo secar a temperatura ambiente. Una vez seco, se
disolvi6 en 30 uL de Buffer 4 y se incubd 10 min a temperatura ambiente. Se vortexe6 generosamente y se centrifugd para
recuperar el contenido al fondo del tubo. Posteriormente se volvié a confirmar la presencia del plasmido recombinante

mediante un PCR con el juego de oligonucleétidos que el sistema Adeno-X provee.

30



Cassette de expresion proveniente

del pShuttlesiEg/ET
I-Cenl Pl-Scel

I
/
m SiRMAEE/ET :-| poly A l_l
=

Oligonucledtido
antisentido Ligacion

I-Ceul
Oligonucledtido Pl-Scel

sentido ’
DHNA del Adenovirus |I

wAdeno-X System 1 | I
Viral DNA» I

Amp

*  Transformacion en E. coli
* Seleccidnen LB/Amp.

Oligonucledtide
sentido I-Cenl Pl-Sce |

BD Adeno-X — 1 SIRNAES/E7 ‘>1 poly A | BD Adeno-X
—

Oligonucleatido
antisentido

Monitoreo por PCR

Banda de 287 pb

Figura 7. PCR colony para el monitoreo de las clonas recombinantes del pAd/siE6-E7 y del pAd/LacZ.
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6.3 Cultivo de células.

Se cultivé la linea celular BMK-16/myc con la cual se indujo el tumor en ratones. Esta linea celular esta constituida por
células epiteliales de rifidn de ratdn con haplotipo H-29, las cuales estan transformadas de manera estable con el genoma
del HPV16 escindido en el marco abierto de lectura del gen E2. Por tal motivo, estas células expresan de manera

constitutiva los oncogenes E6 y E7, y no la proteina E2 [Hibma, et al., 1994].

La linea celular BMK-16/myc fue utilizada para la induccion de la formacion de tumores en el dorso de ratones BALB-c con
el mismo haplotipo. Para su expansion se realizd un cultivo con medio DMEM [Dulbecco's Modified Eagle Medium,
Invitrogen] suplementado con 10% de Suero Fetal Bovino [No Cat. S1650, Biowest], 50 U/ml de Penicilina, 50 ug/ml de
Estreptomicina [No Cat. 15140, Gibco], 2 mM L-Glutamina [No Cat. G8540-25G, Sigma] y 250 ng/ml de Fungisona
[Invitrogen] y se mantuvo a 37°C con una atmosfera del 5% de CO-. El uso de estas células para el desarrollo tumorogénico
como modelo de CaCU ha sido reportado por Hibma et al., en 1994, por Hallez et al., en 1999, asi como por Bermudez-

Morales et al., en el 2009.
6.4 Modelo tumoral murino.
6.4.1 Manejo y Uso de los Animales de Experimentacion.

El procedimiento para el desarrollo del modelo tumoral murino se realizé de acuerdo con los lineamientos contenidos en el
Manual para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio del Bioterio realizado por el Comité Institucional para el
Cuidado y Uso de los Animales Experimentales [CICUAE UNAM, 2012]. De igual manera se siguieron las medidas

recomendadas en el Reglamento del Bioterio del INSP.

Para el manejo adecuado de los animales de experimentacidn, el personal involucrado estudié minuciosamente el
“Reglamento para la obtencion, mantenimiento y empleo de animales de laboratorio en el Bioterio del INPS” asi como el
“Manual De Organizacion Y Procedimientos” creado por el “Comité Institucional para el Cuidado y Uso de los Animales
Experimentales, CICUAE FMVZ-UNAM” [CICUAE UNAM, 2012]. Ademas todos los procedimientos se realizaron con el

asesoramiento de investigadores cuya experiencia es amplia en el ambito del manejo de animales de laboratorio.

Es importante salvaguardar la seguridad del personal de investigacidn involucrado, por lo que se tomaron en cuenta
medidas de bioseguridad basicas como el uso de guantes dobles y cubrebocas desechables, asi como bata y careta, que
solo se utilizaron para el manejo de animales del laboratorio. Se acataron las conductas y medidas de bioseguridad
establecidas en el Manual de Procedimientos para el Manejo de Sustancias CRETI Y RPBI del INSP [Perales Ortiz &
Gdmez Ceron, 2009].

Los ratones se mantuvieron en la Unidad del Bioterio del INSP que se encarga de reproducir y salvaguardar la integridad de

los mismos, brindandoles agua potable, alimento diariamente, asi como un habitat limpio y seco.

32



Con la intencién de disminuir el sufrimiento de los animales, antes de inocular las células BMK-16 o con el tratamiento
deseado, los ratones se anestesiaron en una camara con éter con propdsitos analgésicos y tranquilizantes. El éter es un
solvente anestésico suave que no dafa las vias respiratorias de los ratones. Al finalizar el monitoreo del crecimiento
tumoral, los animales se sacrificaron mediante la exposicion con cloroformo en una camara especial donde se aseguré su
muerte rapida. Los cadaveres de los animales de experimentacién fueron manejados de acuerdo a las normas de
bioseguridad del manejo de desechos bioldgicos desechandolos en bolsas de polietileno amarillas y almacenandolas bajo
refrigeracion a -20°C para su posterior desecho por una empresa encargada del manejo de RPBI [Perales Ortiz & Gémez
Ceron, 2009].

6.4.2 Generacion del Modelo Tumoral y administracién de los plasmidos psiRNAEGD y psiRNAETD.

Para generar el modelo tumoral en los animales, se utilizaron ratones BALB/c sanos de seis semanas de edad que
expresaban el haplotipo H-29. La fuente original del pie de cria de los ratones fue “The Jackson Laboratory (Bar Harbor,
Maine USA)". Estando los animales anestesiados, se inocularon subcutaneamente en el dorso, 5x105 células BMK-16/myc
en 50 uL de PBS. Posteriormente, la eficiencia del crecimiento fue verificada al determinar el volumen del tumor a diferentes
tiempos post-inoculaciéon. La masa tumoral se evalué diariamente mediante su medicion directa con un calibrador
electrénico a partir de que el tumor fue palpable. El volumen tumoral se obtuvo con el siguiente célculo:

Volumen tumoral = (diametro mayor en mm) x (diametro menor en mm)?

Una vez que los ratones tuvieron un volumen tumoral entre 20 y 30 mm3(2 6 3 dias después de la inoculacién) se separaron
en lotes experimentales para los ensayos de administracién de los plasmidos como a continuacién se menciona.

Con la finalidad de evaluar el efecto de la inhibicion de la expresion de los oncogenes E6 y E7 del HPV16, se formaron
cuatro grupos de ratones cuyo tratamiento fue la administracién con el plasmido psiRNAEGD, con psiRNAE7D, con el
plasmido pSilencer1.0 (plasmido vacio) y sin tratamiento (se le administrara solucién amortiguadora de fosfatos PBS, ver
seccion 12, Apéndice), respectivamente. No se realiz la evaluacion del efecto de la administracién de particulas
adenovirales que expresan los siRNAs para E6 y E7 sobre el crecimiento tumoral debido a que no se ha concluido su
generacion (seccion 6.2 de la metodologia).

En este sentido, para la aplicacién de los siRNAs, se utilizé una concentracion de 50 ug de cada plasmido en un volumen
final de 20 uL con PBS. Ademas, con el objetivo de utilizar el minimo nimero de animales y obtener un resultado con
reproducibilidad biolégica se emplearon tres ratones por grupo de experimentacion.

Se asigné como dia cero, al dia en el que se administro la primera dosis intradérmica cuando el tumor tenia un volumen de
30-40 mm3. Se observé que al dia 6 los tumores crecieron ligeramente, por lo que se inyectd una segunda administracién
de 50 ug de plasmido. Al dia 12, se inyecto la tercera administracion de tratamiento y se monitore6 el crecimiento tumoral
hasta el dia 19, dia en el que se sacrificaron los ratones de experimentacion. Se decidié terminar al dia 19 debido a que no
habia razon por la cual se continuara con el crecimiento del tumor y con esto aumentara el sufrimiento de los animales.

Se determin¢ el volumen tumoral diariamente y los resultados fueron analizados mediante el programa Graph Pad Prism 5,
aplicando un analisis de regresion lineal, con una n de 3 para cada grupo y un intervalo de confianza del 95%. Los
resultados se consideraron con diferencia estadisticamente significativa si P<0.005.
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7. Resultados.

