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ABSTRACT

An HPV persistent infection is doubtless the main factor in-
volved in cervical cancer development. It is clear that the
majority of HPV infections are self-limited and not all high-
risk HPV infections are destined to progress to a higher
grade lesion. Due to viral mechanisms that evade the im-
mune system, in some cases the immune response against
HPV is not as effective, allowing the establishment of persis-
tent infections. The promise of a vaccine that can avoid HPV
infections and therefore decrease cervical cancer incidence,
has been motive of great interest and enthusiasm on the
search of different strategies for obtaining an effective vac-
cine. At present, several prophylactic vaccines have been de-
veloped based in virus like particles (VLPs) produced with
L1 viral proteins. Results of these vaccines applied to women
between 16 and 23 years old show high tolerability and im-
munogenicity with higher antibody titers than those seen in
an HPV natural infection. Even these vaccines can not whol-
ly prevent infections caused by HPV types included in the
vaccine design; its efficacy has been demonstrated for their
ability to eliminate HPV persistent infections and to prevent
the development of cervical intraepithelial neoplasia. These
vaccines are currently in phase Ill of clinical trials, whose
results will determine its impact in the general population.
Therapeutic vaccines are focused in the elimination of esta-
blished cervical lesions; nevertheless their efficacy has not
been proved for clinical use.
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RESUMEN

La infeccién persistente del VPH es, sin duda, el factor méas
importante para el desarrollo del cancer cérvico-uterino. La
mayoria de las infecciones por VPH son eliminadas y sélo una
pequefa proporcion de infecciones con VPH de alto riesgo
progresan a una lesién de alto grado o a cancer. Por mecanis-
mos de evasién de la respuesta inmune, en algunos casos la
respuesta contra el VPH no es efectiva, lo que permite el esta-
blecimiento de una infeccién persistente. La promesa de una
vacuna que neutralice la infecciéon por VPH y por lo tanto eli-
mine la incidencia del cancer cérvico-uterino, ha causado
gran interés y entusiasmo en la busqueda de diferentes es-
trategias para obtener una vacuna efectiva. A la fecha, se
han desarrollado vacunas profilacticas contra VPH basadas
en particulas tipo-virus (VLPs) generadas a partir de las pro-
teinas virales L1. Los resultados de estas vacunas en mujeres
de 16 a 23 afios de edad muestran una elevada tolerabilidad e
inmunogenicidad con titulos de anticuerpos mucho mas altos
que los observados en una infeccién natural por VPH. Si bien
estas vacunas no son capaces de evitar completamente las in-
fecciones por los tipos virales incluidos en la vacuna (VPH16 y
18), son muy eficaces para eliminar las infecciones persisten-
tes y prevenir el desarrollo de neoplasias intraepiteliales del
cervix. Estas vacunas se encuentran en fase 111 de pruebas cli-
nicas, cuyos resultados determinaran el impacto en la pobla-
cion abierta. Los estudios de vacunas terapéuticas contra
VPH, cuyo objetivo es lograr eliminar lesiones de cervix ya es-
tablecidas, ain no muestran la eficacia necesaria, para su im-
plementacion en la clinica.

Palabras clave. VPH. Vacuna. Cancer cérvico-uterino.
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INTRODUCCION

El cancer cérvico-uterino (CaCU) se previene a tra-
vés de programas de muestreo disefiados para diagnos-
ticar y tratar tempranamente, lesiones cervicales con
riesgo a progresar a cancer invasor. En las tultimas dé-
cadas, los programas de deteccion oportuna han mos-
trado resultados satisfactorios en la deteccion de
lesiones premalignas. Sin embargo, a pesar de los
avances que se han logrado en el diagnéstico, cada afio
se detectan aproximadamente 500,000 casos nuevos de
CaCU en el mundo, de los cuales cerca del 50% mue-
ren por esta causa.! Esto representa un grave proble-
ma de salud publica en los paises en vias de desarrollo,
donde ocurre el 80% de las muertes anuales por esta
neoplasia. En México, el CaCU constituye la primera
causa de muerte por cancer.?

Los estudios epidemiolégicos han demostrado que el
virus del papiloma humano (VPH) es el principal
agente etioldgico en el desarrollo de la neoplasia cervi-
cal; el DNA del virus se detecta en més del 99% de los
tumores cervicales.®

A la fecha, se han identificado mas de 200 tipos de
VPH, de los cuales 80 han sido secuenciados por com-
pleto. Actualmente se ha clasificado a los papilomavi-
rus en una familia de virus llamada Papilomaviridae.
En esta familia se clasifica a todos los VPH conocidos
de acuerdo con sus caracteristicas filogenéticas, en geé-
neros, tipos, subtipos y variantes.*

Mediante los estudios epidemioldgicos de prevalen-
cia, se ha determinado que cerca de 40 tipos de VPH
tienen la capacidad de infectar la mucosa de los geni-
tales. De éstos, alrededor de 18 tipos se han cataloga-
do como papilomavirus de “alto riesgo”, debido a su
asociacion con cancer invasor. Los tipos virales mas
frecuentes en el cancer de cervix son los VPH16 y 18,
gue se encuentran en cerca del 65% de los casos de
CaCU.35 A partir de 1995, la Agencia Internacional
de Investigacion en Cancer clasifico a los VPH16 y 18
como agentes carcinogénicos; mientras que los tipos
31y 33 se clasificaron como probables agentes carci-
ndgenos.® Por otro lado, los tipos 6 y 11 son los aisla-
dos mas frecuentes en lesiones proliferativas
benignas, como las verrugas genitales o condilomas,
por lo que pertenecen al grupo de VPH considerado
de “bajo riesgo”.

