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High-risk human papillomaviruses (HR-HPV), as HPV-16, evade
immune recognition through the inactivation of cells of the innate
immune response. HPV-16 E6 and E7 genes down-regulate type | inter-
feron response. They do not produce viremia or cell death; therefore,
they do not cause inflammation or damage signal that alerts the immune
system. Virus-like particles (VLPs), consisting of structural proteins (L1
and L2) of the main HR-HPV types that infect the genitourinary tract,
are the most effective prophylactic vaccines against HR-HPV infection.
While for the high grade neoplastic lesions, therapeutic vaccines based
on viral vectors, peptides, DNA or complete HR-HPV E6 and E7 proteins
as antigens, have had limited effectiveness. Chimeric virus-like particles
(cVLPs) that carry immunogenic peptides derived from E6 and E7 viral
proteins, capable to induce activation of specific cytotoxic T lympho-
cytes, emerge as an important alternative to provide prophylactic and
therapeutic activity against HR-HPV infection and cervical cancer.
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a infeccion por virus de papiloma humano

(VPH) en genitales es una de las enfermedades

de transmision sexual que mas comunmente se
presenta en la poblacion mundial. En 2008, se estim6
que 610 000 (4.8 %) de los 12.7 millones de casos
de cancer reportados en el mundo fueron atribuibles
a la infeccion por VPH, de los cuales 530 000 casos
correspondieron a cancer cervicouterino (CaCU) y
la cantidad restante a cancer de pene, vulva, vagina
y orofaringe.! E1 CaCU ocupa el tercer lugar en inci-
dencia y el cuarto lugar en mortalidad por cancer en
mujeres en el mundo (mas de 270 000 muertes al afio).
Es el cancer mas frecuente en paises en vias de desa-
rrollo, donde ocurre el 85 % de los casos (en México el
CaCU ocupa el segundo lugar de incidencia y de mor-
talidad por cancer), lo que representa un problema de
salud publica en estos paises debido a la enorme carga
econdmica relacionada con los costos en el cuidado de
la salud.! La presencia de VPH en practicamente todos
(99.7 %) los carcinomas del cérvix uterino ha suge-
rido que ese virus es un factor necesario para el desa-
rrollo de esta neoplasia.? En las altimas dos décadas,
el estudio de la respuesta inmune hacia las proteinas
estructurales y no estructurales de estos virus ha dado
la pauta para el desarrollo de vacunas profilacticas y
terapéuticas para prevenir y evitar el desarrollo de can-
cer asociado a la infeccion por VPH.

VPH y cancer cervicouterino

Los VPH son una familia de mas de 100 diferentes geno-
tipos virales constituidos por una doble cadena de ADN.
Alrededor de 40 tipos de VPH pueden infectar el tracto
genitourinario y, con base en el espectro de lesiones que
producen, se dividen en VPH de bajo riesgo (VPH-BR)
y VPH de alto riesgo (VPH-AR).> El VPH-6y el VPH-
11, que pertenecen a los VPH-BR, producen mas del
90 % de verrugas genitales y papilomas respiratorios;
ademas, se encuentran en un amplio nimero de lesio-
nes de bajo grado: lesiones intraepiteliales cervicales, de
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Los virus de papiloma humano de alto riesgo (VPH-
AR), como el VPH-16, evaden el reconocimiento
inmune a través de la inactivacion de células de la res-
puesta inmune innata. Los genes E6 y E7 del VPH-16
desregulan la respuesta al interferén tipo |. Ademas,
no producen viremia ni muerte celular; por lo tanto, no
producen inflamacion o sefal de dafo que alerte al
sistema inmunoldgico. Las particulas tipo virales (VLP,
del inglés virus-like particles), constituidas por protei-
nas estructurales (L1 y L2) de los principales tipos de
VPH-AR que infectan el tracto genitourinario, son las

ano (AIN), pene (PIN), vagina (VAIN) y vulva (VIN);
mientras que el grupo de VPH-AR, que incluye los tipos
VPH-16,-18,-31,-33, -45, -52 y -58, entre otros, se aso-
cia con el desarrollo de canceres anogenitales e incluye
cancer cervicouterino, vaginal, de cabeza y cuello, de
pene y anal. En el caso particular del CaCU, mas del
99 % de los tumores presentan infeccion por VPH-AR y
el VPH-16 se encuentra en cerca del 50 % de los casos.?