7.1 Produccion a gran escala de los plasmidos de expresion de siRNAs, psiRNAE6D y psiRNAET7D, y del

plasmido vacio, pSilencer1.0.

Los plasmidos pSilencer1.0, psiRNAEGD y psiRNAE7D se obtuvieron a gran escala por la técnica de MegaPrep de Qiagen
(Seccion 7.1.2). Para evaluar la eficacia de la técnica de purificacion, se monitored el proceso de extraccion de plasmido
mediante su muestreo en diferentes etapas, con la finalidad de evaluar la eficiencia del procedimiento (Figura 8). En la fase
del lisado bacteriano se encontrd pldsmido integro (carriles L), mientras que una vez que el lisado fue filtrado por la
columna, no se encontrd plasmido (carriles F). Tampoco se encontrd plasmido al lavar la columna (carriles W), lo cual indica
que el plasmido estuvo adherido eficientemente a la columna utilizada pues una vez que se eluy6 con agua estéril se

observé plasmido en la solucién (carriles E, 1-5).

pSiIencer 1.0

psiRNAEGD psiRNAE7D

F W E 4 203

"'II~U

b \~‘~“§I

L: Lisado

F: Filtrado de la columna

W: Filtrado del lavado de la columna

E: Elucién de la columna

1-5: Plasmido concentrado en diferentes alicuotas

Figura 8. Monitoreo del proceso de extraccion de plasmido a gran escala en un gel al 1% de agarosa. En el panel A,
By C se observan diferentes muestras tomadas durante el proceso de extraccion por MegaPep (ver metodologia en seccién
6.1.2). Se muestred el lisado (carril L), el filtrado de la columna (carril F), el filtrado de la columna cuando fue lavada (carril
W), el fluido eluido de la resina de la columna (carril E), asi como diferentes alicuotas obtenidas al precipitar con isopropanol
(carriles 1-5) para los plasmidos, psiRNAEGD, psiRNAE7D y pSilencer1.0, respectivamente. L: lisado; F: Filtrado de la
columna; W: Filtrado del lavado de la columna; E: Elucion de la columna; 1-5: Plasmido concentrado en diferentes alicuotas.
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Una vez que se generaron los plasmidos y se cuantificaron, fue necesario concentrarlos para obtener 50 ug de plasmido es
un volumen maximo de 20 uL (Figura 9, panel A, B y C). Después de su concentracion, se analizo este material en gel de
agarosa con la finalidad de conocer su integridad. En la Figura 9, panel D, se observa que los plasmidos fueron purificados
correctamente pues no se observa degradaciéon del DNA. Estos resultados indican que los plasmidos purificados son
adecuados para su administracion en el modelo murino tumoral HPV16+. Cabe mencionar que el paquete EndoFree®
Plasmid Mega Kit [No cat. 12381, Qiagen] utilizado, garantiza que el producto obtenido esté libre de endotoxinas para su

aplicacion in vivo.
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1. 1.
e 600,100 658.5 /3651 137 osIRNAETD 300/100 12113 /34339 137
2. 2.
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3. 3.
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4 4.
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A B
1. T Ty e e o e e e s pl
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C D

Figura 9. Plasmidos psiRNAE6D, psiRNAET7D y pSilencer1.0 obtenidos por la amplificacion a gran escala. Panel A, B
y C. Alicuotas obtenidas de la extraccion de 400 mL de cultivo de bacterias transformadas con los plasmidos psiRNAEGD,
psiRNAET7D y pSilencer1.0, respectivamente. En la cuarta columna de cada panel se muestra el volumen necesario en los
que se contienen 50 ug de plasmido, el cual se utilizé llevandolo a un volumen final de 20 uL con PBS estéril. Finalmente
esta solucion se us6 como tratamiento en el respectivo grupo de ratones. D. Gel de agarosa al 1% que muestra la integridad
de los plasmidos extraidos.
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7.2 Generacion de una construccion recombinante adenoviral que contenga la secuencia silenciante de la

expresion de la oncoproteina E6 y E7, siRNAE6 y siRNAE7.

Simultaneamente a la purificacion de los plasmidos, psiRNAE6D y psiRNAE7D, al establecimiento del modelo tumoral
murino y a la evaluacién de éstos en el modelo tumoral, se disefiaron adenovirus recombinantes que expresaran los siRNAs
silenciantes de E6 y E7 correspondientes. Como se menciond en la seccion 7.2, se utilizo el sistema Adeno-X™ Expression
System 1 de Clontech con la finalidad de generar particulas adenovirales recombinantes que contengan la secuencia
silenciante, sSIRNAEG y siRNAE7, de manera independiente. En la Figura 10 se presenta la metodologia general del sistema.
En este proyecto se logré avanzar hasta la obtencion de la construccion genética con el genoma del adenovirus clonado con

el siRNAE6 silenciante de la oncoproteina EG.
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Figura 10. Panorama general de la metodologia para la construccion de particulas adenovirales recombinantes con
el sistema Adeno-X™ Expression System 1 de Clontech. En esta seccidn se presentan los resultados obtenidos hasta la
generacion de la construccion genética del DNA del adenovirus ligado al cassette de expresion con el siRNAEG (area dentro
del cuadro).
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7.2.1 Generacion de las construcciones pShuttlesiE6/E7.

Como primer paso, el objetivo fue clonar la secuencia silenciante de las oncoproteinas E6 y E7, a partir de los plasmidos
psiRNAEGD y psiRNAE7D, en el vector de trasferencia pShuttle2.0 con la finalidad de generar las construcciones
pShuttlesiE6 y pShuttlesiE7. Fue necesaria la clonacién de la secuencia de interés, sSiRNAEG y siRNAE7, en el pShuttle2.0
debido a que, ademas de contener en el poli-linker con los sitios enzimaticos adecuados para la clonacién, proporciona los
sitios I-Ceu | y PI-Sce |, que flanquean una secuencia promotora del CMV, la secuencia de interés (SiRNAEG/E7), y una
secuencia poli A del SV40, los cuales son indispensables para la posterior ligacion al DNA adenoviral lineal (Figura 12,

panel B).

En este sentido, se obtuvieron los siguientes resultados: inicialmente, se mandaron a sintetizar oligonucleétidos con la
finalidad de amplificar la secuencia silenciante sSiRNAE6 y siRNAE7, a partir de los plasmidos psiRNAEGD y psiRNAE7D,
cuya validacion funcional habia sido comprobada [Salazar et al., 2011] (Figura 11, panel A). Los oligonucledtidos generados
con los sitios Apal y Kpnl en los extremos 9y 3', respectivamente, hibridaron exitosamente utilizando como DNA molde a
los psiRNAEGD y psiRNAE7D (Figura 11, panel C). Se realizaron varias reacciones de PCR para obtener mayor

concentracion del producto amplificado y después éste se purifico como se menciona en la seccion 7.2.1 de la metodologia.

Una vez que se obtuvieron los amplificados, siRNAEG y siRNAE7 asi como el vector pShuttle2 necesarios, se procedio a
una doble digestion simultanea con las enzimas Apal y Kpnl durante 4 h a 37°C (Figura 12). Una vez que se digirieron con
las mismas enzimas, tanto los insertos siRNAE6 y siRNAE7, como el vector, pShuttle2, se procedi6 al proceso de ligacion.
El producto de ligacién fue utilizado para transformar E. coli competentes (Figura 13). Se resembraron 16 colonias de
bacterias del crecimiento positivo de cada producto de ligacion con relacién vectorinserto 1:1, 1:3 y 1:5, para las
transformaciones con el probable pShuttlesiEG. Para la construccion pShuttlesiE7, se resembraron 10 por cada relacién. De
éstas, se realizé un PCR de colonias positivas a 8 colonias por cada relacion (Figura 14, Panel A, s6lo se muestran 3 por
relacion), de las cuales 5 resultaron con el amplificado de interés de alrededor de 600 pb, el SIRNAEG. En la figura 14, panel
A, se indica 3 colonias positivas en los recuadros rojo y amarillo. De éstas 5 colonias, se purificé el plasmido por miniprep y
se mandaron a secuenciar (Figura 15). Dos clonas resultaron con la secuencia del promotor U6 y con la del inserto
siRNAE6. Se amplificaron y purificaron dichos plasmidos por midiprep para obtener una mayor concentraciéon para la

siguiente etapa.