BIOLOGIA DEL VPH

El VPH consiste en un genoma de DNA de doble ca-
dena circular. El genoma viral esta organizado en tres
regiones: una region temprana, donde se encuentran
los genes implicados en la replicacién viral (E1), con-

trol de la transcripcion (E2), inmortalizacién y trans-
formacion celular (E5, E6 y E7). Una segunda region
denominada tardia, que contiene los genes relaciona-
dos con la formacion de la estructura externa (capsi-
de), L1 y L2. Por altimo, una region donde se
encuentran los sitios de unién para numerosos facto-
res que inician o reprimen la transcripcién, asi como
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Figura 1. Historia Natural de la infeccion por VPH. A. Estructura y
organizacion celular del epitelio normal del cervix. B. Caracteristicas del ci-
clo de vida del VPH en la evasion del sistema inmune. El virus infecta las
células basales del epitelio estratificada del cervix a través de lesiones que
facilitan su acceso. Las proteinas virales tempranas se expresan principal-
mente en el nlcleo de la célula infectada, mientras que las proteinas tar-
dias, necesarias para la formacion de la estructura externa de los viriones,
se expresan solamente en los estratos superiores del epitelio, donde el sis-
tema inmune es capaz de detectarlos. La tolerancia inmunoldgica del VPH
no sélo depende de las caracteristicas de las proteinas virales, sino también
de la reduccion en el nimero de células presentadoras de antigenos (CPA)
que se observa en el epitelio durante la infeccion.
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su replicacién (Regidon Larga de Control, RLC). Aun
cuando la proteina E4 se encuentra en la region tem-
prana, se expresa en forma tardia y su principal fun-
cion es la de interactuar y lisar la estructura de
queratinas para la liberacion de los viriones.” Las pro-
teinas tempranas, a excepcion de E4, predominan en el
nucleo, mientras que las proteinas tardias son mas
abundantes en el citoplasma (Figura 1B).2

El VPH infecta a las células basales del epitelio es-
tratificado del cervix, a través de pequefias lesiones, re-
giones de facil acceso a células de reserva de la zona de
transformacion, donde el epitelio escamoso se une al
epitelio glandular. Se replica exclusivamente en las
placas inferiores del epitelio estratificado, donde se
mantiene como un elemento extracromosomal (episo-
ma) (Figura 1B). A la fecha, aun queda por determinar
con exactitud el receptor implicado en la infeccion. Un
fuerte candidato es la integrina o-6, debido a que esta
molécula sélo se expresa en las células basales del epi-
telio.? Se postula que el estrato donde ocurre la infec-
cién determina la persistencia de la infeccion. Es decir,
la infeccion de las células basales persiste por mas
tiempo, que cuando sucede en las células de estratos
superiores, donde la infeccion resulta transitoria.

La infeccidn por el VPH es la mas frecuente entre
las enfermedades de transmision sexual, se estima
que entre 70 a 80% de las mujeres son infectadas con
VPH al menos una vez en su vida.'° La prevalencia
de VPH, reportada por diversos estudios, varia del 5
al 40% en las mujeres sexualmente activas en edad
productiva. Se ha observado que la prevalencia de la
infeccion por VPH es mas alta entre mujeres jovenes
al inicio de su vida sexual.}! Gradualmente con el
transcurrir de los afios, se observa una reduccion en
la frecuencia de la infeccion hasta la 4ta. o 5ta. déca-
da de la vida, donde ocurre un aumento en la preva-
lencia. La reduccion de la prevalencia de VPH puede
estar asociada a la inmunidad adquirida para la eli-
minacién de la infeccion. El aumento posterior de
esta prevalencia puede ser un reflejo de la pérdida de
la inmunidad adquirida, como resultado de ajustes
hormonales propios de la edad, que dieran lugar a la
reactivacion de una infeccion latente o la infeccion
con un tipo viral nuevo.!?

LA RESPUESTA INMUNE
NATURAL CONTRA EL VPH

La infeccion por VPH puede ser subclinica o clinica-
mente visible. En la primera, se encuentra al DNA vi-
ral sin que el epitelio manifieste ninguna alteracion
morfolégica. La infeccion se hace evidente por la pre-
sencia de coilocitos en etapa temprana (células indica-

tivas de infeccion por VPH); y en etapa mas avanzada,
por alteracion en la estructura del epitelio (lesiones de
bajo y alto grado).'3

En la mayoria de los casos, la infeccion por VPH es
eliminada por completo por la respuesta inducida del
sistema inmunolégico. Se ha observado que un alto
porcentaje de las lesiones de bajo y alto grado presen-
tan una regresion en forma espontanea, acompafiada
por una respuesta inmune celular y humoral contra
antigenos especificos del virus. Conforme la lesion pro-
gresa, la capacidad para presentar una regresion dis-
minuye. Cerca de 60% de las lesiones de bajo grado
(NIC 1) presentan regresion en un periodo de un afio y
90% hasta en cuatro afios. De este modo, s6lo 10% de
las lesiones de bajo grado progresan a lesiones de gra-
do intermedio (NIC 2), donde el riesgo de progresar a
una lesion de alto grado (NIC 3) aumenta a 28%. Si
bien aun cuando el sistema inmune sea capaz de elimi-
nar las lesiones causadas por VPH, no se genera pro-
teccion contra subsecuentes infecciones, lo que sugiere
que la inmunidad adquirida por la infeccién previa es
de corta duracion.