El genoma de los VPH contiene marcos de lectura
abierta que pueden dar lugar a ocho diferentes proteinas:
seis proteinas de transcripcion temprana (E1, E2, E4,
ES5, E6y E7) y dos proteinas de transcripcion tardia (L1
y L2). Las proteinas E1 y E2 de transcripcion temprana
regulan la replicacion del ADN y el ARN viral; mien-
tras que las proteinas E4, ES, E6 y E7 intervienen en el
control del ciclo celular, asi como en la transformacion
celular.* Las proteinas L1 y L2 se asocian en una propor-
cion de 30:1 para constituir la estructura de la cubierta
viral (capside) que envuelve al ADN circular de doble
cadena, constituyendo asi las particulas virales infec-
ciosas (viriones).” La estructura completa del virién es
icosahédrica, con un diametro de 50-60 nm y contiene
un total de 72 subunidades de la proteina L1 (60 hexa-
méricas y 12 pentaméricas); mientras que la proteina L2
es una proteina interna que ayuda a la estabilidad de la
particula. Los VPH tienen como blanco de infeccion las
células de los epitelios y las mucosas, en donde llevan a
cabo su replicacion. Las particulas infecciosas entran a
las células basales o germinales del epitelio estratificado
a través de una lesion o microtrauma. Se ha propuesto
a la integrina alfa-6/beta-4 como receptor de membrana
para unir al virus y a los proteoglicanos de sulfato de
heparina presentes en la membrana plasmatica, para
permitir la entrada del virus a las células germinales.®
Dentro de las células, el genoma viral se mantiene en
estado episomal (ADN completo) en bajo niimero de
copias (de 10 a 200 copias); inicialmente se expresan las
proteinas E1 y E2 para facilitar la segregacion correcta
de los genomas durante la division celular. La infeccion
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vacunas profilacticas mas eficaces contra la infeccion
por VPH-AR. Mientras que para lesiones neoplasicas
de alto grado, las vacunas terapéuticas basadas en
vectores virales, péptidos, ADN o proteinas totales E6
y E7 de VPH-AR, han tenido una efectividad limitada.
Las particulas quiméricas tipo virales (cVLP), que aca-
rrean péptidos de las proteinas virales E6 y E7, y que
inducen la activacion de linfocitos T citotéxicos espe-
cificos, surgen como una alternativa importante para
proveer actividad profilactica y terapéutica contra la
infeccion por VPH-AR y el cancer cervicouterino.

inicial es seguida por una fase proliferativa que conduce
al incremento del niimero de células basales que contie-
nen el genoma viral (figura 1), lo que puede requerir la
expresion de las proteinas E6 y E7, las cuales estimulan
el progreso de la fase de ciclo celular G1 a S. Para que
se produzcan viriones infecciosos, los virus de papiloma
deben amplificar su genoma y empaquetarlo en la par-
ticula protéica.® Esto ocurre en las capas superiores del
epitelio, en el estrato espinoso, donde aumenta la acti-
vidad transcripcional de proteinas involucradas en la
replicacion del ADN viral, como E1, E2, E4 y ES, y las
constituyentes de la capside, L1 y L2. El ensamble de
las particulas virales ocurre en el estrato granuloso del
epitelio y eventualmente las células infectadas se desca-
man de la capa superior de este. El proceso infeccioso y
la amplificacion del ADN viral pueden ocurrir entre seis
y doce semanas, mientras que el desarrollo de lesiones
malignas en dos o més afios (figura 1).°