Para el caso de las clonas con el probable pShuttlesiE7, se seleccionaron cinco clonas (Figura 14, panel B), se purific el
plasmido por miniprep y se mandaron a secuenciar. El resultado de la secuenciaciéon no fue concluyente ya que solo se
aprecio la secuencia hasta el promotor U6, por lo que se pretende disefiar otro oligonucleétido que se encuentre mas al
extremo 3’del que se utilizd. Por este motivo, los siguientes ensayos sdlo se realizaron con la construccion pShuttlesiE6 que

se obtuvo exitosamente.
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7.2.2 Construccion del plasmido adenoviral recombinante con siRNAE6, pAd/siE®.

Para obtener el plasmido con el genoma del adenovirus con el siRNAEG clonado, se escindio el cassette de expresion de la
construccién pShuttlesiE6 mediante una doble digestion simultanea con PI-Sce/l-Ceul (Figura 15, panel B). La digestion se
llevo a cabo de manera exitosa, por lo que se procedié a su ligacion con el DNA lineal del adenovirus proporcionado por el
sistema. Ademas, con la finalidad de tener un vector adenoviral reportero, también se digirio el pShuttle2/LacZ para escindir
su cassette de expresion que contiene el gen de LacZ, después generar el plasmido adenovirus, y eventualmente, la

particula adenoviral con el gen LacZ.

Una vez sucedida la ligacidn, se transformaron bacterias E. coli competentes con el producto de ésta ligacién, de la cual se
obtuvo el crecimiento positivo de alrededor de 13 colonias (Figura 16). Con una micropipeta se tomo cada bacteria y se
resuspendio en 20 uL de agua estéril. De los cuales, 10 uL se tomaron con DNA molde para un PCR de colonias positivas
utilizando los oligonucleotidos proporcionados por el sistema para analizar clonas recombinantes (ver Figura 7 para
observar su ubicacién). El resto de la suspension se cultivd en 5 mL de medio LB con ampicilina para su posterior
purificacién plasmidica. El resultado del PCR de colonias positivas demuestra que el 86% de las colonias fueron
recombinantes, pues se observé una banda alrededor de 300pb producto de la hibridacién del oligonucleétido sentido en el
DNA adenoviral y del oligonucleétido antisentido en el cassette de expresion (Figura 16. panel E). Finalmente se tomaron
dos cultivos con las colonias transformadas con el pAd/siE6 y uno con el control pAd/LacZ y se purificaron por midiprep
(Figura 17, panel A). Se confirmaron los plasmidos recombinantes mediante un PCR usando los oligonucléotidos del

sistema (Figura 7). Los tres plasmidos resultaron recombinantes (Figura 17, panel B).
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Figura 11. Amplificacion de la secuencia silenciante de E6 y E7, siRNAE6 y siRNAE7, a partir de los plasmidos
pSiRNAEGD y psiRNAET7D, respectivamente. A. Se disefiaron oligonucleétidos que flanquearan la regién rio arriba del
promotor U6 y rio abajo del sito EcoR1 con un tamafio de 626pb, con la finalidad de amplificarla pues contiene el promotor
U6 y el siRNAE6 o siRNAE7, respectivamente. Se le agregaron los sitios enziméaticos de restriccion Apal y Kpnl, a los
oligonucledtidos forward y reverse, respectivamente (Cuadros amarillos). B. Se seleccionaron estos sitios debido a que son
compatibles con la regién poli-linker del plasmidos en el que se clono, pShuttle2. C. Amplificacion del fragmento de 626 pb
correspondiente a la secuencia silenciante SIRNAEG (carriles 1-16) y siRNAE7 (carriles 17-32).
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Figura 12. Doble digestion simultanea con Apal y Kpnl de siRNAEG/E7 y de pShuttle 2.0. A y B. Se digirio
simultdneamente con ambas enzimas durante 4 h a 37°C, al fragmento SiRNAE6/E7 amplificado a partir del
psiRNAEGD/E7D y al vector de trasferencia pShuttle2. C. Linearizacién del pShuttie2 mediante la digestién con Apal/Kpnl,

Apal y Kpnl (carriles V, A/K; V, Apal; V, Kpnl), el cual corresponde a un tamafio 4 kb indicado por el proveedor. Se observa

que la mayoria del vector se encuentra digerido por las enzimas comparado con el control (vector sin digerir (carril V, SD)).
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Figura 13. Crecimiento de bacterias transformadas con el producto de ligacién del pShuttle 2.0 y el sSiRNAE6/E7. A, B, C, G, H, .
Bacterias transformadas con el producto de la ligacion de la relacidn vector:inserto, pShuttle:siRNAEG/E7 1:1, 1:3 y 1:5. D. J. Control
negativo de la ligacién, transformacion con el vector lineal. Hay crecimiento bacteriano debido a la probable parcial digestién con
ApallKpnl. F, K. Controles positivos de transformacion. El crecimiento de la transformacién con pShuttie2 vacio fue exitoso. E. Control

negativo de crecimiento. Las bacterias competentes no crecieron en la placa LB con kanamicina.
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Figura 14. Amplificacion de la region siRNAEG/E7 de las clonas transformadas por la ligacion generada,
pShuttlesiE6/E7, respectivamente. A. PCR colony de 3 colonias transformadas con el producto de ligacion de la relacién
vector:inserto, pShuttle:siRNAEG (carril 1:1;1, relacion vector:inserto 1, 2 y 3). Se observa un amplificado de alrededor de
600 pb en las clonas con los recuadros, de las cuales se purificaron sus plasmidos por miniprep y se mandaron a
secuenciar. De la clona 1:1;2 (cuadro amarillo), se valido el amplificado por secuenciacién. B. PCR colony de 5 colonias
transformadas con el producto de ligacién de la relacién vector:inserto, pShuttle:siRNAE7 (carril 1:1;1, relacién vector:inserto
1,2, 3, 4, 5). Se mandaron a secuenciar las cinco clonas con el recuadro rojo, sin embargo, la secuenciacion no se llevo a
cabo completamente. Se utilizaron los oligonucledtidos disefiados para amplificar el siRNAEG/E7 a partir del
psiRNAEGD/ETD.
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obtuvieron dos clonas positivas al PCR colony con los oligonucledtidos disefiados inicialmente para amplificar el
SiRNAEG/E7 a partir del psiRNAEGD/E7D. Se cultivaron y purificaron sus plasmidos por miniprep y se mandaron a
secuenciar. A. La secuencia analizada por la Unidad de secuenciacion del IBT, fue la misma que se esperaba tedricamente,
se encontrd tanto el promotor U6 como el siRNAEG (secuencia mostrada en el cuadro). B. La escision del cassette de
expresion mediante la doble digestion con PI-Scel/l-Ceul demuestra los fragmentos de la construccion con el tamafio
molecular esperado. Estos estuvieron alrededor de 3000 pb y 700 pb, éste Gltimo corresponde al cassette de expresion que
incluye el SiRNAEG.
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Figura 16. Crecimiento y confirmacion de las clonas transformadas con el producto de ligacion del genoma adenoviral lineal
con el cassette de expresion con el siRNAE6. A y B. Crecimiento positivo ce clonas transformadas con el producto de ligacion,
pAd/siE6, pAd/LAcZ.C y D. Los controles positivo y negativo de transformacion resultaron afirmativos. E. Se confirmé la presencia de
construcciones recombinantes mediante un PCR colony con los oligonucleétidos proporcionados por el sistema. Se observé una banda
de aprox. 300 pb esperada para las clonas recombinantes en 13 bacterias.

MPM pAd/SiEB  pAd/lscZ pShutte -DNA

pAd/SiE pAdiLacZ 100bp col.6 col.9 col.1 LacZ
col.6 col9 col.1

R — R

Figura 17. Construcciones de plasmidos recombinantes con el cassette de expresion que incluye el siRNAE6. A. Plasmidos
adenovirales recombinantes, pAd/siE6 y el control, pAd/LacZ purificados por midiprep. B. Confirmacion de las clonas recombinantes
mediante un PCR utilizando los oligonucledtidos del sistema Adeno-X™ Expression System 1 de Clontech. En los tres plasmidos se

observa una banda de alrededor de 300pb (carriles pAd/siE6 col.6 y col.9, pAd/LacZ col.1).
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7.3 Establecimiento del modelo experimental tumoral murino HPV16+.