En las lesiones que no se presenta regresion, se pos-
tula que el sistema inmune es incapaz de generar una
respuesta adecuada contra el VPH, lo cual esta asocia-
do principalmente a estados de inmunodepresion, como
la que se presenta en individuos infectados con VIH o
receptores de trasplantes.’® Se ha propuesto que la res-
puesta inmune mediada por células o anticuerpos con-
tra los antigenos de VPH es muy débil, incluso
durante la fase productiva de la infeccién. Sin embar-
go, la gran mayoria de las lesiones por VPH son even-
tualmente eliminadas por mecanismos desconocidos.
Se sugiere que la inmunidad celular esta fuertemente
implicada en este proceso. La importancia indiscutible
de la inmunidad celular en el control de la infeccion
por VPH surge del hecho de que la mayoria de las re-
gresiones espontaneas de las lesiones premalignas es-
tan infiltradas con células T CD4+ y CD8+
activadas.*®

Es claro que en algunos casos el sistema inmune es
incapaz de reconocer a los viriones y activar una res-
puesta adecuada contra el VPH. A este respecto, se
han propuesto posibles explicaciones relacionadas con
las caracteristicas del ciclo de vida del virus, el cual
esta estrechamente relacionado con la diferenciacion
del epitelio del cervix. El virus infecta las células basa-
les, donde se replica para mantener un nimero cons-
tante de copias del genoma viral. Es en las células
basales y parabasales donde se inicia la expresiéon de
las proteinas tempranas: E1 y E2, implicadas en la re-
plicacion y control de la transcripcion; E5, E6 y E7,
oncogenes transformantes cuyo papel principal en esta
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etapa del ciclo consiste en promover la proliferacion
celular e inhibir la apoptosis (Figura 1B). Si bien, las
proteinas o antigenos virales tempranos que se expre-
san son altamente inmunogénicas, estos antigenos vi-
rales no son presentados en forma adecuada al sistema
inmune, debido a que sus niveles de expresion son ba-
jos 'y se localizan principalmente en el niicleo.?

De diversas formas la expresion de los oncogenes vi-
rales E5, E6 y E7 contribuye en forma sustancial para
que el sistema inmune no se active. Las células infec-
tadas por virus producen interferon (IFN) como uno
de los primeros mecanismos de defensa, lo que permite
a la célula infectada responder ante la infeccion. Sin
embargo, la expresion de E6 y E7 en las células infec-
tadas reduce la expresion de citocinas como el interfe-
ron alfa (IFN-o) y Beta (IFN-B), asi como también los
genes que responden a IFN.1718 Este efecto solamente
se ha observado en los VPHSs de alto riesgo y en cier-
tos VPHSs de bajo riesgo, como el VPH6, donde el tra-
tamiento con IFN no tiene efecto.!® Otros mecanismos
por los que VPH altera al sistema inmune incluyen la
inhibicion de la expresion de la IL-18 (citocina muy im-
portante en la activacion de los linfocitos T cooperado-
res), como consecuencia de la expresion de E6.2° Por
otra parte, E5 reduce la expresién de moléculas del
complejo mayor de histocompatibilidad clase 1.%* Este
efecto imposibilita a los linfocitos T citotdxicos para re-
conocer a las células infectadas. Las células asesinas
naturales tampoco pueden reconocerlas, debido a que
la reduccion de los niveles de IL-18 disminuye la efecti-
vidad de una respuesta celular de este tipo.

La reduccion en la expresién de moléculas de adhe-
sién en las células epiteliales también se relaciona con
la respuesta inmune inadecuada. Como es el caso de
células infectadas con E6 del VPH16, donde la reduc-
cidn en los niveles de E-caderina se asocia con una dis-
minucién en el nimero de células presentadoras de
antigenos (CPA) presentes en el epitelio cervical.??

A medida que se inicia la diferenciacion celular,
también se activa la expresion de las proteinas tar-
dias; L1, L2 y E4. Los viriones se forman en las pla-
cas superiores del epitelio, donde con ayuda de E4
son liberados sin causar la destruccion de la célula.
Sin embargo, en este nivel no se encuentran células
presentadoras de antigenos (CPA) que activen la res-
puesta inmune. De esta forma, aunque las proteinas
de la capside son altamente inmunogénicas y se ex-
presan en abundancia, son invisibles para el sistema
inmune. Se debe enfatizar que en este tipo de infec-
cion no existe una fase virémica que cause la gene-
racion de sefiales de peligro, como son los
mediadores de inflamacién. Del mismo modo, tampo-
co se liberan antigenos que permitieran la activacion

de las células presentadoras de antigenos locales, ta-
les como las células dendriticas.

VACUNAS CONTRA EL VPH

El hecho de que la infeccion persistente por el VPH
es la causa principal del CaCU proporciona una opor-
tunidad excepcional para el disefio de una vacuna que
prevenga el desarrollo del cancer. La prevencién pri-
maria del CaCU puede efectuarse a través del control
de las infecciones genitales con VPHSs de alto riesgo.
Actualmente dos tipos de vacunas se encuentran en de-
sarrollo: las vacunas profilacticas, dirigidas a la pre-
vencion de la infeccion por VPH y las vacunas
terapéuticas, cuyo principal objetivo es inducir la re-
gresion de las lesiones premalignas o la remision de
CaCU avanzado.

Vacunas profilacticas: VLPs

El objetivo principal de las vacunas profilacticas
consiste en inducir la generacién de anticuerpos neu-
tralizantes de la infeccion. Estos anticuerpos acttan
sobre la estructura externa de los viriones, inhibien-
do su union con las células epiteliales durante el con-
tacto sexual, lo que reduce el nimero de células
infectadas.

Por muchos afios fue dificil el desarrollo de una va-
cuna profilactica dirigida contra el VPH, ya que la
produccion de las proteinas virales de la capside sélo
ocurre en un epitelio que haya entrado en su progra-
ma de diferenciacion. Por este motivo, en los cultivos
celulares tipicos los viriones no se producen, de tal for-
ma que no se cuenta con antigenos para la generacion
de vacunas. Con el desarrollo de nuevas tecnologias se
logro la generacidn y purificacion de los viriones, los
cuales se obtuvieron a partir de la infeccion con VPH
de cultivos celulares que simulan un epitelio en dife-
renciacion, llamados “cultivos organotipicos”.?® Si
bien, a través de esta metodologia obtienen particulas
virales, el nUmero de viriones generado es minimo, lo
gue no resulta suficiente para su uso como antigenos
en el desarrollo de una vacuna.