Respuesta inmune al VPH

La defensa del hospedero ante una infeccion viral
resulta de la colaboracion entre la inmunidad innata
(fagocitos, proteinas solubles y barreras epiteliales)
y la inmunidad adaptativa (anticuerpos, células coo-
peradoras y citotoxicas). El sistema inmune innato a
través de macrofagos, células de Langerhans y células
dendriticas detecta las particulas virales y actia como
primera linea de defensa, eliminando la mayoria de las
intrusiones; no tiene memoria especifica, pero es res-
ponsable de activar la inmunidad adaptativa, la cual
por medio de mecanismos efectores humorales y celu-
lares exquisitamente especificos hacia los antigenos
foraneos puede generar células de memoria de larga
vida. En el caso particular de la infeccion por VPH,
este patdgeno ha desarrollado mecanismos de evasion
de la respuesta inmune del huésped (figura 1). El ciclo
infeccioso del virus ocurre por si mismo (es un meca-
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Ciclo Infeccioso 6-12
semanas_.

Ensamblaje y liberacion de viriones

Las proteinas L1, L2 Y E4 son

producidas

Amplificacién del genoma viral, mas de
1000 copias por célula. Las proteinas
E1, E2, E5, E6, Y E7 son producidas

Amplificacién del ADN viral en
células que no se dividen

Los VPH infectan queratinocitos de
la capa basal, 10 copias por célula.
Las proteinas E2, E5, E6 y E7 son

producidas. El virus se replica junto

con la célula

0
semanas

Evasion de la respuesta
inmune innata por VPH-AR

sensores de la respuesta inmune innata,
y las proteinas E6 Y E7 inhiben la respuesta a
interferones tipo 1

Las células de Langerhans (CL) o células
dendriticas (CD) estromales no son activas, no
hay migracién, procesamiento ni presentacion
antigénica

Los queratinocitos infectados no liberan

citocinas proinflamatorias

Bajo niveles de proteina, no hay viremia, no hay
muerte celular ni inflamacion.

Figura 1 Ciclo infeccioso y mecanismos de evasion de la respuesta inmune innata durante la infeccién por VPH-AR?
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nismo de evasion del sistema inmune), debido a que
el VPH es un patogeno exclusivamente intraepitelial;
no se presenta una fase de transmision sanguinea o
viremia en el ciclo de vida, y solo cantidades mini-
mas de virus estan expuestas a las defensas inmunes.’
Ademas, no hay citolisis o muerte citopatica como
consecuencia de la replicacion del virus; por lo tanto,
no hay inflamacion y durante la mayor parte del ciclo
de infeccion por VPH, parece haber poca o ninguna
liberacion de citocinas proinflamatorias importantes
para la activacion y la migracion de las células presen-
tadoras de antigeno (CPA) en el microambiente local.’
Por ejemplo, se sabe que los interferones de tipo I,
principalmente IFN-alfa e IFN-beta, tienen actividad
antiviral, antiproliferativa y antiangiogénica, ademas
de participar en la activacion de la respuesta adapta-
tiva mediante la inmunidad innata.® Los VPH-AR tie-
nen mecanismos que inhiben la sintesis de interferon
y las vias de sefalizacion intracelular; por ejemplo,
las proteinas E6 y E7 del VPH-16 pueden interactuar
directamente con los componentes de las vias de sefia-
lizacion del interferdn, lo cual favorece la evasion de
la respuesta inmune (figura 1).°

A pesar de los mejores esfuerzos del virus para
evadir las defensas del huésped, por lo menos
entre 80 y 90 % de las infecciones genitales por
VPH se resuelven con el devenir del tiempo.!?
Las verrugas anogenitales y las neoplasias intraepi-
teliales de bajo grado (NIC-1) se revierten gracias
a la respuesta inmune mediada por células, que esta
dirigida contra proteinas virales de transcripcion
temprana, especialmente contra las proteinas E2 y

