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Vacunas preventivas y ensayos clinicos
de inmunoterapia contra cancer cervicouterino

*Dr. Victor Manuel Valdespino-Gomez*

Resumen

El cancer cervicouterino (CaCu) invasor se mantiene como un
gran problema de salud publica en las mujeres de todo el mundo.
Para mejorar el control de la enfermedad se requieren nuevas
estrategias terapéuticas adyuvantes. Los avances eninmuno-
logia, gendmicay proteémica han permitido entender las bases
celulares y moleculares de muchos canceres. El CaCu es uno
de los modelos tumorales biolégicos cuya iniciacién y promocion
se relacionan con la infeccion persistente por virus del papiloma
humano (VPH) oncogénicos. Durante la infeccién viral y el desa-
rrollo de lesiones preinvasoras o invasoras asociadas, los VPH
coexpresan proteinas estructurales y no estructurales. Estas
proteinas “tempranas” o “tardias” son el blanco antigénico de la
respuesta inmune. Los ensayos para estimular la respuesta
inmune humoral o celular anti-VPH son el objetivo de la
inmunoprevencion y de lainmunoterapia contra el CaCu. Re-
cientemente en un ensayo clinico controlado tipo Il de vacuna-
cion profilactica contra la infeccion cervical por VPH 16, en el que
se emplearon particulas semejantes a virus de la proteina de la
capside L1, se demostro proteccién contra la infeccion especi-
ficay contra las lesiones precancerosas asociadas. Aunque los
resultados preliminares de los ensayos clinicos de inmunoterapia
contra CaCu no han provocado efecto clinico, ocasionalmente
han demostrado incremento en la respuesta de los linfocitos
contra los VPH. En un ensayo reciente con células dendriticas
pulsadas con la oncoproteina E7 de VPH 18 como adyuvante,
hubo remision temporal de la enfermedad y mejoramiento de la
calidad de vida en una paciente con CaCu metastasico. Nuevos
y diferentes ensayos clinicos de vacunacion profilactica contra
la infeccién por VPH estan siendo aplicados, lo cual es
esperanzador. El éxito en los ensayos clinicos de inmunoterapia
anti-VPH en pacientes con CaCu estd menos cercano. En el
presente articulo se revisan las bases cientificas del desarrollo
de las vacunas profilacticas y terapéuticas contra la infeccion
persistente por VPH y contra las lesiones cervicales preinvasoras
e invasoras asociadas, asi como los principales resultados de
los ensayos clinicos de vacunacion profilactica y de inmunomo-
dulacion terapéutica en CaCu.

Palabras clave: virus del papiloma humano, cancer cervico-
uterino, respuesta inmune, vacunacion profilactica, vacunacion
terapéutica.

Summary

Cervical cancer (CC) is a public health problem among women
worldwide, especially in emerging nations. To improve CC con-
trol, new adjuvant therapeutic strategies are required. Advances
inimmunology, genomics and proteomics have accelerated our
understanding of the genetic and cellular basis of many cancer
types. CC is amember of virus-related neoplasms and its initiation
and promotion is associated with persistent infection of oncogenic
human papillomavirus. During viral infection and associated-
transforming developing lesions, the HPVs co-express non-
structural and structural proteins. These early or late proteins
are the antigenic target of the immune response. The intervention
to stimulate the humoral or cellular immune anti-HPV response is
the objective of the immunoprevention and immunotherapy
against CC. Recently, in a controlled phase Ill trial of HPV type 16
vaccine using virus-like particles of L1 capsid of HPV-16, the
incidence was reduced of both HPV-16 infection and HPV-16-
related cervical intraepithelial neoplasia. Although preliminary
results ofimmunotherapy clinical trials against CC did not modify
the clinical status, they occasionally show improvement of
lymphocyte response against HPV. A recentimmunotherapy trial
using dendritic cells pulsed with HPV-18 E7 oncoprotein as
adjuvant resulted in temporal remission and improved perfor-
mance status in a patient with metastatic CC. New and different
vaccine preventive trials against HPV are being put into practice
and clinically tested. Itis hoped that in the future it may be possible
to eradicate cervical cancer. The success of immunotherapy
anti-HPV clinical trials in CC patients will be determined at a
future time. The scientific basis for the development of
papillomavirus prophylactic and therapeutic vaccines against
persistent infection and preinvasive-invasive associated cervi-
cal lesions along with the present status of immunopreventive
and immunotherapy clinical trails against cervical cancer are
commented on in this paper.

Key words: human papillomavirus, cervical cancer, immune
response, vaccines, immunotherapy.
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El cancer cervicouterino (CaCu) invasor se mantiene como un
gran problema de salud publica en las mujeres en todo el
mundo. Cerca de 500 mil nuevos casos se registran anualmen-
te y provocan la muerte a 250 mil mujeres; 80% ocurre en
paises en desarrollo. Debido a que las pacientes con CaCu
avanzado presentan indices de curacion bajo, e incluso en
etapas tempranas alcanzan 80% después del tratamiento &pti-
mo, se requieren nuevas estrategias terapéuticas adyuvantes
para mejorar € control de la enfermedad.t

Los avances en inmunologia, genémica y protedmica han
permitido entender las bases celulares y moleculares de mu-
chas enfermedades.? Comprender |a carcinogénesis y la pro-
gresion tumoral a partir de la relacion causal entre el virus de
papiloma humano (VPH) y el CaCu, ha permitido iniciar nue-
vos paradigmas clinicos dirigidos a su prevencién primaria 'y
secundaria.®*

Frecuentemente en la infeccion genital por virus del
papiloma humano (VPH) la paciente se mantiene asintomatica
por muchos afios. La prevalencia de la infeccion genital por
VPH en mujeres y hombres con actividad sexual es de 20 a
40%. La infeccion persistente por los VPH oncogénicos se
asocia con la etapa de iniciacién tumoral, y los diferentes
cofactores moleculares locales (relacionados con los factores
de riesgo clinicos para CaCu) participan en la etapa de promo-
cién tumoral. Ambas condiciones, aunadas a una deficiente
respuesta inmune local, conllevan a la carcinogénesis cervi-
ca y ala progresion tumoral .4®

En la mayoria de los individuos la infeccién por VPH es
controlada por el sistema inmune del huésped. Cuando per-
siste la infeccién, la respuesta inmune ha sido ineficiente en
combatir la infeccién y en los siguientes afios se presenta la
transformacion tumoral asociada, desarrolléndose las lesio-
nes precancerosas y cancerosas. Las poblaciones con alta
incidencia de CaCu mantienen prevalencia elevada de infec-
cién por VPH oncogénicos. Los genes y las oncoproteinas de
estos virus oncogénicos se detectan en 99% de los casos de
CaCu; demostrandose particularmente la coexpresion de las
proteinas E6 y E7, las cuales mantienen el fenctipo tumoral. La
coexpresion constitutiva de estas oncoproteinas virales en
las lesiones preinvasoras e invasoras las colocan como el
blanco antigénico para la respuesta inmune del hospedero.5”

El sistema inmune esta involucrado en el balance que ne-
cesitamos para mantener la tolerancia a los antigenos propios
y la necesidad de responder a los antigenos extrafios. En el
modelo inmune del CaCu y lesiones preinvasoras, las protei-
nas E6 y E7 se reconocen como sus antigenos tumorales aso-
ciados (ATA). Se han identificado diferentes estrategias que
losVPH emplean paraminimizar larespuestainmune, las cuales
sumadas a algunas deficiencias propias del hospedero
provocan respuesta inmune antiviral tolerante o no efectiva
para erradicar al virus.5® Novedosas estrategias inmunoinva-
sivas, consistentes en modular positivamente ciertos pasos

de la generacion de la respuesta adaptativa, intentan romper
latoleranciainmune antiviral. Las vacunas profilacticas antivi-
rales tienen el objetivo de prevenir el desarrollo del CaCu,
instruyendo electivamente la respuesta inmune humoral del
hospedero mediante la administracion de subunidades virales;®
las vacunas terapéuticas evitarian la recurrencia tumoral en
condiciones de enfermedad residual minima o se emplearian
con la finalidad de regresién de las lesiones invasoras avan-
zadas, por medio de la modulacion positiva de la respuesta de
linfocitos T CD8"* antivirales.®

En los paises desarrollados, los programas de cobertura
masiva para detectar y tratar clinicamente lesiones preinva-
soras cervicales en las mujeres han reducido las tasas de
morbilidad y mortalidad del CaCu en 30 a 80%. Resultados
similares podrian obtenerse en las mujeres de los paises en
desarrollo si se aplicara masivamente esta estrategia. Si la
vacunacion profiléctica contra la infeccion de los VPH de alto
riesgo fuera exitosa podrian alcanzarse cifras mas altas. En los
ultimos afios hemos presenciado progresos sustanciales en
el entendimiento del origen y lapatogénesis del CaCu; laproxi-
ma meta es la prevencion y la erradicacion de la mayoria de
casos de cancer del cervix en e mundo.™

El objetivo del presente articulo es comentar brevemente
los fundamentos cientificos de las vacunas profilacticas y
terapéuticas contra €l CaCu, y los principales resultados ob-
tenidos en los estudios clinicos fases Il y 11l de vacunacion
en humanos.