Aun con la obtencién de los viriones, quedan aspec-
tos que debian considerarse. Como en toda vacuna, el
antigeno debe estar atenuado o modificado, de tal for-
ma que permita al sistema inmune generar una res-
puesta sin ocasionar dafio alguno al organismo.
Aunque los viriones podrian ser atenuados, éstos con-
tendrian a los oncogenes virales, lo cual seguramente
haria imposible su uso como una vacuna profilactica.
Por ello el desarrollo de las vacunas contra VPH se ha
basado principalmente en las proteinas estructurales
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L1y L2, las cuales son inmunogénicas y no poseen ca-
pacidad oncogénica.

Mediante la tecnologia de DNA recombinante se ha
logrado la expresion de las proteinas L1 y L2 en dife-
rentes sistemas celulares.?* La expresion en células eu-
cariontes (levaduras y células de insecto) resulto ser el
mejor de los sistemas, dado que en ellas la proteina L1
expresada se ensambla y se pliega por si sola, generan-
do particulas con una estructura morfoldgica semejan-
te al virus, por lo que han sido llamadas particulas
parecidas a los virus (VLPs) (Virus Like Particles)
(Figuras 2A y B).?® L1 es la Unica proteina requerida
para la produccién de estas particulas, de modo que
las VLPs no poseen potencial oncogénico y resultan
ser una excelente opcién para ser utilizadas como va-
cuna. Si bien, la estructura original del virus esta
constituida principalmente por las proteinas L1y en
menor grado L2; los ensayos con VLPs generados a
partir de L1y L2 no muestran diferencias en los nive-

Figura 2. A. Micrografia electronica de viriones del virus del papilo-
ma bovino. B. Estructura de una VLP del VPH. Reconstruccion tridimen-
sional de una VLP constituida por L1y L2.

les de anticuerpos generados, con respecto a las VLPs
constituidas exclusivamente por L1.2

Las VLPs han demostrado ser capaces de generar
proteccién contra tipos especificos de papilomavirus
en diversos modelos animales.?’” La vacunacién con
VLPs genera altos niveles de anticuerpos especificos
contra la proteina L1 correspondiente, lo que propor-
ciona proteccién contra subsecuentes infecciones.
Ademas, se ha observado que la administracion del
suero de animales inmunizados genera una protec-
cion transitoria contra la infeccion, en animales sin
inmunizar. Los anticuerpos neutralizantes presentes
en el tracto genital provienen del plasma o bien son
sintetizados por células plasmaticas localizadas en el
tracto genital. Si bien en modelos animales los titulos
altos de anticuerpos se mantienen en un nivel sufi-
ciente a lo largo del ciclo menstrual, en humanos no
sucede lo mismo. Durante el ciclo menstrual se obser-
va una ligera reduccién en los titulos de anticuerpos
durante el periodo de ovulacion. Esto indicaria que la
vacuna contra el VPH tendria una menor eficiencia
durante la fase ovulatoria.?®

Estudios referentes a la forma de inoculacion han
demostrado que la inoculacién nasal y oral con VLPs
genera altos niveles sistémicos de anticuerpos.?®3° De
igual forma, se observé que la inoculacién intramuscu-
lar con VLPs de VPH16 induce la generacion de anti-
cuerpos en secreciones cervicales. Al comparar la
inoculacién oral contra intramuscular, se observo que
a través de ambos métodos se obtiene una buena pro-
duccién de anticuerpos circulantes, siendo la 1gG el
anticuerpo mas abundante en el plasma, mientras que
los anticuerpos mas frecuentes en secreciones cervica-
les fueron las 1gG e IgA.2°

Tipos virales incluidos en las vacunas

Un aspecto clave en el desarrollo de la vacuna del
VPH es el namero de tipos de VPHSs que se deben in-
cluir como inmundgenos. A través de los diferentes es-
tudios epidemioldgicos realizados a la fecha, se ha
podido conocer la distribucién de los VPHs en el
CaCuU. Los datos de estudios recientes indican que
una vacuna bivalente, que incluya tanto antigenos de
VPH16, como de 18, podria prevenir hasta 70% de tu-
mores cervicales, mientras que una vacuna pentava-
lente (VPH16, 18, 45, 31 y 33) podria prevenir hasta
85% de los carcinomas cervicales.3!

Algunos autores han propuesto que en el disefio,
también deberia de considerarse la diferente prevalen-
cia de variantes intra-tipo de VPH, segun la poblacion
a la que la vacuna va dirigida. Se sabe que ciertas va-
riantes estan asociadas con una mayor 0 menor onco-
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genicidad y que la distribucién de estas variantes pre-
valece en poblaciones bien definidas.3?-3¢ Si bien el gen
L1 es sumamente conservado entre los VPHS, las dife-
rencias que existen con respecto a los aislados de refe-
rencia, podrian repercutir en la respuesta de una
vacuna disefiada contra una variante especifica. Sin
embargo, el estudio realizado con diferentes VLPs
construidos a partir de L1 de distintas variantes de
HPV16 ha demostrado que los anticuerpos generados
presentan una proteccion cruzada, lo que indicaria que
estas VLPs pertenecen a un serotipo Unico.%’ La pro-
puesta seria que la vacunacion con VPLs genere anti-
cuerpos que confieran un grado similar de proteccion
contra todas las variantes del tipo viral del que fue di-
sefiado.