E6.!1:12 Este proceso esta acompafiado por una infil-
tracion masiva de las células mononucleares (CD4+,
CD8+, CD56 y macrofagos) en la lesion y la expre-
sién de las citocinas Th1.'? En un estudio histologico
prospectivo de 12 meses en lesiones de NIC-1, la
regresion observada durante ese periodo de estudio
se correlaciond fuertemente con la presencia de célu-
las citotoxicas (granzima B+ CD8+ y granzima B+
CD56+) y linfocitos T CD8+, que expresan la inte-
grina alfa-4/beta-7 en las lesiones cervicales coilo-
citicas y en las lesiones NIC-1, pero estan ausentes
o presentes en numeros reducidos en lesiones NIC
de alto grado (NIC-2/3).!3 Sin embargo, a pesar de
esta intensa respuesta local, las respuestas sistémi-
cas de células T antigeno-especificas son débiles y
a menudo transitorias. La respuesta inmune celular
contra el VPH es seguida de cerca por la seroconver-
sion y la produccion de anticuerpos, especificamente
hacia la proteina L1 de la capside viral.'# Los titulos
de anticuerpos que siguen a la infeccion natural por
VPH son bajos, y se ha encontrado que para los virus
de papiloma mejor estudiados (VPH-6,-11,-16y-18)
los tiempos promedio de seroconversion exceden los
seis meses; parece que entre un 30 y un 50 % de indi-
viduos con evidencia de infeccion genital persistente
por VPH nunca adquieren anticuerpos, lo cual puede
asociarse a un estado de progresion de la enferme-
dad." En el CaCU, la seropositividad para los VPH-
AR esta generalmente reportada entre 30 y 50 % de
las pacientes.16 Por otra parte, respuestas inmunes
humorales en contra de las proteinas E6 y E7 son
consideradas como un marcador de progresion tumo-
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ral.!'” Esto se debe a que la integracién de los oncoge-
nes E6 y E7 del VPH-AR en la célula huésped causa
inestabilidad gendmica, lo que puede conducir a la
progresion maligna.!” En el epitelio infectado y en el
endotelio microvascular subyacente, la expresion de
las principales citocinas, moléculas de adhesion, qui-
miocinas y receptores de quimiocinas se encuentra
desregulada. Por lo tanto, incluso si se han generado
linfocitos T citotoxicos especificos contra el VPH,
su penetracion en el epitelio es pobre y las células
T reguladoras dominan cada vez mas las lesiones y
suprimen la respuesta efectora asesina.'®

Vacunas contra la infecciéon por VPH

En 1991 el grupo de investigaciéon de Zhou y Fra-
zer!'? logré expresar por primera vez la proteina L1

(proteina principal de la capside de VPH) en células
eucariotes y con ello los investigadores demostraron
que estas proteinas podian autoensamblarse en par-
ticulas similares a virus (VLP, del inglés virus-like
particles), lo que marco la base para el desarrollo de
vacunas efectivas de primera generacién para pre-
venir la infecciéon por VPH. De hecho, las vacunas
profilacticas comerciales que incluyen VLP de los
tipos VPH-16 y -18 (Glaxo SK) y VPH-6, -11, -16
y -18 (Gardasil, Merck Co) generan altos titulos de
anticuerpos neutralizantes con especificidad hacia
la proteina L1 (entre 100 y 1000 veces mas que los
encontrados en infecciones naturales) y una memoria
robusta inmune.?’

Los ensayos clinicos actuales han demostrado que
estas vacunas proporcionan proteccion sostenida con-
tra neoplasias intraepiteliales de grado I en el cuello
uterino (NIC-1), en vulva (VIN) y vagina (VAIN), asi

Cuadro | Resumen de estudios clinicos con vacunas terapéuticas en pacientes con neoplasias positivas a VPH-162%