Biologiade lainfeccion persistente
y transformacion tumoral por los VPH
oncogenicos

Cacu, modelo viral de neoplasia relacionado con infeccion
persistente por VPH oncogénicos

La causa subyacente primaria del CaCu es lainfeccion persis-
tente epitelial de los VPH oncogénicos por muchos afios. Los
principales pasos para que se desarrolle el cancer cervical
incluyen la infeccion por VPH, la persistencia de la infeccion,
la progresion a precancer, la carcinogénesis, la transforma-
cién tumoral y lainvasion local, regional y a distancia®*? Los
VPH son virus no encapsulados de doble cadena de DNA con
tamafio de 8000 nucledtidos y contienen ocho genes o mar-
cos de lectura abiertos denominados E1, E2, E4, E5, E6, E7
(genes tempranos E, no estructurales) y L1y L2 (genes tar-
dios L estructurales). Por la homologia de su DNA se han
identificado mas de 100 tipos; cada uno puede presentar
subtipos y variantes, cuya variacién gendmicaes de 5 a 10 %
y de 0.1 a 5%, respectivamente. Ensayos in vivo e in vitro han
demostrado que los genes E6 y E7 de los VPH de ato riesgo
(16, 18y otros poco frecuentes como 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,
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54, 56, 58, 59, 66, 68 y 69) son capaces de inmortalizar y trans-
formar las células epiteliales.

En la infeccion cervical por los VPH, tres condiciones
bioldgicas pueden influir para provocar infeccion persistente
y carcinogénesis:

* Tipo de variante viral.
* Influencia de su carga vira.
» Grado de integracion viral a DNA de las células.

La participacion precisa de cada una de estas condiciones
es sblo parcialmente conocida y actualmente es motivo de
andlisis.’¥15

Los viriones infectan las células basales del epitelio estrati-
ficado de la mucosa cervical, presentando replicacion de tipo
no-citolitica. Tanto en esta capa de células como en las araba-
sales, los VPH expresan las proteinas tempranas E1, E2, E5, E6
y E7 confinadas a nlcleo y en escasa cantidad (esto poten-
ciamente limita la respuesta inmune efectiva, en comparacién
con otras condiciones en las cuales € virus se replica activa-
mente). Estas Ultimas proteinas promueven la proliferacién,
retardan la diferenciacion celular y producen el engrosamien-
to atipico del epitelio. Las células infectadas siguen expan-
diéndose verticalmente, diferenciandose terminalmente a cé-
lulas escamosas en donde las proteinas E4, L1y L2 son expre-
sadas en abundante cantidad (sitio anatémicamente superfi-
cia donde las células inmunocompetentes tienen acceso limi-
tado). Es en este estrato celular donde el DNA de los VPH
oncogeénicos se integra en € genoma de la célula huésped y
las oncoproteinas E6 y E7 predisponen que las células infec-
tadas se transformen en displésicas y se desarrollen las lesio-
nes preinvasoras cervicales.

Tres principales procesos participan en la patogénesis del
CaCu, dos de €llos directamente relacionados con los VPH de
ato riesgo:

1. Efecto de las oncoproteinas virales E6 y E7 sobre los genes
supresores tumorales p53 y Rb.

2. Efecto de la integracion del DNA viral en las regiones
cromosémicas asociadas a la regulacion de diferentes
protooncogenes y genes supresores tumorales.

3. Participacion de los cofactores moleculares relacionados
con los factores clinicos de riesgo.

La suma de los tres procesos anteriores propician mayor
inestabilidad genémicay conducen alainmortalizacion y trans-
formacién celular.®® El desarrollo del CaCu requiere la apari-
cién secuencial de miltiples y progresivas alteraciones
gendmicas.

A principio de los ochenta, los distintos VPH oncogénicos
fueron aislados de biopsias de CaCu por diversos estudios
moleculares, demostrandose que la expresion de los oncogenes
viralesE6 y E7 serelacionaba con laetiologiadel CaCu. Enlos
afos noventa, diferentes estudios epidemiol6gicos de casos

y controles indicaron que la infeccion persistente por VPH
oncogénicos es el factor de riesgo més significativo o necesa
rio, pero no suficiente para desarrollar CaCu (en €l huésped se
requieren diferentes condiciones que influyen en €l riesgo de
progresion).t1?

La zona de transformacién cervical es un anillo de tejido
(sitio donde frecuentemente se desarrollan areas de metaplasia
escamosa) con alta susceptibilidad para la carcinogénesis por
VPH. Los VPH penetran a la mucosa cervical a través de
microlesiones del epitelio y seintroducen en las células basales.
Los tres genes virales, E5, E6, y E7, se colocan inicialmente
episomales (extracromosdmicos) y luego se integran al DNA
del queratinocito (lo cua permite la estabilizacion del RNAmM
viral). Los genes E6 y E7 tienen el papel mas importante en la
transformacién maligna, sus proteinas son expresadas consti-
tutivamente en lesiones preinvasoras como invasoras. Dife-
rentes estudios revelaron que la oncoproteina E6 promueve la
degradacion de la proteina p53 (reguladora del ciclo celular
gue reconoce el DNA dafiado y lo repara, y cuando esto no es
factible induce la apoptosis) y la E7 bloguea la funcién de la
Rb (que también regula el ciclo celular, liberando lainhibicién
del factor de transcripcion E2f sobre los diferentes genes de
proteinas que favorecen la proliferacion celular). Ambas pro-
vocan ateraciones en el crecimiento celular, particularmente
aquellas con anormalidades en e DNA. Ademas, E6 funciona
activando la telomerasa, bloquea la proteina proapoptética-
BAK, lo que conlleva a evitar la apoptosis y secundariamente
aumenta la inestabilidad cromosomal; E7 estimula la expre-
sién delasciclinas A y E, e inactiva los inhibidores de cinasas
dependiente de ciclinas Wafl y Kipl.

Los VPH oncogeénicos se integran predominantemente en
localizaciones cromosomales semiespecificas o sitios fragiles
como 8q24 y 12g15, lo cual provoca la activacién “cis’ de
diferentes protooncogenes. Poco tiempo después se detec-
tan anormalidades cromosomales como pérdida de la heteroci-
gocidad (PH), por delecion de uno o de los dos alelos en las
regiones relacionadas con genes reparadores del DNA o genes
supresorestumorales, localizadosen 3p14-22, 4p16, 5pl5, 6p21-
22, 11923, 17p13.3, 18912-22, y 19q13,** acumulandose més
mutaciones, algunas de las cuales son significativas para de-
sarrollar el fenotipo tumoral.

Finalmente, los queratinocitos transformados mantienen
un fenotipo por e cua esquivan las sefides locales celulares
gue suprimen su crecimiento, adquieren su propia sefidiza-
cion de crecimiento independiente de sefiales externas, eva
den la apoptosis, desarrollan un ilimitado potencial de prolife-
racion, generan su propia red de vasos sanguineos para obte-
ner los nutrientes y el oxigeno que necesitan (angiogénesis) y
desarrollan mecanismos que permiten que las células tumorales
se separen del tumor principal, penetren al torrente sanguineo
y linfatico y alcancen tejidos distantes donde crecen como
tumores secundarios 0 metéstasis.’®* Concomitantemente a la
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transformacién tumoral del queratinocito, otras multiples alte-
raciones genéticas participan e inciden en los mecanismos
naturales involucrados en el procesamiento y presentacion
de los antigenos por la célula.