Pruebas clinicas en desarrollo

Actualmente dos compafiias farmacéuticas: GlaxoS-
mithkline (GlaxoSmithKline Biologicals,
Rixensart,Belgium) y Merck & Co. (Whitehouse Sta-
tion, NJ), estan implicadas en el desarrollo e investi-
gacion de vacunas profilacticas contra VPH. Cada
compafiia ha desarrollado una vacuna, basada en
VLPs con caracteristicas diferentes entre si. GSK pro-
pone una vacuna bivalente, que incluye una mezcla de
VLPs ensambladas a partir de las proteinas L1 de
VPH16 y VPH18 (20 pg de VLPs de L1 de VPH16 y 20
Mg de VLPs de L1 de VPH18). Estas particulas se gene-
ran en células de insecto Spodoptera frugiperda Sf-9 a
partir de un baculovirus recombinante.38

Por otra parte, Merck ha desarrollado dos vacunas,
una monovalente con VLPs compuestas de L1 de
VPH16 y una tetravalente, con una mezcla de VLPs
con L1 de VPH16, 18, 6 y 11 (20 pg VPHS6, 40 ug
VPH11, 40 pg VPH16 y 20 ug VPH18); estas particu-
las se sintetizan en Saccharomyces cerevisiae.3®

Los estudios clinicos fase | para analizar la seguri-
dad, la inmunogenicidad y el grado de tolerancia de es-
tas vacunas, fueron satisfactorios. Los resultados
mostraron una respuesta inmune serolégica homogé-
nea con un alto indice de proteccion contra infecciones
persistentes en mujeres infectadas, ademas de minimos
efectos colaterales.®®

Los primeros resultados en fase clinica Il de Cerva-
rix, la vacuna bivalente contra el VPH16 y 18 (GSK),
se obtuvieron de un estudio controlado doble ciego al
azar en 1,113 mujeres entre 15y 25 afios de 32 institu-
ciones de EUA, Canada y Brasil. La vacuna fue admi-
nistrada en tres dosis por inyeccién intramuscular a
los meses 0, 1y 6; las pruebas de deteccion de ADN de
HPV fueron realizadas a los meses 0, 6, 12y 18. En el
andlisis por protocolo de este estudio, la eficacia de la

vacuna fue de 95% para eliminar las infecciones inci-
dentes de VPH16; 91% contra VPH18 y 92% contra
VPH16 y 18; con 100% de eficiencia para combatir in-
fecciones persistentes de VPH16 y 18. La correlacion
con el diagndstico citolégico muestra que la eficiencia
para eliminar la infeccidn cervical persistente con
VPH16 y 18 en muestras con citologia normal fue de
95%, mientras que en muestras con anormalidades ci-
toldgicas, la eficiencia fue menor (92%).4° Los resulta-
dos posteriores de estas pacientes seguidas durante 4.5
aflos mostraron que en las pacientes vacunadas los ti-
tulos de anticuerpos se mantuvieron cerca de 14 a 17
veces por encima de los detectados en las infecciones
naturales por VPH. A este tiempo, la proteccion contra
infecciones persistentes de VPH16 y 18 continuo sien-
do de 100%, con una proteccidon semejante contra las
neoplasias del cervix asociadas a los mismos tipos vi-
rales. Un hallazgo muy importante de este estudio fue
la proteccion cruzada observada contra infecciones in-
cidentes de tipos virales no incluidos en la vacuna,
VPHA45 (94.2%) y VPH31 (54.5%), relacionados filoge-
néticamente con los tipos VPH18 y 16, respectivamen-
te. Dado que la proporcién de cancer de cervix
atribuible a los VPH16 y 18 es de 70%, la eficiencia su-
mada de esta vacuna para eliminar infecciones persis-
tentes de VPHA45 y 31, ampliaria su rango de accion
sobre 80% de los tumores de cervix.*!

Por su parte, la eficacia de las vacunas monovalente
y tetravalente de Merck ha sido analizada en estudios
independientes. Los primeros resultados con la vacuna
profilactica VLP L1 VPH16 fueron obtenidos en un es-
tudio controlado con placebo doble ciego al azar en un
grupo de 2,392 mujeres. La vacuna fue administrada
en tres dosis (0, 2 y 6 meses) via intramuscular. Al
séptimo mes de la administracion de la vacuna, los ni-
veles de anticuerpos obtenidos fueron 145 veces mayo-
res en los individuos vacunados comparados con el
grupo control. De igual forma que con la vacuna GSK,
se obtuvo 100% de proteccion contra infecciones per-
sistentes y displasias relacionadas con VPH.*° A los
3.5 afios de seguimiento de estas pacientes, aunque la
vacuna no muestra una eficacia total contra infeccio-
nes persistentes de VPH16 (95%), presenta 100% de
proteccion contra lesiones del cervix de alto grado.*?

Con el objetivo de ampliar el espectro de proteccion
contra el VPH, Merck desarroll6 la vacuna tetravalen-
te Gardasil. Esta vacuna incluye a los VPHs 16, 18 y a
los VPHSs no oncogénicos 6 y 11, que son los tipos mas
frecuentes asociados a verrugas anogenitales.®> En mo-
delos animales se ha demostrado que la vacunacion
con VLPs de multiples tipos de papilomavirus no redu-
ce la respuesta especifica que cada antigeno induce por
separado.*® Los resultados preliminares mostraron
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una buena tolerancia con altos niveles de anticuerpos
neutralizantes. La fase clinica Il para analizar la efica-
cia de esta vacuna se realiz6 en un grupo de 552 muje-
res de 16 a 23 afios originarias de Brasil, Europa y
Estados Unidos. La comparacion del grupo vacunado
contra placebo a los dos afios de seguimiento demostré
gue la vacuna reduce significativamente la incidencia
combinada de las infecciones persistentes por los tipos
incluidos en la vacuna, con 90% de eficacia. La vacuna
fue 100% eficaz para prevenir el desarrollo de lesiones
cervicales asociadas a los tipos virales 6, 11, 16 y 18.
El impacto de esta vacuna sobre la incidencia de verru-
gas genitales alin no se ha determinado.* Actualmente
estos resultados se encuentran en evaluacion para su
aprobacioén por la FDA (Administracion de Alimentos
y Medicamentos) y su comercializacion (http//
www.fda.gov). Los expertos esperan que la agencia
realice su decision en junio del 2006.