Para la estandarizacion del modelo experimental tumoral murino HPV16+, se siguié la metodologia previamente descrita en
la seccion 7.4 (Figura 18, panel A). Es importante decir que este modelo murino fue establecido previamente por el grupo
del Dr. Bermidez, por lo que se nos proporcionaron las condiciones 6ptimas para la evaluacion de plasmidos [BermUdez-
Morales, et al., 2009]. La mayor parte de los estudios reportan modelos in vivo para la evaluacién de siRNAs en células
HPV+ generados con ratones inmunodeficientes, lo que significa el uso de instalaciones especiales [Schuh, 2004], lo que
repercute en el costo del proyecto de investigacion, aunado a la carencia de infraestructura en muchos laboratorios
mexicanos. El modelo murino HPV16+ utilizado en este trabajo utiliza ratones de la cepa BALB/c y células de raton
transformadas con el genoma del HPV16 con las cuales se induce la formacion del tumor. Esto supone una ventaja para la
evaluacion de otras moléculas en un modelo murino HPV16+ pues se puede establecer relativamente facil en cualquier

bioterio con cuidados asépticos.

En este trabajo sélo se logrod generar los tumores para un experimento debido a que se tuvieron problemas de crecimiento
con las células BMK16/myc, por lo que no fue posible evaluar la reproducibilidad y sensibilidad del sistema es reproducible

para la evaluacion de moléculas de interés terapéutico.

Con respecto al modelo experimental in vivo, un dia después de la inoculacién con las células BMK16/myc (transformadas
con el genoma del HPV16), se pudo observar la formacion de un tumor visible y palpable (Figura 18, panel B). Mientras que
para las 48 h, se generd un tumor de un tamafio promedio de 34.75 mm3 con intervalo de 30-40 mm3 en el 98% de los
ratones (el 2% de los ratones desarrollaron tumores de 45-50mm3). Debido a su facilidad para evaluar las variaciones en las
dimensiones del tumor, se decidié evaluar el efecto de los plasmidos sobre el crecimiento de la masa tumoral al segundo

dia de crecimiento post-inoculacién.
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Figura 18. Modelo experimental murino HPV16+. A. Se solicitaron 20 ratones hembras de la cepa BALB/c al bioterio del
INSP, los cuales fueron razurados de su parte dorsal. Por otra parte, se prepararon 10 cajas T75 con cultivo de células
BMK16/myc, fueron disgregadas y separadas en alicuotas de 50 uL con 500,000 células en PBS estéril. Finalmente se
procedié a la inoculacién de las células en el dorso de cada ratdn, y se monitoréo diariamente su evolucion hasta tener un
tumor de 30-40mm?. B. En cada raton, se observé el desarrollo de un tumor de 30-40 mm? después de 48 h de la
inoculacion con las células BMK16/myc. Se seleccionaron los grupos de tratamiento y se les aplicé 50 ug de plasmido en un
volumen de 20 uL de PBS via subcutanea directamente en el tumor. El grupo 1 se inyect6 con PBS (sin tratamiento), el
grupo 2 con pSilencer1.0 (plasmido vacio), el 3 con psiRNAE6GD y el 4 con psiRNAE7D. El monitoreo del tamafio del tumor
se hizo diariamente midiéndolo con un vernier digital calibrado.
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7.4 Evaluacion del efecto antitumoral por la administracion de los plasmidos, psiRNAE6D y psiRNAE7D, en
el modelo tumoral murino HPV16+ mediante el analisis del desarrollo de la biomasa tumoral.
En este modelo, se evalud el efecto sobre el crecimiento tumoral de los plasmidos, psiRNAEGD y psiRNAE7D, que
expresan siRNAs para el silenciamiento de la expresion de las oncoproteinas E6 y E7 del HPV16, respectivamente. Debido
a que la fase experimental para la generacion de las particulas adenovirales que expresan siRNAs para el silenciamiento de
E6 y E7 no se concluyé en su totalidad en la presente tesis, s6lo se realizo la evaluacion del efecto antitumoral en un

modelo murino HPV16+, de los pldsmidos purificados a gran escala.

Una vez que los ratones mostraron una masa tumoral promedio de 34.75 mm? con intervalo de 30-40 mm? (48 h post-
inoculacion celular), se formaron 4 grupos de experimentacion (n de 3, 12 ratones en total): el grupo 1 fue designado sin
tratamiento, al cual se le administréd 20 uL de PBS (solvente de los plasmidos) de manera subcuténea directamente dentro
del tumor observable. El grupo 2 fue tratado con 50 ug de plasmido vacio o sin secuencia silenciante, pSilencer1.0, disuelto
en 20 uL de PBS. Al grupo 3 le fue administrado 50 ug del psiRNAEGD (silenciante de E6) disueltos en 20 uL de PBS estéril.
Por Gltimo, el grupo 4 fue tratado con 50 ug del psiRNAETD (silenciante de E7) disueltos en 20 uL de PBS estéril.

Al dar seguimiento diario, observamos tamafios tumorales variables a lo largo del tiempo y que cambiaban de acuerdo al
tratamiento aplicado. Para el caso del grupo de ratones tratados con pSilencer1.0 (plasmido vacio) y sin tratamiento,
después de 12 dias desde la primera administraciéon de PBS, se observaron tumores alargados, hinchados, enrojecidos y
con costras superficiales a lo ancho del tumor, lo cual sugiere un proceso inflamatorio (Figura 19, panel A). Particularmente
para el grupo tratado con el plasmido psiRNAE7D, silenciante de la oncoproteina E7, se observaron tumores mas
pequefios, con enrojecimiento menor y con menor superficie de costra (Figura 19, panel B), este resultado se puede

apreciar de forma cuantitativa en la cinética de crecimiento tumoral (Figura 20).
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Tratamiento con pSilencer1.0

Dia 12

Tratamiento con psiRNAE7D

Dia 1l Dia 6 Dia 12 Dia 19

Figura 19. Efecto de la administracion de los plasmidos pSilencer1.0 y psiRNAE7D en la apariencia fisica de los
tumores inducidos HPV16+. A. Grupo de ratones con tumor inducido HPV16+ tratados con la administracion del plasmido
vacio, pSilencer1.0 en los dias 1, 6, 12 y 19 desde la primera administracién. B. Grupo de ratones con tumor inducido
HPV16+ tratados con la administracién del plasmido vacio, pSIRNAE7D en los dias 1, 6, 12 y 19 desde la primera
administracion. En los dias 1y 6 pos tratamiento, en ambos grupos se observaron tumores similares. Sin embargo, al dia 12
el tamafio de la masa tumoral, asi como enrojecimiento y la presencia de costras superficiales eran de menor magnitud en
el grupo tratado con el plasmido psiRNAE7D, silenciante de E7. En el dltimo dia de la cinética de crecimiento tumoral, el dia
19, se observd que los tumores en el grupo tratado con psiRNAE7D, fueron de menor tamafio, menos enrojecidos asi como
con un area superficial de costras menor. Cabe mencionar que la imagen de los ratones al dia 12, corresponde a tumores
tratados con 2 administraciones de 50ug de plasmido (en los dias 0 y 6). La imagen al dia 19, corresponde a tumores

tratados con 3 administraciones de 50 ug de plasmido, respectivamente.
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En la Figura 20 se puede observar las cinéticas de crecimiento de los tumores de los 4 diferentes grupos de
experimentacion. Se puede percibir que el crecimiento de los tumores de los grupos control, sin tratamiento vy tratado con el
plasmido vacio, pSilencer1.0, fue muy similar. Por otra parte, se puede apreciar menor crecimiento de la masa tumoral en
los grupos de ratones tratados con los plasmidos psiRNAE6GD y psiRNAETYD, respecto a los grupos controles; sin embargo
la diferencia no fue clara. Para resolver esta situaciéon se decidié comparar las velocidades de crecimiento mediante el

programa GraphPad Prism5 (Figuras 21-25), lo cual se describe a continuacion.