Tipo de

Respuesta clinica

vacuna Composicion Fase Pacientes Respuesta inmune e
VPH-16 E7 (86-93) | 12 CaCU, CaVa CD8+ para E7
Péptidos” VPH-16 E7 (12-20), E7 (86-93) I-11 19 CaCU NO CD8+ para E7 éiZARIZP
VPH-16 E7 (12-20), E7 (86-93) I 18 CaVu CD8+ para E7 10 pac.
VPH-16 E7+HSP-65/BCG" Il 22 HSIL ND
VPH-16 L2+EG+E7 TA-CIN t | 40 Voluntarias CD8+ para E6yE7
' VPH-16 L2+E6+E7 " 29 ) 20% RP
Proteinas TA-CIN+TA-VPH T 11.6 % RC
VPH-16 E6+E7 + ISCOMATRIX f I ZI,\CI:I-CI;I-II 1ONIC-113 CD8+ 18 pac.
VPH-16 E7 +PD-E7 INFLT I 5 NIC-Ill, 2 NIC-II CD4+/CD8+ para E7
Células CD+ VPH-16/-18 E7 Proteina | 15 CaCU IV CD8+ 4 pac., Ac. 8 pac.
dendriticas’ :I:_?; VPH-16/-18 E7 Proteina+ | 4CaCU (VPH-16/18+) CD4+2pac, CD8+4pac. =
ZYC101a+ DNA-Pep VPH-16 E7 | 12 displasia anal CD8+ 10 pac.
DNA ZYc101-t | 15 NIC-1/I CD8+ 11pac. ;;A;/RRPC
By P VP g7 Nicim CD8* 80 pac. ’
TA-VPH VPH-16/18 E6/E7 * | 8 CaCU I-lIB Ac. 3 pac., CD8+ 8 pac.
TA-VPH ¥ | 29 CaCU I-lIB Ac. 8 pac., CD8+ 4 pac.
Vectores TA-VPH * Il 12 VIN Ac. 10 pac., CD4+ 6 pac. 20 % RP
virales TA-VPH} I 18VIN CD8+ 8, Ac. 1 pac. 30 % RC
MVA-E2 I-11 36 NIC-1I/1 Ac., CD4+, CD8+
MVA-E2§ Il 34 NIC-I, 11, 11l Ac., CD4+, CD8+
39 % RP
VLP L1-E7 L1 VLP-E7 Il 39 NIC-1I/ Ac. IgG 39 pac. NICII/IIl > NICI

56 % I-VPH > Normal

VPH = virus de papiloma humano; IL-2 = interleucina-2; HSIL = lesion intraepitelial de alto grado; NIC = neoplasia intraepitelial cervical;
VIN = neoplasia intraepitelial vulvar/vaginal; Pac. = pacientes; CaCU = cancer cervicouterino; CaVu = cancer de vulva = CaVa = cancer de
vagina; Ac. = anticuerpos; Pep. = péptidos; RP = remision parcial; RC = remisién completa

"Por via subcutanea; *via intramuscular; ¥por escarificacion dermal; § via intrauterina
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como contra lesiones de condilomas atribuibles a varios
tipos de VPH (-6, -11, -16 y -18) en mas de 90 % de
los casos, y una importante reduccion en la incidencia
de estas enfermedades. Por otro lado, aunque la capa-
cidad inmunogénica de las VLP de primera generacion
es generalmente de tipo especifica, actualmente se estan
generando vacunas profilacticas de segunda generacion
que incluyen en su composicion secuencias de la pro-
teina estructural L2, las cuales son conservadas entre
los diferentes genotipos de VPH, lo que dara lugar a
la generacion con mayor efectividad de vacunas profi-
lacticas polivalentes.”! Sin embargo, la eficacia de las
vacunas profilacticas frente a lesiones con la presen-
cia real de ADN de VPH-16 o de VPH-18 es pobre.??
Por lo tanto, se convierte en una prioridad el desarro-
llo de vacunas terapéuticas, destinadas a inducir una
respuesta inmune celular, particularmente contra las
oncoproteinas E6 y E7, ya que estas se expresan pre-
dominantemente en las células malignas y ademas son
importantes para mantener su estado transformado.
En consecuencia, en los ltimos afios se han generado
vacunas terapéuticas que incluyen las proteinas E6 y
E7 como antigenos de manera total o en péptidos, ya
sea asociadas a vectores virales recombinantes y células
dendriticas activadas, o que contienen acidos nucleicos
codificantes para estas proteinas (cuadro I).23