Actualmente el estudio fase 111 (FUTURA I11) que
esta en desarrollo, pretende reclutar mas de 25,000 mu-
jeres y hombres, de 16 a 26 afios de edad, provenientes
de diferentes paises como Brasil, Colombia, Dinamarca,
Finlandia, Islandia, México, Noruega, Peru, Polonia,
Singapur, Suecia, Inglaterra y Estados Unidos.*®

Esta medida permitira evaluar el efecto de la vacuna
Gardasil en diferentes grupos étnicos y condiciones so-
ciodemogréficas. El uso de esta vacuna estara dirigido
a prevenir la mayoria de las lesiones de CaCU, asi
como a disminuir la frecuencia de verrugas genitales.
A su vez, se esta desarrollando un estudio a tres afios
en hombres homosexuales y heterosexuales de 16 a 26
afios de edad, con el fin de determinar la eficacia de
Gardasil para reducir la incidencia de verrugas genita-
les, asi como de displasias y cancer anal.*6

GSK, por su parte, desarrolla en forma paralela un
estudio multicéntrico fase 111 en cerca de 28,000 muje-
res, para evaluar la eficacia de Cervarix. A su vez,
GSK piensa desarrollar una vacuna tetravalente que
incluya solamente tipos de VPH oncogénicos.*’

Por otro lado, el Instituto Nacional de Salud de los
Estados Unidos (NIH) ha desarrollado una vacuna de
VLPs contra el VPH16. El objetivo del grupo de inves-
tigadores a cargo de esta vacuna no es la comercializa-
cion; sin embargo, sus ensayos han mostrado una
buena tolerancia con altos niveles de anticuerpos neu-
tralizantes. Sus investigaciones se han enfocado en
pruebas clinicas conducidas de forma independiente en
América Central.®

Vacunas terapéuticas

Las vacunas terapéuticas, a diferencia de las va-
cunas profilacticas, tienen como objetivo la activa-

cion de la respuesta inmune celular para eliminar le-
siones ya establecidas o inclusive células cancero-
sas. De este modo, pretenden contribuir al
tratamiento de cancer invasor, funcionar como tera-
pia adyuvante para prevenir la recurrencia o metas-
tasis, eliminar lesiones de bajo grado, asi también
lesiones hiperproliferativas benignas, como es el
caso de las verrugas genitales.

Las estrategias para vacunacion terapéutica basica-
mente pretenden activar a la inmunidad celular, que se
sabe indispensable en los procesos de regresion de las
lesiones. Cabe mencionar que la vacunacion profilacti-
ca con VLPs, ademas de generar altos niveles de anti-
cuerpos neutralizantes, puede inducir una respuesta
inmune celular especifica contra la proteina L1.% Sin
embargo, estas proteinas virales (L1 y L2) no se expre-
san en las células basales, ni en las células indiferen-
ciadas de las lesiones premalignas o cancer.? Por lo
tanto, es poco probable que la respuesta inmune celu-
lar generada por estas vacunas profilacticas elimine
las lesiones establecidas.

El mayor obstaculo para el desarrollo de una va-
cuna terapéutica es que las determinantes inmunolo6-
gicas para la persistencia viral o regresién no se han
definido. Las proteinas virales no estructurales E1,
E2, E5, E6 y E7 podrian ser los antigenos apropia-
dos para el desarrollo de vacunas terapéuticas. Sin
embargo, como resultado de la integracién del geno-
ma viral al celular, E1 y E2 no se expresan constitu-
tivamente en los carcinomas. Por otro lado, aunque
la proteina E5 se expresa en diferentes grados de le-
sion por VPH, posee una inmunogenicidad limitada.
Por lo tanto, la mayoria de los esfuerzos para desa-
rrollar una vacuna terapéutica se han encaminado
al empleo de las proteinas E6 y E7 o péptidos deriva-
dos de éstas. E7 es un buen candidato, ya que su se-
cuencia se conserva entre los VPHs, se ha
caracterizado inmunolégicamente y es de las protei-
nas virales mas abundantes en las lesiones.® En con-
traste, la proteina E6 presenta una estructura muy
variable entre los VPHs.4®

Las proteinas E6 y E7 también han sido utilizadas
en el desarrollo de vacunas profilacticas basadas en
VLPs. Estas vacunas han sido denominadas quimeras,
debido a que su estructura esta constituida por se-
cuencias de proteinas no estructurales (E6 y E7), asi
como de las proteinas estructurales L1y L2. La inmu-
nizacién con este tipo de vacuna, ademas de generar
altos niveles de anticuerpos neutralizantes, presenta
una proteccion antitumoral mediada por linfocitos cito-
toxicos.®° Por tal motivo, se ha propuesto para ser uti-
lizado como terapia para inducir la regresion de
tumores o lesiones premalignas.
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Vacunas basadas en vectores

Los vectores vivos virales o bacterianos se han uti-
lizado como medios de transporte para generar una
fuerte respuesta inmune con minima toxicidad. Algu-
nos virus modificados en su constitucion genética han
sido utilizados como medios de transporte de antigenos
especificos. La vacuna generada a partir del virus de la
vaccinia, construida para expresar formas modificadas
de las proteinas E6 y E7 (llamada TA-HPV), genera
una fuerte actividad citotéxica antitumoral.>! Los en-
sayos en pruebas clinicas fase | y Il indican que algu-
nos pacientes con lesiones de alto grado y cancer
cervical invasor desarrollan respuesta inmune de célu-
las T después de la vacunacion.>? Otros estudios han
empleado a los adenovirus modificados como vectores
para la expresion de las proteinas E6 o E7 de VPH186,
demostrando un aumento de la respuesta inmune celu-
lar contra dichos antigenos y actividad antitumoral .53
El uso de vectores virales no solamente se basa en la
expresion de formas modificadas de proteinas virales.
El virus de la encefalitis equina venezolana replica el
RNA de interés en el citosol de la célula infectada. Las
caracteristicas citopaticas del virus reduce el riesgo de
integracion de E6 y E7 al genoma celular. Los resulta-
dos con esta vacuna en modelos murinos muestran
67% de eliminacion de tumores.>*