Respuesta antitumoral a plasmidos silenciantes de E6y E7
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Figura 20. Efecto de la administracion de plasmidos silenciantes de E6 y E7 en el crecimiento tumoral HPV16+.
Cinética de crecimiento del tumor en el modelo experimental tumoral murino HPV16+ al administrar tres veces 50 ug de los
plasmidos psiRNAEGD, psiRNAET7D y pSilencer1.0 cada seis dias (indicado como 1era, 2da y 3era admén.). Se administré
el tratamiento en los dias cero, seis y doce, siendo el dia cero el dia que se obtuvo un tumor de 30-40mm?3. Se observa el
mismo comportamiento en la manera de crecimiento de tumor en los grupos control, es decir en el grupo sin tratamiento
(linea roja) y con el pSilencer1.0 (linea azul). Ademas, se nota que con la administracion con psiRNAEGD y psiRNAE7D, los
tumores no crecieron tanto como en los grupos control (linea verde y negra). Esta informacion sugiere que la administracion
de los plasmidos silenciantes de E6 y E7 pudiera tener un efecto anticrecimiento. Sin embargo, se realizara un analisis de
regresion lineal con la finalidad de saber su significancia asi como la pendiente de la recta, el cual reflejara la magnitud de

crecimiento para cada grupo de experimentacion (Figuras 21-24).
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7.4.1 Efecto de la administracion del plasmido vacio, pSilencer1.0 y sin tratamiento en el crecimiento tumoral
HPV16+.

La Figura 21 indica que el crecimiento tumoral en los grupos sin tratamiento y el tratado con el plasmido vacio, pSilencer1.0,
tuvieron la misma velocidad de crecimiento, es decir, sus pendientes (pendiente de la recta) no fueron estadisticamente
significativas (p=0.25). De hecho, los tumores del grupo sin tratamiento en promedio crecieron 38.01 mm?3 + 3.14 (1C95%:
31.71-44.32) diariamente; mientras que la velocidad de crecimiento del grupo tratado con el pSilencer1.0 fue 32.37 mm?3 £
3.78 (IC95%: 24.78-39.95) diarios. Esto sugiere que no hay efecto inespecifico debido a la administracion con DNA
plasmidico fordneo. En esta misma Figura se observa que los intervalos de confianza de ambas rectas se sobrelapan, lo
cual significa que no son diferentes. En los analisis comparativos que a continuacién se describen, se eligid como grupo
control al tratado con el pSilencer1.0, debido a que es un plasmido que no contiene siRNAs, ademas de que se comprob6

que los tumores crecieron en la misma proporcion que en el grupo sin tratamiento.
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Figura 21. Efecto de la administracion del plasmido vacio, pSilencer1.0 y sin tratamiento en el crecimiento tumoral
HPV16+. Representacion del andlisis de la regresion lineal de ambas cinéticas de crecimiento tumoral (linea recta continua
roja (sin tratamiento, r?=0.77), linea recta solida roja (con pSilencer1.0, r?=0.58). Los valores de volumen tumoral
monitoreados diariamente se representan con circulos rojos (sin tratamiento) y cuadros azules (con pSilencer1.0). Ademas,
se grafican los intervalos de confianza de 95% para cada cinética (linea rectas discontinuas verdes (sin tratamiento) y rojas
(para pSilencer1.0)). La pendiente de la recta para cada cinética fue de 38.01 para el grupo sin tratamiento; y 32.37 para el
tratado con el pSilencer1.0 (recuadro naranja). El analisis estadistico se realizé6 mediante el programa GraphPad Prism, el
cual calculé una p de 0.25, lo que indica que no existe diferencia estadisticamente significativa entre ambos grupos.
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7.4.2 Efecto de la administracion de plasmidos silenciantes de E6, psiRNAEG6D, en el crecimiento tumoral HPV16+.

Con la finalidad de evaluar el efecto de la administracién del plasmido que expresa siRNAs para el silenciamiento de E6 en
el modelo tumoral murino, respecto al grupo control tratado con pSilencer1.0, se determinaron las velocidades del
crecimiento tumoral de ambos grupos. La Figura 22, se observa que el crecimiento de los tumores del grupo tratado vy el
grupo tratado con psiRNAEGBD no fueron estadisticamente diferentes (p=0.49) (Figura 22). Mientras que la velocidad de
crecimiento (pendiente de la recta o m) fue de 32.37 mm? £ 3.78 (IC95%: 24.78-39.95) diarios para el grupo control, para el
grupo tratado con psiRNAEGD fue de 29.32 mm3 £ 2.313 (IC95%: 24.67-33.96) diarios. Este resultado indica que si bien los
tumores tratados con el psiRNAEGD silenciante de E6, crecieron en menor proporciéon que los del grupo control, la

diferencia no fue estadisticamente significativa.
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Figura 22. Efecto de la administracion de plasmidos silenciantes de E6, psiRNAE6D y el control, pSilencer1.0 en el
crecimiento tumoral HPV16+. Representacion del andlisis de la regresion lineal de ambas cinéticas de crecimiento tumoral
(linea recta continua azul (tratamiento con pSilencer1.0, r?=0.58), linea recta sélida verde (tratamiento con psiRNAEGD,
r2=0.75). Los valores de volumen tumoral monitoreados diariamente se representan con cuadros azules (con pSilencer1.0) y
con triangulos verdes (con psiRNAE6GD). Ademas, se grafican los intervalos de confianza de 95% para cada cinética (lineas
rectas discontinuas rojas (con pSilencer1.0) y verdes (con psiRNAEGD)). La pendiente de la recta para cada cinética fue de
32.37 para el grupo control tratado con el plasmido vacio, pSilencer1.0; y 29.32 para el tratado con el psiRNAEGD (recuadro
naranja). El andlisis estadistico se realizO mediante el programa GraphPad Prism, el cual calculd una p de 0.49, lo que
indica que no existe diferencia estadisticamente significativa entre ambos grupos.
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7.4.3 Efecto de la administracion de plasmidos silenciantes de E7, psiRNAET7D, en el crecimiento tumoral HPV16+.

De la misma manera que en la seccién anterior, se compararon las velocidades de crecimiento de la masa tumoral del
grupo tratado con el plasmido que expresa siRNAs para silenciar a E7, con el grupo tratado con el plasmido vacio
pSilencer1.0. En la Figura 23, se observa que los intervalos de confianza de ambas cinéticas, no se traslaparon, ademas al
comparar mediante una analisis de regresion lineal, nos confirmé que ambas pendientes fueron significativamente
diferentes (p=0.007). La velocidad de crecimiento promedio para el grupo control fue de 32.37 mm? + 3.78 (IC95%: 24.78-
39.95) diarios, comparado con 20.96 mm?3 £ 1.72 (IC95%: 17.51-24.41) para el tratado con el psiRNAE7D (recuadro de la
figura 23). Este resultado sugiere que la administracion con el plasmido con siRNA para la oncoproteina E7, disminuye la
velocidad de crecimiento significativamente en el 35% diariamente (comparado con el grupo control) en este modelo murino
HPV16+.
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Figura 23. Efecto de la administracion de plasmidos silenciantes de E7, psiRNAE7D y el control, pSilencer1.0 en el
crecimiento tumoral HPV16+. Representacion del anélisis de la regresion lineal de ambas cinéticas de crecimiento tumoral
(linea recta continua azul (tratamiento con pSilencer1.0, r2=0.58), linea recta sélida negra (tratamiento con psiRNAE7D,
r2=0.74). Los valores de volumen tumoral monitoreados diariamente se representan con cuadros azules (con pSilencer1.0) y
con rombos negros (con psiRNAE7D). Ademas, se grafican los intervalos de confianza de 95% para cada cinética (lineas
rectas discontinuas rojas (con pSilencer1.0) y naranjas (con psiRNAE6D)). La pendiente de la recta para cada cinética fue
de 32.37 para el grupo control tratado con el plasmido vacio, pSilencer1.0; y 20.96 para el tratado con el psiRNAE7D
(recuadro naranja). El analisis estadistico se realiz6 mediante el programa GraphPad Prism, el cual calculé una p de 0.007,
lo que indica que existe diferencia estadisticamente significativa entre ambos grupos.
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7.4.4 Efecto de la administracion de plasmidos silenciantes de E6, psiRNAE6D, comparativamente la administracion

de psiRNAET7D, silenciante de E7, en el crecimiento tumoral HPV16+.