Lalesion precursora directa del CaCu es la displasia severa
o lalesion intraepitelial escamosa (LIE, diagnosticos basados
en estudio citoldgico) de ato grado, o neoplasia intraepitelial
cervical (NIC, diagnéstico basado generalmente en estudio
histol6gico) tipo 3. La mayoria de las displasias leves'/mode-
radas, LIE de bgjo grado o NIC 1-2 evolucionan generalmente
alaregresion, no progresan y la infeccion viral es eliminada
por la respuesta inmune. Al no ser tratadas, la mayoria de las
LIE de dto grado o NIC-3 (lesiones preinvasoras) progresan a
lesiones invasoras en un periodo de pocos afnos.

Para entender la historia natural de lainfeccién por el VPH
y la biologia del CaCu es imperativo conocer, ademas, las
condiciones fisiopatoldgicas locales asociadas. Los diferentes
factores de riesgo clinicos conocidos en las pacientes para
desarrollar CaCu se traducen como microtraumatismos celula-
res o procesos inflamatorios irritativos crénicos que en la
carcinogénesis participan como cofactores moleculares de
promocién tumoral, simultaneamente o un poco después que
lainfeccién por los VPH oncogénicos ha provocado lainicia-
cion tumoral .5 Las diferentes redes de sefialamientos en el
desarrollo de la inmortalizacién y carcinogénesis donde parti-
cipan estos cofactores moleculares, se conocen muy parcial-
mente (p. €., modificando el balance oxidativo-antioxidativo
celular que influye en la regulacién transcripcional de malti-
ples genes).t"18

Ha sido dificil identificar la influencia de la susceptibilidad
génica de las pacientes para la infeccién persistente por VPH
0 para desarrollar CaCu en e contexto de sus haplotipos es-
pecificos de HLA, y parece tener limitada importancia.

Respuesta inmune del huésped
contra las infecciones por VPH

Los pasos fundamentales en la inmunodefensa contra las in-
fecciones virales son el reconocimiento del antigeno, la ampli-
ficacion de la respuesta adaptativa celular y la regulacion de
ésta; cuando alguno de ellos falla se puede presentar persis-
tencia de la infeccién viral.

Aproximadamente 40% de los adultos activos sexualmente
son infectados por VPH.'° La respuesta inmune innata y
adaptativa contra el VPH es capaz de eliminar méas de 90% de
las infecciones y protege consecuentemente del desarrollo de
tumores relacionados con los VPH oncogénicos.®?° Sin em-
bargo, en la infeccién viral del queratinocito se presentan
diferentes condiciones fisiopatol6gicas que limitan tedrica-
mente la respuesta inmune efectora local. La erradicacion de
la infeccion por VPH en sujetos sanos requiere desarrollar
una activacion efectiva tanto de la respuesta inmune innata

como de la adaptativa. Asi, en los pacientes que cursan con
inmunosupresion (p. €., transplantados que toman medica-
mentos inmunosupresores) o inmunodeficientes (infectados
por HIV), e riesgo de infeccion persistente y de transforma-
cién a malignidad se incrementa en forma importante. 22

La primera linea de defensa en las mucosas contra la infec-
cién vira es la respuesta inmune innata (RII); en esta partici-
pan citocinas, células centinelas locales, € sistema del com-
plemento y linfocitos citoliticos poco especificos Ilamados
asesinos naturales (NK). Poco después, la RII interact(ia con
la respuesta inmune adaptativa (RIA) e inicia la respuesta
celular especifica con linfocitos B y T. Un gran eslabon para
ambos tipos de respuestas es la participacion de las células
presentadoras profesionales de antigenos (CPPA, especial-
mente las células dendriticas) y €l tipo de citocinas liberadas.
Los linfocitos B de la paciente producen anticuerpos (que se
unen a los viriones en la sangre y en las mucosas, disminu-
yendo el nimero de células que podrian ser infectadas) parti-
cularmente contra proteinas de la cdpside L1 del VPH,%? |os
cuales desempefian un papel importante en la prevencion de
la infeccion pero tienen efecto limitado contra la infeccion
establecida y la regresion de las infecciones por VPH.

A diferenciadeloslinfocitos B, larespuestadeloslinfocitos
T es el mecanismo efector antiviral mas importante tanto en la
eliminacion de las células infectadas como de las células trans-
formadas (reconocen y matan a las células que presentan
antigenos virales y secretan citocinas antivirales).®?® Los
linfocitos T exploran continuamente la superficie de todas las
células y destruyen aquellas con marcadores antigénicos ex-
trafos. Los linfocitos T desarrollan por 1o menos dos fases
para responder contra los VPH: la fase de reconocimiento, en
lacual identifican los antigenos virales y la fase efectora, en la
cua los linfocitos T CD4* y CD8* se expanden clonalmente
(estos Ultimos matan a las células infectadas por virus) y re-
gulan su respuesta.’

Las células de los vertebrados han elaborado el mecanis-
mo de degradar y mostrar las proteinas propias y extrafias en
su superficie. Locamente las células dendriticas (DC) muestrean
y presentan muy eficientemente las proteinas de las células
cercanas; una vez dentro de las DC estas proteinas son pro-
cesadas en fragmentos peptidicos. En presencia de sefiales
inflamatorias de “peligro” provocadas por necrosis tumoral,
trauma celular, coinfeccion u otras sefiales de citocinas
proinflamatorias, las DC expresan en su superficie moléculas
coestimuladoras pertenecientes a B7, y vigjan del cervix alos
ganglios linfaticos regionales donde los péptidos tumorales
son procesados y presentados en la superficie celular unidos
alasmoléculas clase | o clase Il del MHC para interactuar con
los receptores especificos de los linfocitos T CD8* o CD4*,
respectivamente. Asi, las DC transmiten a los linfocitos T un
estimulo de activacion convirtiéndolos en “células efectoras’,
denominandose ahora linfocitos citotoxicos CD8* (LTC) y
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linfocitos ayudadores CD4". Las células efectoras adquieren
también moléculas de reconocimiento del sitio en el cual
(*homing”) las DC tomaron e ATA y regresan a dichos tejidos
donde especificamente atacan a las células que presentan
dichos ATA. Los LTC especificos destruyen a los queratinoci-
tos infectados, y los linfocitos T ayudadores CD4* secretan
citocinas proinflamatorias (como la L2) para potenciar el efec-
todelosLTCYy estimular larespuesta |lgG2a de los linfocitos B
(este isotipo de anticuerpo activa la cascada de complemento,
se une alos receptores Fc de los macréfagos o de los linfocitos
NK e inicia la citotoxicidad dependiente de anticuerpos). Al
mismo tiempo, las DC reclutan y secretan mediadores que
aumentan el ambiente inflamatorio y promueven la respuesta
antiviral de los linfocitos T. Algunos linfocitos T efectores
después de haber lisado (por medio de granulos de perforina
y granzima) o inducido € suicidio (via Fas) alas células diana,
se retiran y estimulan su reproduccion, convirtiéndose en cé-
lulas de memoria que podran reactivarse nuevamente cuando
se encuentren con € mismo antigeno. MUltiples estudios han
demostrado la importancia de la respuesta antitumoral media-
da por linfocitos T contra las proteinas oncogénicas E6 y E7
del VPH 16.24%

Diferentes razones conducen a que en la infeccion por los
VPH se genere una respuesta inmune poco potente.”?® Los
VPH son inmundgenos naturales débiles debido a que su pro-
pio patron de composicién molecular no es reconocido por los
receptores de las células de la respuesta innata (receptores
similares a Toll como T1r3 y T1r9); a estar constituidos por
una doble cadena de DNA (a diferencia de virus constituidos
por doble cadena de RNA que son inmundgenos potentes)
son poco inmundgenos, no contienen sefiales intramoleculares
de peligro virales (p. €., CpG en su DNA o RNA de doble
cadena) y su expresion se presenta en escasa cantidad (com-
parada con la expresion de proteinas inmunogénicas de otros
virus), provocando respuesta inmune innata local minima. En
estas condiciones, lainfeccidn por los VPH en células epiteliales
no genera un ambiente de citocinas de tipo proinflamatorio
sino tipo antiinflamatorio. La infeccién por VPH en los
queratinocitos o en las lesiones preinvasoras epiteliales esta
limitada alas células superficiales y no penetra por debajo de la
membrana basal. Los VPH mantienen un ciclo de vida sin salir
del queratinocito infectado, inducen proliferacién celular més
gue histolisis, no provocan lisis celular, por ello no inducen
una respuesta inflamatoria potente; no se liberan citocinas ni
mediadores solubles del complemento y con esto se impide la
activacion y € sinergismo entre las RIl y las RIA. Ademas, en
general los queratinocitos y particularmente las células
epiteliales escamosas diferenciadas tienen natural mente limitada
capacidad de procesar y presentar antigenos.