Las evaluaciones de estas vacunas en personas
sanas o pacientes con CaCU, NIC, VIN, VAIN o
lesiones perianales, asi como en personas afectadas
por verrugas genitales o papilomas laringeos, han
mostrado seguridad, viabilidad, tolerabilidad e inmu-
nogenicidad.”> Sin embargo, a pesar de los datos
preclinicos optimistas, la evidencia de beneficio tera-
péutico de respuestas inducidas por linfocitos T en los
seres humanos ha sido limitada, probablemente debido
a que los primeros ensayos clinicos se realizaron con
pacientes en la fase final de la enfermedad, que esta-
ban inmunocomprometidos, tanto por la enfermedad
como por el tratamiento previo. Por otro lado, existen
resultados prometedores en casos con lesiones intrae-
piteliales menos avanzadas (CIN, VIN, VAIN); sin
embargo, ninguno de los estudios fue disefiado para
mostrar una diferencia estadistica importante entre los
grupos vacunados y el placebo, ademas de una pobre
correlacion entre la respuesta clinica y la respuesta
inmune en los pacientes cuando se analizaron los lin-
focitos T de sangre periférica o citocinas.?*

Recientemente se ha reportado una estrategia basada
en la construccion de VLP quiméricas (cVLPs) que
fusiona las proteinas estructurales L1 y L2 con secuen-
cias antigénicas de las proteinas E6 y E7, con lo que se
logra una particula mas completa en cuanto a equivalen-
cia antigénica con los viriones.”> En un primer estudio
clinico, se aplicaron cVLP para el tratamiento de pacien-
tes infectadas con VPH-16 que presentaban NIC2/3 de

alto grado.?® El tratamiento consistio en 2 dosis paren-
terales de 75 o 250 pg, en pacientes voluntarias a las
que se les evaluo la reduccion del tamafio de sus lesio-
nes, en el grado de NIC y la pérdida de DNA viral. La
vacunacion resultd en un aumento en la concentracion
de anticuerpos contra L1 de hasta 100 veces mas que los
titulos normales del grupo placebo. También se observo
estimulacion de respuesta inmune celular contra las dos
proteinas.? Este tratamiento resultd seguro y por tanto
marco la pauta para la generacion de otras estrategias en
cuanto al disefo y desarrollo de cVLP.

Siguiendo esta estrategia, nuestro grupo de inves-
tigacion ha generado ¢cVLP empleando plantas como
biofabricas productoras de proteinas antigénicas.?’
Las cVLP generadas estan constituidas por la proteina
estructural L1 y péptidos inmunogénicos de las pro-
teinas E6 y E7 de VPH-16 con capacidad de estimular
linfocitos T citotéxicos.?® Ratones inmunizados con
estas particulas produjeron anticuerpos IgG, los cua-
les fueron persistentes por mas de un ano y capaces
de reconocer especificamente particulas constituidas
de la proteina L1 de VPH-16 y con fuerte actividad
neutralizante.?’ La inmunizacién con estas c¢VLP
evitd el crecimiento tumoral en ratones previamente
inmunizados e inhibi6 entre 50 y 70 % el crecimiento
tumoral cuando los ratones fueron inmunizados de
manera simultanea o después del reto tumoral.?’ Estos
resultados permiten sugerir que las cVLP generadas
en plantas pueden ser una opcion viable para producir
vacunas con potencial profilactico y terapéutico para
el tratamiento de infecciones y lesiones producidas por
VPH-AR. En consecuencia, las propiedades profilac-
ticas y terapéuticas de las cVLP abren una importante
perspectiva para su amplio uso en la clinica, por lo que
consideramos que este tipo de estrategias puede ser de
gran utilidad para contrarrestar el desarrollo de neo-
plasias producidas por VPH-AR vy, sobre todo, para
poder tener acceso en paises de bajos recursos, donde
la infeccion por este tipo de virus de papiloma reper-
cute fuertemente como un problema de salud ptblica.
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