Se realiz6 un analisis comparativo entre la cinética de crecimiento de los tumores en el grupo tratado con el psiRNAEGD y el
grupo tratado con el psiRNAE7D. Los resultados se resumen en la Figura 24, los cuales muestran que las velocidades de
crecimientos de ambos grupos fueron estadisticamente diferentes (p=0.0046). La velocidad de crecimiento en el grupo
tratado con el psiRNAEGD fue de 29.32 mm3 £ 2.313 (IC95%: 24.67-33.96) y de 20.96mm? + 1.72 (IC95%: 17.51-24.41)
diarios para el grupo tratado con el psiRNAE7D. Estos resultados sugieren que se evitaria el 28.5% del crecimiento de la
masa tumoral si se tratara con el psiRNAE7D que con el psiRNAE6GD.

Este resultado apunta a que sélo tratamiento con el plasmido psiRNAE7D parece inhibir el crecimiento tumoral, lo cual
posiblemente dependa de problemas de estabilidad, dosis o solubilidad del psiRNAEGD, para poder ejercer un efecto en el

modelo murino.
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Figura 24. Efecto de la administracion de plasmidos silenciantes de E6, psiRNAE6D, y de E7, psiRNAE7D en el
crecimiento tumoral HPV16+. Representacion del andlisis de la regresion lineal de ambas cinéticas de crecimiento tumoral
(linea recta continua verde (tratamiento con psiRNAEGD, r2=0.75), linea recta sélida negra (tratamiento con psiRNAET7D,
r2=0.74). Los valores de volumen tumoral monitoreados diariamente se representan con tridngulos verdes (con psiRNAE6GD)
y con rombos negros (con psiRNAE7D). Ademas, se grafican los intervalos de confianza de 95% para cada cinética (lineas
rectas discontinuas verdes (con psiRNAEGD) y naranjas (con psiRNAEGD)). La pendiente de la recta para cada cinética fue
de 29.32 para el grupo tratado con el plasmido psiRNAE6GD; y 20.96 para el tratado con el psiRNAE7D (recuadro naranja).
El andlisis estadistico se realizé6 mediante el programa GraphPad Prism, el cual calcul6 una p de 0.0046, lo que indica que
existe diferencia estadisticamente significativa entre ambos grupos.
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7.4.5 Efecto en el crecimiento tumoral de la administracion de los plasmidos pSilencer1.0 y psiRNAE7D en los dias

0, 6 y 12 mediante el analisis de la pendiente.

Por ofra parte, se evaluaron las velocidades de crecimiento de cada administracion del plasmido a lo largo de los 19 dias,
esto es, se analizaron por separado los efectos en los dias 0-6, 7-12 y 13-19, con la finalidad de ver como cambiaba la
tendencia de crecimiento debido a su administracion. Este analisis s6lo se realizé para la cinética de crecimiento tumoral
con el tratamiento con psiRNAE7D debido a que fue en el que se encontrd significancia estadistica. El resultado de éste
andlisis se muestra en la Figura 25 (segmentos A, B y C, respectivamente). Se puede observar que con la primera
administracion del psiRNAE7D ocasion6 un marcado efecto inhibitorio sobre el crecimiento tumoral, con una velocidad de
crecimiento de 11.70 mm?3 £ 2.17 (IC95%: 7.149-16.25), con respecto al de 41.53 mm3 £ 7.90 (IC95%: 24.97-58.08) diarios,
del grupo control, y siendo estadisticamente diferente (P=0.0008). No obstante, para la segunda administracion, se observa
claramente que ambas pendientes de la recta son iguales. Numéricamente el programa arroj6 una tendencia de crecimiento
en los dias 6 al 12, de 26.55 mm? £ 29.53 (IC95%:-37.24-90.35), para el grupo control, y 19.82 mm? £ 5.87 (IC95%: 7.13-
32.50) diarios, para el grupo tratado con psiRNAET7D. Este resultado sugiere que al administrar la segunda dosis de
tratamiento, la velocidad de crecimiento tumoral no se inhibié (p=0.82) a pesar de que los valores entre ambas cinéticas de
crecimiento son diferentes. Por ofra parte, en la tercera administracion, al dia 12 de la cinética, fue negativa, -6.33 + 11.11
(1C95%: -29.89-17.23), comparado con 27.08 + 23.35 (IC95%: -22.43-76.58) del grupo control. A pesar de que las
diferencias entre las pendientes de estas dos cinéticas no fueron significativas (p=0.21), en la Figura 25 se aprecia
claramente el efecto antitumoral en los Ultimos dias de la cinética, pues muestra la disminucién del volumen tumoral, la cual

también se pudo observar fisicamente (Figura 19).
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Regresion lineal de los datos de volumen tumoral en cada punto de tratamiento con
pSilencer1.0 vs psiRNAE7D
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Figura 25. Efecto en el crecimiento tumoral de la administracion de los plasmidos pSilencer1.0 y psiRNAE7D en los
dias 0, 6 y 12 mediante el analisis de la pendiente. Representacion del andlisis de regresion lineal en cada administracion
del plasmido silenciante de E7, psiRNAET7D, y del control, pSilencer1.0. A. Regresion lineal de la cinética de crecimiento
tumoral después de la primera administracion con pSilencer1.0 (linea y cuadros azules; m de 41.53) y psiRNAE7D (linea y
cuados vacios negros; m de 11.70) del dia 0 al dia 6. Los resultados de esta cinética comparando ambos grupos son
estadisticamente significativos (p=0.008, recuadro naranja). B. Regresion lineal de la cinética de crecimiento tumoral
después de la segunda administracion con pSilencer1.0 (linea y triangulos azules; m de 26.55) y psiRNAE7D (linea y
triangulos vacios negros; m de 19.82) del dia 6 al dia 12. Las pendientes no son diferentes (p de m= 0.82). C. Regresién
lineal de la cinética de crecimiento tumoral después de la tercera administracion con pSilencer1.0 (linea y circulos azules; m
de 26.55) y psiRNAE7D (linea y circulos vacios negros; m de 19.82) del dia 12 al dia 19. Los resultados de esta cinética
comparando las pendientes no son diferentes (p de m=0.21, recuadro verde).
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8. Discusion.

8.1 Efecto de la administracion de los plasmidos que expresan siRNAs para el silenciamiento de las oncoproteinas E6 y

E7, psiRNAEGD y psiRNAE7D, en el modelo experimental tumoral murino HPV16+.

El estudio de Salazar et al., 2011, dio la pauta para esperar que la administracién de los plasmidos psiRNAE6D y psiRNAETD,
reprimieran la expresion de los oncogenes E6 y E7 en el modelo tumoral HPV16+ generado, lo cual se reflejaria en un efecto
antitumoral. De esta manera, lo que observamos en el presente trabajo fue que el tratamiento con el plasmido psiRNAE7D a los
ratones con tumor inducido HPV16+, indujo una inhibicién parcial del crecimiento de la masa tumoral comparativamente con los
animales que no recibieron tratamiento o que se les administré el plasmidos vacio. Sin embargo, esto no sucedié con la
administracion del plasmido psiRNAEGD, lo cual podria sugerir que tampoco hubo un efecto de inhibicién de la expresion

suficiente de la oncoproteina E6 y, por tanto, no provoco la inhibicién de la masa tumoral.

El experimento del efecto de la administracion de los plasmidos, pSIRNAEGD y psiRNAE7D, se realiz6 una vez, no obstante, se
pudo generar y normalizar el modelo murino experimental especificamente para éstos plasmidos, ya que el modelo habia sido
establecido para la evaluacién de plasmidos que expresaban la proteina viral E2 [Bermudez-Morales, et al., 2009]. Se decidio
administrar 50 ug de cada plasmido, ya que el modelo murino experimental se habia establecido bajo estos parametros pero con
un plasmido que expresaba interleucina 12 (resultados no publicados). En este estudio, se vio un efecto antitumoral importante,
debido a esto, se pensd que al administrarse los plasmidos, psiRNAEGD y el psiRNAE7D podria tener un mayor efecto
antitumoral ya que actuan directamente en la expresion de las oncoproteinas E6 y E7, las cuales promueven la carcinogénesis
[Lépez y Lizano, 2006; Lizano-Soberdn, et al., 2009]. Sin embargo, de acuerdo a los resultados obtenidos, se sugiere que
probablemente se requiera de un vehiculo que aumente su transgénesis y con ello su actividad silenciadora con consecuencias

en el crecimiento tumoral de células HPV16+.