Por otra parte, la infeccion por VPH no provoca fase
virémica y por lo tanto cursa sin presentacion sistémica del
antigeno,”® ya que su replicacion esta insertada en el progra-

ma de diferenciacion del queratinocito. Ademas, los VPH no
infectan las células presentadoras profesionales de los anti-
genos (CPPA), ni provocan lisis en los queratinocitos, 1o que
impide que las CPPA fagociten a los viriones y presenten los
antigenos viraes alos linfocitos B y T. Por €ello, no se genera
una respuesta sistémica inmune. Dadas todas estas condicio-
nes, €l sistema inmune tiene limitada oportunidad de identifi-
car y combatir eficientemente, y la respuesta inmune natural
contra la infeccion por VPH se torna débil comparada contra
la generada en la mayoria de otras infecciones virales.

Por lo tanto, en la infeccion por VPH se desencadena una
respuesta inmune innata limitada en su hospedero, que a su
vez bloquea la generacion de sefiadles que inician la respuesta
inmune adaptativa especifica global, por lo que frecuente-
mente el huésped queda inmunol gicamente ignorante de la
infeccion.

Experimentalmente se ha demostrado que la respuesta in-
mune natural contra la infeccion primaria de VPH tarda en
aparecer,52 aun cuando las proteinas virales se apligquen con
adyuvantes inmunogénicos (p. §., adyuvante de Freund) Los
anticuerpos especificos contra L1-VPH 16 aparecen varios
meses después de la primera infeccién viral y los correspon-
dientes contra E7 frecuentemente sdlo se detectan en condi-
ciones de cancer invasor. También la respuesta inmune celu-
lar parece presentarse tardiamente, aunque su identificacion
ha sido dificil probablemente por la baja frecuencia de
linfocitos T CD8" citotdxicosde memoriaanti-VPH circulantes.

En generd, las infecciones virales persistentes se asocian
inicialmente a una respuesta deficiente de la defensa celular
intrinseca, luego a una respuesta inmune innata deficiente y
posteriormente a una respuesta inmune adaptativa deficiente.
La apoptosis es un mecanismo de defensa celular intrinseca
que limita la replicacién viral. Ya que muchas células mueren
rdpidamente después de una infeccion viral,® esta respuesta
se encuentra bloqueada en los queratinocitos infectados por
VPH oncogénicos pues la oncoproteina E6 inhibe la apoptosis.

Aunado a que en general la respuesta inmune natural del
huésped contra la infeccion por VPH es débil, los VPH
oncogénicos pueden ser ignorados porque emplean adicio-
nalmente otros mecanismos para minimizar o evadir las res-
puestas innata y adaptativa.

Mecanismos de VPH para evadir la respuesta inmune

La infeccion persistente de VPH sumada a cofactores molecu-
lares parcialmente conocidos (relacionados a inicio con tem-
prana edad de relaciones sexuales, elevado nimero de pare-
jas, ata paridad, primer parto antes de los 18, tabaguismo,
pobre higiene genital, inflamacion cervicovaginal persistente,
consumo prolongado de anticonceptivos orales, e infeccio-
nes sexuales intercurrentes provocadas por Chlamydia
trachomatis y virus del herpes simple tipo 2) mas una res-
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puesta inmune local fallida en la paciente, son probablemente
los elementos mas importantes que participan para la carcino-
génesis cervical y la progresién tumoral.

Se han identificado algunos mecanismos por los cuales los
VPH evaden las respuestas inmunes innata y celular.® Como
hemos anotado, €l sistema de defensa de la respuesta innata
antiviral comprende citocinas liberadas por las células infec-
tadas (interferones tipo 1, TNF-¢), células centinelas locales
(DC y macréfagos), € sistema del complemento y linfocitos
NK. Los genomas viraes codifican una gran variedad de pro-
ductos que minimizan los diferentes mecanismos de la res-
puesta inmune innata. Las citocinas participan en casi todas
las fases de la respuesta inmune contra la infeccion vird, in-
cluyendo € control de lainflamacién, la induccion del estado
antiviral y la regulacién de la respuesta adaptativa, y consti-
tuyen una de las principales formas de comunicacién entre la
respuesta innata y la respuesta adaptativa inmune. Las prime-
ras citocinas en aparecer como respuesta a las infecciones
virdesson INF-a y INF-3, seguidasde TNF-a, L6, L12 e INF-y.
Los VPH oncogénicos impiden la respuesta antiviral inmune
innata en el epitelio cervical porque las proteinas E6 y E7
bloquean la actividad del INF-¢ y del INF-8 por inhibicion
tanto de su sintesis (impidiendo la transcripcién de sus genes
inducibles) como de algunas vias de sefializacién propias
(como p48); a no emitir sefid es de peligro, los VPH no son re-
conocidos como extrafios. Normalmente los interferones tipo 1
(a y B) son secretados en altas concentraciones después de
que las células son infectadas por virus, seguidas por TNF-c,
L6, L12 e INF-y como parte de larespuestainmune innata. Los
interferones tipo 1 inducen un estado antiviral por inhibir la
replicacion viral, inhiben la proliferacion celular, estimulan el
crecimiento y funcién citolitica de los NK, incrementan la ex-
presion de moléculas clase | del MHC y disminuyen la expre-
sion de moléculas clase Il del MHC, activan la sintesis de gran
cantidad de proteinas que provocan destruccion celular en la
célula infectada y en sus vecinas, y ademés estimulan la pro-
liferacién de los linfocitos B. Al no liberarse los INF se blo-
guean todas estas acciones.®* Experimentalmente se puede
modular positivamente la respuesta inmune de proteccion
antiviral cuando a administrar el ATA se aflade un estimulo
inflamatorio (p. €., endotoxina bacteriana).

No obstante que normamente lainfeccién por VPH provo-
ca una respuesta de citocinas de tipo proinflamatorio Thl
(INF-y, TNF-c, IL-1b, L6), se ha observado que cuando con-
curre otra patologia cervical simultaneaalainfeccion por VPH
se produce un cambio hacia la respuesta de citocinas de tipo
antiinflamatorio Th2 (L10, L13, TGF-8). Pacientes con NIC
tienen disminucion de L2, INF-y y elevada produccion de L4 e
L10.% En general, las respuestas Thl y Th2 tienen una corre-
lacion inversa, cuando una se incrementa, la otra decrece. La
células Thl producen citocinas que promueven la respuesta
inflamatoriay la actividad de los linfocitos T citotoxicos, y las

células Th2 sintetizan citocinas que estimulan la respuesta de
produccién de anticuerpos.

La L10, ademas de debhilitar la respuesta mediada por
linfocitos T, propicia baja expresion de las mol écul as coestimu-
ladoras en las DC einhibe su migracién alos ganglioslinféticos
regionales. El TGF-$ esta directamente implicado en el escape
de las células tumorales del reconocimiento de las células
inmunocompetentes. En ensayos de vacunacion terapéutica,
el blogueo de esta citocina con anticuerpos anti-TGF-3 ha
permitido la regresiéon de tumores. Tomando en conjunto un
microambiente con niveles altos de TGF-3 e L10 y bajos de
TNF-a e INF-y, resulta un nivel bajo de presentacion
antigénica con un bajo nivel de reconocimiento por los LCT;
esta condicion de respuesta inmune Thl deficiente conduce a
persistencia de la infeccion viral e incrementa la oportunidad
de desarrollar malignidad.