BACTERIAS CON
PATOGENICIDAD ATENUADA

El uso de bacterias atenuadas como medio de trans-
porte de antigenos es una herramienta promisoria
para el desarrollo de vacunas terapéuticas. Listeria
monocytogenes, Salmonella, Shigella y E. coli, son al-
gunos de los vectores bacterianos mas empleados en la
inmunoterapia contra el CaCU. Estos vectores pueden
transportar plasmidos o particulas virales que contie-
nen genes de interés o proteinas virales, los cuales al
ser fagocitados por las CPA facilitan la presentacion
de los antigenos virales a los complejos mayor de his-
tocompatibilidad 1 y 1. Después de ser fagocitada por
los macrofagos, L. monocytogenes produce una enzima
(listeriolisina O) que permite su escape hacia el cito-
plasma evitando la degradacion enzimatica. Esto per-
mite que los antigenos presentes sean presentados al
CMH clase 1y 11.5° Recientes estudios han demostrado
gue la vacunacion oral o intraperitoneal de ratones
con bacterias recombinantes de L. monocytogenes que
contienen al gen E7 del VPH16, es capaz de prevenir y
erradicar tumores que expresan E7.% El bacilo de Cal-
mette-Guerin (BCG; Mycobacterium bovis atenuado) es
otro ejemplo de bacterias utilizadas para el transporte

de E7 y L1 de VPH16. Este sistema induce una res-
puesta inmune humoral, con un alto indice de citotoxi-
cidad especifica contra E7.57

PROTEINAS Y PEPTIDOS

La identificacion y caracterizacion de epitopes
murinos (H-2Db) y humanos (HLA-A.2) para
VPH16 ha permitido el desarrollo de vacunas contra
el CaCU basadas en péptidos.®®5% Las vacunas basa-
das en péptidos son relativamente faciles de prepa-
rar y baratas. Se ha demostrado que los péptidos de
E7 de VPH16 y 18 activan la respuesta citotoxica;
sin embargo, su eficiencia en la regresion de tumo-
res es minima.®® En un estudio realizado por Mu-
derspach, et al. (2000) en pacientes con neoplasia
intraepitelial de alto grado, vacunados por un pépti-
do de E7 de VPHL16, se report6 una reduccion par-
cial de las lesiones.®* Un problema que se presenta
en el uso de esta metodologia es que los epitopes de
estos péptidos estaran restringidos a moléculas espe-
cificas del CMH, de modo que la proteccion estaria
limitada a un grupo de pacientes con ciertas caracte-
risticas inmunoldgicas y esta terapia no podria apli-
carse a la poblacion abierta.

Por otra parte, se han evaluado algunas vacu-
nas basadas en la union de fragmentos de protei-
nas virales. Como es el caso de TG-GW, la cual
contiene fragmentos de E7 y L2 del VPHG6. Estas
ya han sido probadas como tratamiento clinico
para verrugas genitales con buenos resultados.%?
Su versién para el tratamiento de lesiones prema-
lignas es TA-CIN, la cual contiene proteinas de fu-
sion de L2/E6/E7 del VPH16. En modelos murinos
se ha observado que esta vacuna induce una res-
puesta inmune de células T CD8+ y protege con-
tra el desarrollo de tumores.®® En pacientes, el uso
de TA-CIN induce una respuesta inmune tanto
humoral como mediada por células.®* Los resulta-
dos obtenidos en estas vacunas pueden ser mejora-
dos a través del uso de adyuvantes que potencian
el efecto observado. Algunos de ellos, como la pro-
teina HSP65 (proteina de choque térmico) fusio-
nada con E7 de VPH16 causa la regresion de
tumores que expresan E7 en ratones; este efecto es
dependiente de linfocitos CD8+, pero independien-
te de CD4+.%5 Actualmente esta vacuna se encuen-
tra en pruebas clinicas con Stressgen
Biotech-nology para su uso en el tratamiento de
displasias anales asociadas con VPH, mientras
qgue el Instituto Nacional de Cancerologia de los
Estados Unidos estd probando su eficiencia en el
tratamiento de CaCU.
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VACUNAS BASADAS EN DNA

Las vacunas de DNA desnudo, ademas de ser esta-
bles y faciles de aplicar, permiten una éptima expre-
sion de antigenos involucrados en la respuesta
inmune. El DNA puede mantenerse en forma episomal,
o0 bien, integrarse al genoma celular, lo que permite la
expresion del antigeno por un largo periodo. Sin em-
bargo, debido a la baja inmunogenicidad de las vacu-
nas de DNA, se han empleado células dendriticas (CD)
como sus transportadoras, para aumentar el potencial
de accion de las vacunas.’® Con este mismo objetivo,
se han realizado mezclas de vacunas de DNA de E7 con
interleucinas y moléculas coactivadores de linfocitos T
CD8+.57 Asimismo, se han empleado proteinas antia-
poptéticas (Bcl-2 y Bcl-xL), para aumentar la respues-
ta inmune contra E7 en tumores y la supervivencia de
las CDs.%8 Los resultados de las pruebas clinicas fase |
y Il con una vacuna de DNA de VPH16 (ZYC101), han
demostrado que esta vacuna incrementa la respuesta
inmune contra sus epitopes y es capaz de causar la re-
solucidn de displasias de alto grado en un periodo de
seis meses.®®

TERAPIA CELULAR

Las células dendriticas tienen un papel muy impor-
tante en la presentacion de antigenos a través del com-
plejo mayor de histocompatibilidad clase I. Su empleo
como vacuna terapéutica consiste en el transporte de
proteinas o péptidos de los oncogenes E6 y/o E7, ade-
mas de que estas células pueden ser transfectadas con
acidos nucleicos que codifican para ciertos antigenos.
En algunos estudios se ha observado que las CDs au-
tologas que contienen E7 del VPH16 y 18, inducen en
los pacientes una respuesta inmune antitumoral me-
diada por células T.7