Los trabajos reportados en este tema utilizan concentraciones menores de 50 ug, sin embargo, ellos utilizan siRNAs sintéticos,
los cuales ya estan procesados Y listos para reclutar el complejo RISC y degradar el mensajero especifico; no obstante son
menos estables que los plasmidos [Jiang, et al., 2002; Yoshinouchi 2003; Niu, et al., 2006; Fuiji, et al., 2006]. Sin embargo,
una limitante importante de este proyecto fue que no se evalud la inhibicion de la expresidn de las oncoproteinas una vez

administrados los plasmidos de interés, lo cual dificulta el poder comparar con otros estudios.

Si bien no se redujo el tamafio inicial de la masa tumoral una vez que se aplicé el tratamiento con los psiRNAE6GD y psiRNAET7D,
el resultado sugiere que los tumores en éstos grupos, no crecieron tanto como los presentes en los grupos controles (grupo sin
tratamiento y tratado con el plasmido vacio, pSilencer1.0). A diferencia de nuestro modelo in vivo, existen otros modelos donde
tratan las células in vitro y después las inoculan en el ratén para observar el desarrollo del tumor [Yoshinouchi, et al., 2003; Gu,
et al., 2006], esta estrategia podria ayudar para observar el efecto de los plasmidos antes de que se establezca el tumor,

pues podria reflejar indicios de un posible tratamiento preventivo para evitar la formacion de CaCU.

Por otra parte, se pudo observar que el tratamiento con el plasmido vacio no afecté el crecimiento tumoral, ya que crecieron con

la misma tendencia que el grupo sin tratamiento, lo cual indica que la administracion de pSilencer1.0 fue inocua como se
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esperaba, pues no contiene ninguna secuencia silenciante y, aparentemente, no desencadena reacciones en el sistema inmune.
Adicionalmente, se observo claramente que el grupo tratado con el psiRNAE7D no desarrollé el tumor en la misma magnitud
como lo hicieron los grupos controles, ni siquiera con el tratamiento con el psiRNAE6D. En cuanto al tratamiento con el
psiRNAEGD se observo una disminucién del tamafio tumoral respecto a los controles, sin embargo, el andlisis estadistico no
mostr6 una diferencia significativa con respecto a la velocidad de crecimiento de la masa tumoral del grupo control. Se esperaba
que este grupo disminuyera el tamafio tumoral en mayor medida que el resultado observado, pues ya se habia validado la
funcionalidad de la secuencia silenciante por otro grupo de investigacion, tal como se menciona en los antecedentes de este
trabajo [Jiang, et al., 2002], sin embargo es la primera vez que se emplea la secuencia de siRNAs clonada en un plasmido.
Este resultado se puede explicar debido a la probable baja eficiencia de transgénesis dado que el plasmido fue administrado
sin ningun vehiculo que liberara el DNA dentro de las células tumorales [Patil, et al., 2005], de lo contrario se aseguraria el

transporte de siRNAs al interior del nucleo celular y con ello incrementar la eficiencia de éstos.

En lo que respecta a la administracion del psiRNAE7D, ésta tuvo mayor efecto en la disminucion del crecimiento tumoral que la
administracion del psiRNAEGD, con una velocidad de crecimiento de 20.96 mm3 £ 1.72 (IC95%: 17.51-24.41) y 29.32 mm3t
2.313 (IC95%: 24.67-33.96) diarios, respectivamente. Es decir, la diferencia de crecimiento entre ambas aplicaciones es de
8.36 mm3, valor que refleja la masa tumoral promedio que se evitaria si se administrara el plasmido psiRNAE7D en lugar del
psiRNAEGD. La eficiencia mayor del silenciamiento de E7 observada en este trabajo se sustenta con otros estudios en los que
la inhibicién de E7 tiene mayor efecto de anti-crecimiento y se induce directamente a apoptosis celular; mientras que el de E6
induce acumulacién de p53 v la transactivacién del gen de p21 para el control del ciclo celular, asi como reduccién del
crecimiento celular [Jiang, et al., 2002; Jiang, et al., 2005]. Sin embargo, es importante mencionar que es posible que errores
técnicos como la incorrecta administracion del plasmido psiRNAEGD, no permitieran que el plasmido estuviera disponible para
ingresar al interior de las células tumorales. Esto se hubiera podido verificar con el uso de algin gen reportero contenido en el

plasmido, tal como la proteina verde fluorescente (GFP)

En el analisis de las secciones de la cinética de crecimiento tumoral de acuerdo a las administraciones realizadas, pudimos
observar que la inyeccién con la primera administracion de psiRNAE7D al dia 0 con una masa tumoral promedio de 34.75
mm3 con intervalo de 30-40 mm3, disminuyé significativamente su tendencia de crecimiento. La velocidad de crecimiento
disminuy6 de 41.53 mm3 + 7.90 (IC95%: 24.97-58.08) para el grupo control a 11.70 mm? £ 2.17 (IC95%: 7.149-16.25)
diarios para la primera administracién con psiRNAE7D. Este resultado sugiere que el sistema tumoral esta respondiendo a
la transcripcion de siRNAs que inhiben la expresion de E7, y debido a sus mecanismos referidos, esta induciendo el control
del crecimiento celular, e inclusive a partir del dia 12 al 19, pudiera inducir apoptosis celular, ya que esta reportado su
induccién [Jiang, et al., 2002; Jiang, et al., 2005]. Sin embargo, el resultado del crecimiento tumoral en todos los grupos
experimentales en los dias 12 al 19 tiene un comportamiento inusual, pues podria sugerir que el tumor deja de responder en
esta ventana de tiempo, de manera que su crecimiento es similar al observado por el grupo control. En todo caso, se
presume que precisamente en estos dias hubo un error técnico en la medicion de los tumores con el vernier utilizado, por lo

que probablemente los resultados no sean confiables. Es particularmente marcada a la alteracién de la respuesta por los

57



cambios “andmalos” entre los dias 14 al 16. Adicionalmente, el crecimiento incontrolado del tumor puede provocar que el
tumor se introduzca hacia los 6rganos internos del ratén, por lo que nuevamente los resultados pueden ser no confiables

dado que una pequefia porcién del tumor puede ser la que esté visible y se esté midiendo.

Al observar el comportamiento de las cinéticas de crecimiento tumoral de todos los grupos, podemos notar que el dia 14 es
un punto que se sale de la tendencia de crecimiento en todas las cinéticas, por lo que quitarlo podria arrojarnos resultados
estadisticamente significativos. Sin embargo, no se tiene evidencia de que en ese dia ocurrié un fallo técnico en su

medicién, por lo que no se procedio a la eliminacién de ese punto.

En lo que respecta a la segunda administracion con psiRNAE7D, se observd que no tuvo efecto en el crecimiento tumoral,
resultado que no se esperaba dado que esta reportado que una segunda administracion mejora los resultados antitumorales
[Fuiii, et al., 2006; Niu, et al., 2006]. Sin embargo, se observd que después de la tercera administracion de psiRNAE7D, el
efecto de inhibicién del crecimiento se volvié a observar: 27.08 mm3 + 23.35 (IC95%: -22.43-76.58), para el grupo control a -
6.33 mm3 + 11.11 (1C95%: -29.89-17.23), para el grupo al cual se le administré psiRNAE7D. Esto sugiere que ocurrié una
disminucién de la masa tumoral en el grupo tratado. Sin embargo, es necesario repetir el experimento, pues como ya se
comento los resultados en los dias 14 al 19 podrian no ser confiables. Aunado a esto, se observo que la naturaleza de las
células BMK16/myc, utilizadas para la generacidn del tumor en el dorso del ratén, fue de crecimiento muy rapido. Creemos que
el tamafio del tumor con el cual se inici6 el experimento fue lo suficientemente grande como para evitar su crecimiento. Es decir,
que probablemente las células se establecieron eficazmente produciendo que el crecimiento tumoral fuera muy rapido y no se

pudiera obtener un volumen tumoral menor a 40 mm3 en 48h, haciendo poco posible la accién de un tratamiento antitumoral

Por otra parte, a pesar de que la velocidad de crecimiento tumoral se observa que disminuy6 por efecto de la administracién
de psiRNAE7D, no se puede asegurar que el efecto final en su crecimiento al dia 19, sea debido a la suma de las tres
administraciones realizadas para cada plasmido en el modelo in vivo. Esto es debido a que se ha reportado que los
transcritos tienen una vida media de 48 a 72 h [McCaffrey, et al., 2002], por lo que el efecto no se acumula dado que el

rango de administracion entre cada inyeccion fue de 6 dias.