La proteina E6 inhibe la adhesion celular entre las células
epiteliales y las CPPA (células de Langerhans o DC locales)
por baja expresion de E-caderina (la cantidad de E-caderina en
la superficie celular de queratinocitos infectados por VPH-16
se reduce).®? Por esto, las CPPA en estos sitios son escasas y
por el ambiente de citocinas antiinflamatorias son impedidas
para alcanzar su maduracién, con lo cual se reduce alin més la
presentacion del ATAs del CaCu alos linfocitos T, induciendo
con ello que la respuesta de la poblacién de linfocitos T CD4*
y CD8* no sea Thi-citolitica, sino Th2-de tolerancia.® Las
proteinas E6 y E7, al ser cargadas y presentadas por DC
inmaduras, transmiten sefiales tolerogénicas a los linfocitos
T. A esto también influye la proteina E5, la cual acidifica los
endosomas, reduciendo el procesamiento y presentacion del
ATA alas CPPA.

Ademas, las células tumorales del CaCu son deficientes en
la presentacion de los antigenos propios y extrafios por via
enddgena, tanto por la desregulacién frecuente en la expre-
sion de moléculas de clase | del MHC (o HLA en el humano)
como de las proteinas del sistema de transportacion del
antigeno del citoplasma a la luz del reticulo endoplasmico
(Tapl-Tap2), en parte debido a la inestabilidad génicay alas
diversas mutaciones que se presentan en el cromosoma 6,
sitio de codificacion y transcripcion de las moléculas del MHC
y del sistema funcional del inmunoproteosoma. Todo esto,
mas un microambiente inmunosupresivo de citocinas-Th2,
permite que la célula tumoral escape de los mecanismos de
inmunoidentificacion y citotoxicidad por los linfocitos T CD8*
especificos.®?

La presentacion en escasa cantidad de antigenos extrafios
0 “no propios’ en la periferia puede inducir a respuesta de
tolerancia inmune periférica, tanto por falla de los linfocitos T
a detectar €l antigeno o porque la regulacién inmune del linfo-
cito T funcionamente competente se restringe por la partici-
pacion de linfocitos T CD4* e CD25* inmunorregulado-
res negativos. Otro mecanismo de escape inmune observado

62

Cirugia y Cirujanos



Vacunas y ensayos clinicos de inmunoterapia contra cancer cervicouterino

durante la progresion hacia el cancer cervical esta derivado
por la accion de los linfocitos T por si mismos. Se ha demos-
trado que la expresion reducida de la cadena zeta del CD3 en el
receptor TCR en los linfocitos T de sangre periférica en pa-
cientes con CaCu (y en otros tumores) puede contribuir a la
incapacidad del huésped de generar una respuesta inmune
efectiva contra las células infectadas por VPH.5%

Como mencionamos, en la mayoria de los casos €l control
local delainfeccion por VPH se lleva a cabo por una respues-
ta eficiente del sistema inmune del hospedero. Sin embargo,
en lesiones preinvasoras de ato grado, en carcinoma in situ e
invasor, se observan diversas ateraciones en los sistemas de
presentacion antigénica celular, asi como falla en los sistemas
de respuesta de linfocitos T CD4* y CD8* que impiden la
regresion o el control inmunolégico de estas lesiones.

Blancos antigénicos en la modulacion
de la respuesta inmune

Dado que en la neoplasia intraepitelial cervical y en el CaCu
los VPH oncogénicos expresan constitutivamente sus protei-
nas virales y algunas de €ellas son moderadamente inmunogé-
nicas, en teoria serian el blanco antigénico para desarrollar o
modular la respuesta inmune local o sistémica de la paciente.

En la década pasada se identificaron las proteinas E6, E7,
E2, L1 como AAT del CaCu. Las principales proteinas
transformantes de los VPH de alto riesgo son las proteinas
tempranas E6 y E7. Estos ATA se han reconocido en sus
diferentes plataformas, desde su configuracion genémica y
protedmica hasta como péptidos inmunogénicos restringidos
en el polimorfismo de los diferentes alelos de las moléculas
clase | del antigeno de histocompatibilidad leucocitario hu-
mano (HLA). La mayoria de los epitopes identificados ac-
tualmente estan restringidos a alelo HLA-A2" (antigeno de
histocompatibilidad mas frecuentemente identificado en las
poblaciones caucasicas). La proteina E6 es una proteina
multifuncional cuya funcion es de transactivador transcrip-
cional, y se une a una proteina asociada (E6Ap) que liga la
ubiquitina al p53, promoviendo su degradacion por € proteo-
soma; induce lainmortalizacion de queratinocitos y fibroblastos
en cultivos in vitro; es una proteina basica nuclear y
citoplasmatica de 18 kDay contiene cuatro residuos de cisteina
formando dos dedos de zinc. La proteina E7, sola o en coope-
racion con E6 y ras, provocainmortalizacion y transformacién
de queratinocitos y fibroblastos en cultivos in vitro, induce la
sintesis de DNA y la proliferacion celular. Algunas regiones
de la proteina E7 se unen a Rb hipofosoforilado, e inhiben
que este Ultimo bloquee el factor de transcripcion E2f, 1o cual
permite la induccién de la transcripcion de los genes depen-
dientes de E2f (entre ellos Cdk2 dependiente de ciclina A) y
que las células progresen a la fase S; es una proteina nuclear
y citoplasmaéticade 10 kDa, parecidaala E1A delosadenovirus

y alaTagdel SV40. LaL1eslaprincipa proteinadelacapside
viral, se oligomeriza en pentameros y estos capsomeros se
ensamblan en particulas semejantes a virus, las cuales son
inmunogénicas potentes.

Las proteinas E6 y E7 del VPH16 son expresadas constitu-
tivamente en la etapa de carcinogénesis y progresion tumoral,
son digeridas intracelularmente de manera “natural” por las
enzimas del proteosoma, produciendo peguefios fragmentos
peptidicos antigénicos o epitopes que son transportados al
reticulo endoplasmico, donde son combinados con las molé-
culasclase | oIl del HLA. Los epitopes virales restringidos al
alelo HLA-A*0201 gue evocan respuesta de LCTs in vivo en
humanos de la proteina E6 son 29-38 TIHDIILECV y la protei-
naE7 (11-20, YMLDLQPETT; 82-90, LLMGTLGIV; y 86-93,
TLGIVCPI).* Una vez identificada la secuencia de estos
oligopéptidos, pueden ser sintetizados artificialmente por
métodos automatizados en fase sélida. La identificacion y
secuenciacion molecular de los oligopéptidos tumorales inmu-
nogénicos requieren técnicas experimentales complejas como
la elusion de los complejos péptido-HLA-A2" de las células
presentadoras de antigenos, cromatografia liquida de alta pre-
sién y espectometria de masas. Diferentes disefios experi-
mentales de vacunacion profilactica o terapéutica en animales
de laboratorio con estos oligopéptidos, han demostrado res-
puesta antitumoral local y sistémica significativa en animales
in vivo y respuesta antitumoral de los linfocitos T especificos
en humanos in vitro.»?"283 En la mayoria de los protocolos
de inmunoterapia contra NIC y CaCu se han empleado estos
oligopéptidos tumorales como vacunas terapéuticas. Algu-
nos otros oligopéptidos de las proteinas no estructurales E6
y E7 recientemente identificados con estas técnicas u otras
igualmente complejas, como € andlisis seroldgico de hibliote-
cas de expresion de tumores humanos (SEREX), se encuen-
tran en valoracion para comprobar su inmunogenicidad y su
capacidad de provocar respuesta de prevencion y proteccién
antitumoral .

En los laboratorios de inmunologia se puede medir la res-
puesta celular inmune antiviral. Los LCT CD8" anti-VPH se
pueden medir basados en dos de sus atributos: su capacidad
para expanderse por estimulacion in vitro de CPPA cargadas
con la proteina o el péptido (antigeno) que reconocen, y su
capacidad de lisar alas células blanco presentadoras del ATA.
Los LCT especificos se pueden identificar por diferentes
inmunométodos, como el de microcitotoxicidad, marcando las
células blanco con isétopos radiactivos, empleando tetrameros
de HLA unidos a epitopes especificos para identificar los
linfocitos T especificos, midiendo la secrecién de citocinas de
los linfocitos T por ELISPot o su expresion intracelular por
medio de FACS.

La modulacion positiva de la respuesta inmune dirigida
contra las proteinas virales tardias estructurales (prevencion)
o contra las proteinas tempranas no estructurales (tratamien-
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to) modificaria €l curso de la infeccion viral y su persistencia
de infeccidn, la carcinogénesis, las lesiones tumorales preinva
soras e invasoras asociadas y la progresion tumoral.

Principios para hacer eficiente la respuesta inmune

Las principales estrategias que emplean los VPH para evadir
la respuesta inmune son actualmente conocidas? y a partir de
ello diferentes grupos de investigadores trabajan en generar,
manipular e inmunomodular positivamente la respuesta inmu-
ne celular contra los ATA del CaCu, romper su tolerancia y
tornarla efectiva

Se han iniciado grandes esfuerzos para construir vacunas
profilacticas contralos VPH de ato riesgo y emplear estrategias
racionales inmunoterapéuticas adyuvantes a los tratamientos
convencionales en pacientes con CaCu recurrentes o con alto
riesgo de recurrencia (actualmente se encuentran registrados
siete protocolos de inmunoestrategias contra el CaCu en el
Instituto Nacional del Céancer de Estados Unidos; uno de ellos
emplea la aplicacion de virus recombinantes con E6 y E7 en
pacientes con CaCu en etapas clinicas iniciales, http://
clinicaltrials.gov/ct/show/NCT00002916).

La respuesta inmune humoral mas efectiva contra las in-
fecciones por VPH es la generacion de anticuerpos neutrali-
zantes que reconocen los epitopes conformacionales especi-
ficos contra la proteina de la capside L1. Estos anticuerpos
neutralizantes, aunque frecuentemente en titulos bajos, repre-
sentan la proteccién humoral contra futuras infecciones del
mismo genotipo de VPH y son actualmente la principal estra-
tegia en la vacunacion profilactica anti-V PH.

Las infecciones y las lesiones tumorales asociadas a VPH
se acompafian de respuesta inmune celular débil por los LTC
anti E6 y E7; la activacion de estos LTC es la base para las
diferentes estrategias de vacunacion terapéutica.?® En gene-
ral, la respuesta mediada por células elimina las células infec-
tadas por virus sin dafiar a las células no infectadas, ademas,
una vez que matan a la célula blanco se separan y pueden
matar a otra célula infectada.

Resultados exitosos con la vacuna profiléctica
contra el cancer cervical

Diferentes consorcios biotecnolégicos, compafiias farmacéu-
ticas y grupos de investigadores estan trabajando desde hace
més de 10 afios en € desarrollo de vacunas profilécticas con-
tra la infeccién por los principales VPH oncogénicos.®4°
Las vacunas profiléacticas contralos VPH oncogénicos para
ser efectivas necesitarian generar una respuesta inmune efec-
tiva humoral en la superficie de la mucosa genital, induciendo
anticuerpos neutralizantes dirigidos contra los epitopes
conformacionales de las proteinas de la capside viral, capaces
de reconocer e inactivar alos VPH antes que el virus infecte a

las células epiteliales del huésped. Esta proteccion depende
de la cantidad de anticuerpos producidos por € huésped, de
su disponibilidad en €l sitio de lainfeccién y de la duracion de
SuU presencia; sustancialmente se requiere mantener niveles
altos de anticuerpos en la superficie de las mucosas por lar-
gos periodos de tiempo.

Las vacunas preventivas contra la infeccién por VPH de
alto riesgo tendran un impacto a mediato plazo sobre la preva
lencia del CaCu. Si estas vacunas provocaran proteccion con-
tra la infeccion por VPH y se aplicaran en las adolescentes
antes de iniciar la actividad sexual, podrian prevenir el desa
rrollo del cancer cervical en las siguientes décadas. El resulta-
do exitoso tendria el potencial de salvaralavida de mas de 200
mil mujeres en el mundo por afio.

Una vacuna profiléctica ideal contra los VPH requiere va-
rios atributos, como no provocar riesgos, ser barata en su pro-
duccion y venta, aplicarse en una sola ocasion, que proteja
por muchos afios y que conlleve a una reduccion significativa
en laincidencia del cancer cervical .*®

Por la dificultad de replicar grandes cantidades de VPH en
el laboratorio, las vacunas profilacticas han sido disefiadas
empleando subunidades virales (componentes virales purifi-
cados), més que utilizar virus vivos atenuados o inactivados.
Actualmente la mayoria de los ensayos en vacunas profilac-
ticas emplean particulas semejantes a virus (PSV), estas par-
ticulas recombinantes se construyen con una o las dos pro-
teinas tardias estructurales. La proteina L1, sola 0 en combi-
nacion con L2, se ensambla en forma de capsides vacias (sin
los genes tempranos no-estructurales). La L1 tiene la capaci-
dad de autoensamblarse en las PSV cuando son expresadas
en sistemas de cultivo de células procariotas o eucariotas
(levaduras, células de insecto).” Las PSV de L1 se parecen a
los viriones de VPH en e exterior, pero por dentro se encuen-
tran vacias, no contienen DNA viral (no son infecciosas). Las
PSV de L1 incluyen los epitopes conformacionales de L1 que
inducen anticuerpos neutralizantes. La inmunizacion con PSV
de L1 de diferentes tipos de PV susceptibles en modelos ani-
males (conejo, perros, bovinos) protegieron a los animales
vacunados contra la infeccion viral inducida por la aplicacion
de atas dosis de VPH y generaron adecuada respuesta de los
linfocitos B, determinada a través de titulos elevados de
anticuerpos neutralizantes.*?

Diferentes ensayos clinicos en fases | y Il demostraron
que las PSV de L1 son fuertemente inmunogénicas, inducien-
do titulos elevados de anticuerpos por 1o menos 40 veces mas
altos que los encontrados en la infeccién natural; su aplica-
cion fue bien tolerada y generé respuesta inmune humoral
local y sistémica,*® e incluso respuesta celular.*2#

Recientemente se han reportado los primeros resultados
exitosos de la vacunacion profilactica anti-VPH 16, en un es-
tudio comparativo (placebo versus PSV de L1-VPH 16) doble
ciego en mujeres jovenes,® realizado en 16 centros hospitala
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rios de Estados Unidos aplicando una vacuna monovalente
desarrollada por los laboratorios Merck. Se demostré que la
vacunacion indujo proteccién significativa contra la infec-
cion persistente de VPH 16, titulos altos y persistentes de
anticuerpos neutralizantes especificos y proteccion para de-
sarrollar lesiones premalignas cervicales asociadas a virus.
En este estudio, 2392 mujeres recibieron tres dosis de vacu-
nas con PSV de L1-VHP 16 por via intramuscular y tuvieron
seguimiento de 17.4 meses, la incidencia de infeccion viral
persistente del grupo que recibi6 placebo fue de 3.8 % de
mujeres/afio y en € grupo vacunado de 0%; ademas, se pre-
sentaron en el primer grupo nueve casos de NIC relacionada
con VPH 16 y ninguno en las jovenes vacunadas. Estos resul-
tados orientan a que esta estrategia tiene e gran potencia de
reducir laincidencia del CaCu a mediato plazo.