Aunque se hubiera esperado que el efecto de inhibicién de crecimiento inducido por el plasmido psiRNAE7D no fuera tan
evidente, dado que su mecanismo de accidn requiere que las moléculas plasmidicas tengan acceso al nucleo celular una
vez que entran en el citoplasma. Ademas de que el éxito del efecto de la administracién de los plasmidos en un modelo in vivo
depende de la cantidad de plasmido que se administre al tumor, tipo de administracién, frecuencia, vehiculo de liberacién de
DNA, absorcion del plasmido dentro de la célula, sensibilidad, resistencia, sistema inmune circular y local, entre otras [Niu, et al.,
2006]; la entrada de moléculas de plasmido dentro del niicleo debe ser mediante los poros nucleares. Este es un proceso
dificil y extremadamente desafiante [Uherek y Wels, 2000], por lo que en este trabajo se comenzé la generacidn de

adenovirus recombinantes que expresen los siRNAs silenciantes de E6 y E7.
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8.2 Generacion del adenovirus recombinante como vehiculo para eficientar la transgénesis.

Con la finalidad de aumentar la transgénesis de los plasmidos a las células tumorales receptoras, se logré generar
construcciones genéticas con el DNA de un adenovirus recombinante que contiene las secuencias siRNAE6 causantes del
silenciamiento de la expresidn de la oncoproteina E6. Ademas, se esta trabajando para la obtencién de la construccién con la
secuencia siRNAE7, para el silenciamiento de la oncoproteina E7, pues surgieron problemas en la secuenciacion de su

respectivo siRNA.

Se decidio realizar un vector de tipo adenoviral deficiente en su replicacion debido a varias ventajas. Los adenovirus son
faciles de manipular pues se conoce su genoma completo y su biologia; se pueden obtener altos titulos virales en su
produccidn, no se integra al genoma celular y tienen alta capacidad de insercién génica de 7 kb hasta 36 Kb, dependiendo
del tipo de adenovirus a utilizar [Martinez-Flores & Jiménez-Orozco, 2006; Dormond, et al., 2009]. De tal forma que, esta
estrategia representa una plataforma eficaz y con valor agregado para su posterior evaluacion in vivo y su posterior
utilizacién como terapia génica para el tratamiento de lesiones cervicales causadas por la infeccion con el HPV o casos de
CaCU.

En este sentido, en la seccién 8.4 se pueden apreciar los resultados que comprueban la generacion de las construcciones
pShuttlesiE6 y pShuttlesiE7, las cuales son producto de la ligacién del vector de transferencia, pShuttle2, con las secuencias
siRNAEG y siRNAE7, respectivamente. No se continud con experimentos utilizando el pShuttlesiE7 ya que hubo un fallo técnico
en la secuenciacion del siRNA. La generacion de estas construcciones fue necesaria para la escision de un cassette de
expresion que provee el plasmido de transferencia pShuttie2.0, que contiene los sitios PI-Sce/l-Ceul, el promotor del
citomegalovirus y la secuencia de interés, SiRNAEG/E7, la cual es complementaria al RNA mensajero de E6 y E7,
respectivamente. Este cassette de expresion se ligo con el DNA lineal del adenovirus, que de igual manera, contenia los sitios
PI-Scell-Ceul. Finalmente, se produjo la construccidn genética pAd/siEG, con la cual posteriormente se pretende como
perspectiva, linearizar y transfectar células HEK293 para la produccién de particulas adenovirales con el genoma del

adenovirus y las secuencias genéticas productoras de los siRNAs para la oncoproteina E6 y E7, de manera independiente.
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9. Conclusion.

1. Se lograron amplificar y purificar a gran escala los plasmidos de expresion de siRNAs, psiRNAEGD y psiRNAE7D

mediante un kit que los produce libres de endotoxinas para su aplicacién en un sistema bioldgico.

2. Se logré la construccion genética de adenovirus que incluye la secuencia silenciante de la expresion de la
oncoproteina E6, siRNAEG.

3. Se gener6 el modelo tumoral experimental murino HPV16+.

4, El tratamiento con el plasmido psiRNAE7D, en el modelo experimental murino HPV16+ disminuyo
significativamente el crecimiento tumoral respecto al tratamiento con el plasmido vacio, psiRNAEGD y sin

tratamiento.
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10. Perspectivas.

En préximos experimentos, se pretende agregar variables de experimentaciéon adecuadas para un exitoso modelo in vivo y la
evaluacion de estos plasmidos y particulas adenovirales recombinantes. Se propone evaluar la expresion de los oncogenes E6 y
E7 de HPV16 por gRT-PCR, en el modelo experimental tumoral murino con el tratamiento para el silenciamiento de estos
oncogenes. Las variables que se pretenden cambiar en los proximos ensayos son: el tamafio inicial del tumor, la concentracion
plasmidica y evaluar un grupo tratado con la combinacién de ambos plasmidos, psiRNAEGD y psiRNAE7D. Ademas, se planea
iniciar el experimento con un volumen tumoral de 20 a 30 mm?3 en vez de 30 a 40 mm3. Adicionalmente sera necesario evaluar
los efectos antitumorales in vivo con cada administracién que se requiera proporcionar al tumor de manera independiente

para observar el efecto neto debido al nimero de administraciones realizadas.
11. Consideraciones éticas y de bioseguridad.

El manejo y disposicion de los materiales bioldgico-infecciosos, corrosivos, reactivos, téxicos y solventes se manejaran y
confinaran de acuerdo a la Guia para el Manejo de Residuos Peligrosos Bioldgico Infecciosos (RPBI), basada en la Norma
Oficial Mexicana NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002. El Investigador responsable del proyecto y el estudiante que realizara
la presente tesis, tienen acreditacién del curso de manejo integral de los Residuos Peligrosos Biologico Infecciosos que
ofrece el CISEI-INSP. Ademas, todas las areas de trabajo tienen las caracteristicas necesarias de requerimientos de
bioseguridad para trabajo de laboratorios de acuerdo a la Guia para el Manejo de Residuos Peligrosos Bioldgico Infecciosos
(RPBI), basada en la Norma Oficial Mexicana NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002. El procedimiento para el desarrollo del
modelo tumoral murino se realizé de acuerdo con los lineamientos contenidos en el Manual para el Cuidado y Uso de los
Animales de Laboratorio del Bioterio realizado por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de los Animales
Experimentales (CICUAE). De igual manera se acataron las medidas recomendadas en el Reglamento del Bioterio del
INSP.
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12. Anexo.

Medio LB:

Para 1 L: 10 g de Peptona, 5 g de Extracto de Levadura, 10 g de NaCl. Aforar a 1 L con agua destilada. Realizar

alicuotas y autoclavear.

Agar LB:

Para 500 mL: 5 g de Peptona, 2.5 g de Extracto de Levadura, 5 g de NaCl, 7.5 g de agar. Aforar a 500 mL.

Autoclavear y vaciar en placas de Petri de plastico estériles.

Solucién amortiquadora de fosfatos (PBS):

Disolver en 800 mL de H20 destilada, 8 g de NaCl, 0.2 g de KCl, 1.44g de Na2HPO4, 0.24 g de KH2PO4. Ajustar el

pH a 7.4. Aforar a 1 L con agua destilada y se autoclavear.

Buffer de carga con SDS (2X):

Tris-HCI (pH 6.8) 100 mM, SDS 4% (w/v), glicerol 20%(v/v), 200 mM B-mercaptoethanol.

Soluciones para la purificacion de plasmidos adenovirales recombinantes:

Buffer 1: Tris-HCI 25mM (pH 8.0), EDTA 10 mM, glucosa 50 mM. Se autoclaveé y almacené a 4°C.

Buffer 2: NaOH 0.2 M, SDS 1%. Se prepard al momento de utilizarlo. Se mantuvo en un recipiente bien tapado a

temperatura ambiente
Buffer 3: KOAc 5 M. Se autoclaved y almacené a 4°C

Buffer 4: Tris-HCI 10 mM (pH 8.0), EDTA 1 mM, RNasa 20 ug/mL. Se adiciond la RNasa justo antes de utilizarla y se

almacend a -20°C.
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