En teoria, las vacunas profilécticas polivalentes que cu-
bran los cuatro VHP de alto riesgo con mayor prevalencia
(16,18, 45y 31) podrian prevenir 80% de los casos incidentes
de CaCu. Si las nifias/adolescentes fueran vacunadas contra
estos VPH oncogénicos y el programa alcanzara el mismo
efecto provocado por la vacunacion contra el virus de la he-
patitis B en nifios africanos y asiéticos (iniciada en 1984, por
el cual la prevalencia de hepatitis B decrecié de 10.5% a 1.7%
en 1992, aunada a una reduccién impresionante de prevalen-
cia de carcinoma hepatocelular), podria visualizar €l inicio del
fin del CaCu junto con el de otros multiples carcinomas rela-
cionados con los VPH oncogénicos.®

Estamos Igjos de tener las condiciones idéneas que se re-
quieren para la aplicacién masiva de la vacuna profilactica
contra el CaCu. Existen actualmente algunos inconvenientes
o limitantes: son caras, se requieren multiples aplicaciones, a
emplear una proteina purificada (no DNA) su produccion y
administracion es compleja, y solo protege de la infeccion por
un genotipo viral. Se requieren evaluaciones futuras en ensa-
yos clinicos de fase 111 que superen los inconvenientes o limi-
tantes actuales en estudios controlados que involucren a méas
de 10 mil voluntarias (p. §., emplear vacunas compuestas por
los VHP oncogénicos prevalentes, solos o0 en combinacion
con los VPH no oncogeénicos asociados a la presentacion de
condilomas y verrugas genitales-tipos 6 y 11). Particularmen-
te parareducir €l costo en su produccién o simplificar la admi-
nistracion de PSV de L1, se esta planeando utilizar vacuna-
cién administrada por via de mucosas (inhalacion) o transdér-
mica, 0 en forma comestible (construccion de frutas o citricos
VPH transgénicos, empleando vectores o plasmidos recombi-
nantes que expresen la proteina completa L 1, o |os capsdmeros
de L1 capaces de inducir anticuerpos neutralizantes). Otra
alternativa es emplear PSV quiméricas compuestas con las
proteinas L1y L2 (proteinas estructurales) y algunos polipép-
tidos de las proteinas E6 y E7 (proteinas no-estructurales)
para realizar ensayos combinados de vacunacion profil actical
terapéutica.

Todavia quedan mdiltiples cuestionamientos que contes-
tar relacionados con la eficacia y duracion de la respuesta
inmune que provocan las vacunas profilacticas contra el CaCu.

Resultados preliminares de la inmunomodulacién
positiva mediada por linfocitos T

Recientes estudios han demostrado que la respuesta citolitica
de los linfocitos T CD8* en cooperacion con los linfocitos T
CD4*, desempefian un papel esencia en el desarrollo de la
respuesta inmune eficiente para la regresion de lesiones
precancerosas y tumores.*¢-48

La respuesta inmune celular natural contra las proteinas
no estructurales del VPH es generalmente débil, siendo dis-
cretamente intermedia la generada contra la proteina E7.

El fundamento de la inmunoterapia contra el CaCu invasor
es inmunomodular positivamente la respuesta mediada por
linfocitos T eficientes contra las células epiteliales tumorales
infectadas que expresan las proteinas E6 y E7 de los VPH on-
cogénicos. Los estudios en modelos animales??® y precli-
nicos*4%% indican que estas vacunas pueden erradicar 1os tu-
mores positivos a VPH.

Los intentos iniciales de inmunoterapia contra el CaCu se
han Ilevado a cabo en pacientes con etapas clinicas avanza-
das,5% quienes per se estan inmunodisminuidas por €l gran
volumen tumoral y por los tratamientos de radioterapia y qui-
mioterapia recibidos. Més aln, se han realizado frecuente-
mente sin tomar en cuenta las alteraciones en la respuesta
inmuneinnatay en el procesamiento y presentacion antigénica.
A pesar de todas estas limitantes, en algunas pacientes inmu-
nizadas han sido inducidas respuestas celular y humoral es-
pecificas de tipo parcia, aunque con muy limitado efecto cli-
nico-terapéutico. Los estudios de inmunoterapia en pacien-
tes con lesiones cervicales preinvasoras-VPH positivas son
probablemente los modelos clinicos méas representativos para
valorar el efecto inmunomodular de la respuesta anti-VPH
mediada por linfocitos T.

La estrategia de vacunacion terapéutica o inmunomodula-
cion positiva mediada por linfocitos T contra las lesiones
preinvasoras 0 el CaCu es todavia més novedosa que la vacu-
nacion profilactica, y sélo se han realizado escasos estudios
clinicosen fases| y Il. Las vacunas terapéuticas o lainmuno-
modulacion positiva de la respuesta inmune celular adquirida
esta basada en administrar cantidad suficiente de antigeno
tumoral asociado a CC en sus diferentes plataformas (presen-
taciones), y modificar las condiciones |ocales de inmunosupre-
sién a través de citocinas proinflamatorias y adyuvantes celu-
lares del tipo CPPA, especialmente las DC. Los ATA pueden
administrarse en forma de péptidos sintéticos previamente
identificados como epitopes (restringidos particularmente a
los alelos HLA-A2), proteinas recombinantes, PSV quiméri-
cas, vectores virales o plasmidos recombinantes. Otras for-
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mas de administrarlos menos utilizadas son los lisados
tumorales y las células tumorales apoptdticas. Los ATA son
colocados o introducidos en las CPPA utilizando diferentes
estrategias metodol 6gicas gendmicas como pulsarlas, trans-
fectarlas, infectarlas e hibridarlas para su presentacion y sub-
secuente estimulacion de los linfocitos T.

Las vacunas terapéuticas tedricamente podrian beneficiar
a las mujeres ya infectadas con VPH o que cursan con lesio-
nes preinvasoras o con CaCu-VPH positivo (que correspon-
den a 99% de los casos). Su uso se dirige a ser adyuvante de
los tratamientos convencionales. Este tipo de vacunas podria
ayudar a limitar que no progresaran las lesiones de bajo gra-
do, provocar regresion en lesiones de alto grado, prevenir la
recurrencia del CaCu en condiciones de alto riesgo, limitar o
erradicar € tumor primario, o controlar la diseminacion de las
metéstasis.

En ensayos clinicos inmunoterapéuticos en fases | y 11, las
pacientes han sido vacunadas con epitopes-HLA especificos
de las proteinas E6 y E7 y menos frecuentemente con las protei-
nas completas recombinantes o con los vectores virales
recombinantes con lafinalidad de expandir y activar la respues-
ta citotéxicade los linfocitos T CD8* citotdxicos VPH-especifi-
cos. En las pacientes con cancer invasor avanzado no se ha
observado respuesta clinica significatival®®** y sélo en algu-
nos casos se ha obtenido respuesta parcial, como en € de una
paciente con CaCu metastasico en quien se empled células
dendriticas pulsadas con la oncoproteina E7 del VPH 18,
obteniéndose remision temporal de su enfermedad y mejora
miento en su calidad de vida®® Los ensayos de vacunacion
terapéutica en pacientes con lesiones preinvasoras son tam-
bién escasos, y en dlos se han obtenido respuestas completas
en 18%° y respuestas parciales en 50% de los casos.5%

A pesar que no se ha demostrado respuesta clinica en las
pacientes con lesiones invasoras vacunadas con finalidades
terapéuticas, si se han demostrado respuestas humorales y
celulares valoradas en ensayos inmunol6gicos in vitro en 10
a 30% de los casos. En este tipo de respuestas se ha encontra-
do tanto la generacion de linfocitos T citotdxicos antivirales,
como de anticuerpos neutralizantes especificos contra las pro-
teinas E6 y E7 de los VPH oncogénicos.5356:5960

Una de las estrategias actuales de este tipo de inmuno-
terapiaantitumoral es emplear células dendriticas (la CPPA cono-
cida més €ficiente) autdlogas pulsadas in vitro con los antigenos
tumorales, utilizadas como adyuvantes en la estimulacién de los
linfocitos T contra E7 de VPH 16 y VPH 18.1°6162 Siendo un
campo de investigacion muy reciente, los primeros resultados
han reportado respuestas limitadas. Actualmente se investigan
diferentes variables relacionadas con la frecuencia y periodici-
dad de su administracion en los ensayos clinicos.

Se pueden combinar las estrategias de vacunacion profilac-
tica con terapéutica (p. g., empleando PSV quiméricas).**°

Perspectivas de las vacunas
profilacticas y terapéuticas contrael
cancer cervicouterino

En los paises desarrollados, los recursos econémicos y hu-
manos que se invierten anualmente en los programas de de-
teccion oportuna de CaCu y en el tratamiento de lesiones
preinvasoras, es uno de los principales rubros del presupues-
to destinado a la salud piblica. Este esfuerzo ha permitido
abatir considerablemente la incidencia de las lesiones cervi-
cales invasoras y disminuir notablemente la prevalencia del
CaCu. Varios miles de délares es €l costo estimado por afio de
vida salvada en estas mujeres.®® En los paises en desarrollo, la
moderada inversion econémica destinada a tratamiento del
CaCu, a la deteccion oportuna del CaCu y a tratamiento de
lesiones preinvasoras, solo logra un impacto de utilidad limi-
tado en la prevalencia del CaCu. Se espera que las vacunas
profilacticas que cubran los VPH oncogénicos prevalentes
podran reducir el nimero de intervenciones como colposco-
pias, biopsias, tratamientos de lesiones preinvasoras e inva-
soras (con ahorro importante de recursos y con reduccién
notable de la morbimortadidad causada por e CaCu). Consi-
derando esto, es tedricamente rentable invertir en la construc-
cién de vacunas profilacticas y terapéuticas contra el CaCu.

Tres condiciones principales se requieren para alcanzar
una inmunoterapia exitosa en el modelo del CaCu:

1. Que lacéulablanco...

a) transcriba y traduzca la proteina antigénica tumoral, la
cual contenga epitopes inmunodominantes que pue-
dan ser presentados por las moléculas del HLA;

b) que se mantenga integra y eficiente la via del procesa-
miento y presentacion de los antigenos;

C) que sea susceptible de apoptosis;

d) que no secrete 0 exprese inhibidores locales de la fun-
cion efectora de los linfocitos T.

2. Que € sistema inmune adaptativo cuente con linfocitos T
efectores con los apropiados receptores para los epitopes
blancos susceptibles de intervencionismo inmunol gico,
mediante la clonacion de linfocitos T efectores en suficien-
te cantidad capaces de vigjar a tejido blanco, contener
apropiados mecanismos efectores y provocar respuesta
antitumoral de suficiente duracién.®

Para la generacion de vacunas profilécticas anti-VPH de
aplicacion masiva existen algunos limitantes como que las
PSV son dificiles de producir a gran escalay son relativamen-
te caras. Una alternativa seria generar vacunas de DNA me-
diante la amplificacion del gen de interés (tanto de las protei-
nas E6/E7 y L1/L2) en plasmidos bacterianos recombinantes,
estas estrategias se encuentran en investigacion.t+%

Los resultados exitosos recientes de vacunacion profil ac-
tica son preliminares, quizas muy pronto alcanzables para la
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poblacién en riesgo. Sin embargo, mientras esto se logra, €l
papel preponderante en la prevencion y control del CaCu es €l
tamizaje basado en procedimientos de papanicolaou en con-
juncién con las pruebas de identificacion del DNA delos VPH
y la colposcopia

Las vacunas terapéuticas para €l control de infecciones
persistentes, lesiones preinvasoras y CaCu son aln experimen-
tales y requieren gran esfuerzo de investigacion clinica para
mejorar sus resultados. Se deben superar diferentes retos como
la pobre presentacién antigénica de las oncoproteinas de los
VPH, que son expresadas en bajos niveles, incrementar los
epitopes inmunodominantes restringidos a los principales
haplotipos de HLA, aumentar el pobre tréfico de las poblacio-
nes efectoras de linfocitos T en sitios de las mucosas infecta-
das por VPH, donde los sefialamientos de inflamacién son
débiles, e inducir e aumento de la respuesta innata que ayude
ala resolucién de la infeccion persistente.

Tratamientos multimodales inmunes que induzcan una
potente respuesta inmune antiviral evitaran la evasion de la
respuesta inmunoadaptativa y contribuiran al control de las
lesiones preinvasoras e invasoras. Para ello, se ha propuesto
un sinnimero de estrategias:

1. Emplear diferentes sistemas o plataformas de presentacién
de ATA (genes, epitopes multiples, proteinas recombi-
nantes), en diferentes combinaciones o secuencias para
cebar, aumentar o reforzar la respuesta inmune celular
antitumoral .

2. Aumentar la antigenicidad de los oligopéptidos previa-
mente identificados, buscar nuevos ATA de segunda ge-
neracion, por medio de la estrategia denominada “inmuno-
logia reversa’ .68

3. Aplicar los protocolos de inmunoterapia en pacientes en
etapas clinicas tempranas con minima enfermedad residual.

4. Incorporar a los ensayos inmunoterapéuticos estimuladores
de la respuesta inmune innata, como fracciones de micro-
organismos inmunogénicos (Listeria monocytogenes),®
proteinas de choque térmico o polinucledtidos antigénicos
como los oligodeoxinucledtidos-CpG.™

También se podrian obtenerse epitopes inmunodominantes
a partir de epitopes subdominantes, al agregarles sefiades de
activacién como moléculas coestimulatorias o al modificar 1 o
2 AA en los péptidos subdominantes (mimotopes); de igual
forma podria aumentarse la respuesta efectora celular por
medio del bloqueo de los linfocitos supresores naturales T
CD4"y CD25".

Ademés de emplear los ATA virales como blanco de la
respuesta inmune en pacientes con CaCu, se podrian utilizar
otros blancos inmunogénicos de otras multiples proteinas
expresadas en las etapas de carcinogénesis, progresion y di-
seminacion metastésica, tal es el caso de las proteinas de
protooncogenes o genes atipicos coincidentes (p. €., p21/

ras, p 53, beta-catetina, telomerasa, Ki-67), 0 genes relaciona-
dos con la invasividad o con el proceso de diseminacion
metastésica identificados en la expresion dinamica tumoral,
con la finalidad de inmunomodular positivamente multiples
linfocitos T policlonales especificos contra mdltiples blancos
inmunogeénicos de diferentes proteinas en un mismo tumor.

La evauacion de la respuesta inmune antitumoral in vivo
en el humano es dificil, y el mejor método es la respuesta
clinica. Sin embargo, diferentes metodologias experimentales
determinan con precision las etapas de reconocimiento y am-
plificacién de la respuesta inmune in vitro (previamente las
hemos comentado) y ayudan a predecir la respuesta clinica.

Indudablemente el campo de la tecnologia de las vacunas
sera beneficiada por los avances en la gendmicay la bicinfor-
maética. La efectividad de la respuesta inmune celular anti-
VPH podria ser medida indirectamente por la determinacion
de algunos pardmetros: la carga viral, la deteccion local de
células dendriticas, linfocitos T CD4* 0 CD8* o €l patron de
citocinas Th-1, entre otros.

Conclusiones

El indice terapéutico en pacientes con CaCu avanzado es bajo,
incluso en etapas tempranas es de 80%. Para mejorar |as tasas
de sobrevida en pacientes con CC son necesarias nuevas
estrategias terapéuticas adyuvantes.

La infeccion persistente por VPH oncogénicos aunados a
los cofactores moleculares (generados por las condiciones de
alto riesgo clinico) més una respuesta inmune local ineficiente
en la paciente son probablemente los elementos méas impor-
tantes que participan en la carcinogénesis cervical y en la
progresion tumoral. La modulacion positiva de la respuesta
inmune humoral y celular dirigida contra las proteinas virales
tardias estructurales (prevencion) y contra las proteinas tem-
pranas no estructurales (tratamiento) modifican el curso de la
enfermedad en la infeccion viral, su persistencia de la infec-
cién, la carcinogénesis cervical y la progresion tumoral.

Recientemente se han reportado los primeros resultados
exitosos de la vacunacién profiléctica anti-VPH 16 en un estu-
dio comparativo doble ciego fase Il en mujeres jévenes, €l
cua demostré que la vacunacion indujo proteccion significa
tiva contra la infeccion persistente de VPH 16, y proteccion
para desarrollar lesiones premalignas cervicales asociadas con
el virus. Estos resultados indican que esta estrategia tiene el
potencial de reducir la incidencia del CaCu a mediato plazo.

Los ensayos con vacunacion terapéutica son mas recien-
tes; en pacientes con lesiones preinvasoras se han obtenido
respuestas clinicas completas en 18% y parciales en 50% de
los casos; en las pacientes con cancer invasor avanzado no
se ha observado respuesta clinica significativa. Sin embargo,
en este Ultimo grupo los ensayos de inmunoterapia anti-VPH
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han demostrado respuestas humorales y celulares en 10 a
30% de los casos valorados en ensayos inmunolégicos in
vitro.

El mejoramiento de estrategias inmunopreventivas e
inmunoterapéuticas contra los VPH permitira la erradicacién
de sus infecciones persistentes y sus lesiones preinvasoras e
invasoras cervicales asociadas.
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