Actualmente ha tomado gran importancia el uso de
la transferencia adoptiva de células T. Esta metodolo-
gia es una nueva estrategia de tratamiento, que con-
siste en la activacion y expansion in vitro de los
linfocitos T citotoxicos del paciente contra antigenos
especificos y su reintroduccion al paciente como una
medida terapéutica.”* En modelos preclinicos, este tipo
de terapia ha demostrado resultados satisfactorios en
la eliminacion de tumores VPH16.72 Sin embargo, el
principal obstaculo para el uso de esta terapia consiste
en los bajos niveles de linfocitos T citotoxicos contra
antigenos tumorales presentes en los pacientes con
cancer. Para abordar este problema se estan realizan-
do pruebas con linfocitos T (aislados de sangre perifé-
rica) transfectados con receptores especificos para
epitopes virales, lo cual elimina la necesidad de aislar

células T especificas contra antigenos tumorales. La
transferencia de receptores de células T por medio de
retrovirus, aumenta el nimero de células T especificas
contra el tumor.”® Aungue ésta parece ser una estrate-
gia prometedora, queda por determinar los efectos en
la autoinmunidad y los efectos secundarios de su uso.

CONCLUSIONES

La mayoria de las mujeres infectadas con VPH
eliminan la lesiéon. Sin embargo, en algunos casos
existe un prolongado periodo de latencia desde el ini-
cio de la infeccidn hasta la progresion de la lesion,
lo que indica que el VPH es capaz de evadir el siste-
ma inmunologico. De este modo, la activacion tem-
prana de la respuesta inmune contra el VPH es
indispensable para prevenir el establecimiento de
una infeccion persistente y sus consecuencias, obje-
tivo que las vacunas profilacticas pretenden alcan-
zar. Se considera que en el transcurso del 2006,
tanto la vacuna bivalente de GSK como la tetrava-
lente de Merck tendran su registro listo para su co-
mercializacion. Actualmente, los ensayos clinicos en
fase 111 se estan llevando a cabo con ambas vacunas
en diferentes regiones del mundo. Entre otras cosas,
estos estudios pretenden determinar el impacto de la
vacunacién en paises con una alta incidencia de can-
cer cervico-uterino, como es el caso de México. La
implantacion posterior de estas vacunas a estas po-
blaciones merece consideraciones especiales. Se sabe
gue en paises en vias de desarrollo una de las fallas
importantes en la deteccién oportuna del cancer de
cervix esta en la deficiente cobertura en los progra-
mas de tamizaje. Las mujeres que no tienen acceso a
estos programas, muy posiblemente tampoco lo ten-
drian a la vacunacidn, por lo que la vacuna no ten-
dria el impacto esperado en la reduccion de la
incidencia de cancer en estos grupos de alto riesgo.
De este modo, es importante que los sistemas de sa-
lud den prioridad a programas que permitan no sélo
el acceso de la vacuna a poblaciones sin recursos,
sino que generen una cultura en donde la gente en-
tienda la importancia de la vacunacién. A su vez, es
necesario disefiar el modelo de difusion idéneo que
permita el acceso a una vacuna de este tipo, de
acuerdo con las diversas caracteristicas sociocultu-
rales de las poblaciones.

Ciertos hallazgos muestran que estas vacunas,
ademas de proteger contra los tipos virales especifi-
cos, también pueden proteger, aungque con menor
eficiencia, contra tipos relacionados filogenéticamen-
te (VPH 31, 45 y 52). Aunque esto amplia su rango
de accion, no protege contra los otros tipos de VPH
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implicados en cancer. De esta manera, estas vacu-
nas no eliminarian el riesgo al desarrollo de cancer
cérvico-uterino, inducido por tipos de VPH menos
frecuentes, pero también de alto riesgo. Es impor-
tante hacer hincapié que en ninguna de las pruebas
clinicas con vacunas profilacticas se evito la infec-
cion, pero si se ha logrado eliminar a las infecciones
persistentes y a un significativo porcentaje de las in-
cidentes. Es claro entonces que una vacuna de este
tipo no podria reemplazar a la prueba de Papanico-
laou como método de deteccion oportuna del cancer
cérvico-uterino. Esto indica que los programas de
deteccion oportuna de cancer no deben de ser modi-
ficados con la introduccién de estas vacunas. Los
efectos de las vacunas en la disminucién de la inci-
dencia del cancer cérvico-uterino determinaran en
un futuro a largo plazo si en las mujeres vacunadas
la periodicidad recomendable de las pruebas de tami-
zaje pudiera extenderse.

Aun con los prometedores hallazgos acerca de las
vacunas profilacticas contra VPH, alin quedan varios
puntos por establecer. Los estudios actuales determi-
nan que la proteccion se ha mantenido por lo menos
durante 4.5 afios. El seguimiento posterior definira si
se requiere de refuerzos para mantener titulos eficien-
tes de anticuerpos protectores. Con respecto a la edad
Optima de vacunacion, el rango de edad en que hasta
ahora se muestra la mayoria de los resultados es de
16 a 23 afios. Sin embargo, ciertos estudios revelan
que el titulo de anticuerpos neutralizantes inducidos
por la vacuna Gardasil es significativamente mayor
en el grupo de nifios de 10 a 15 afios de edad, que en
el de adolescentes de 16 a 23 afios.”* Este hallazgo es
importante puesto que la vacuna seria de mayor be-
neficio si se administra antes del inicio de la vida
sexual activa. A este respecto, también se debe consi-
derar que las caracteristicas socioculturales influyen
en la edad de inicio de la vida sexual, lo que podria in-
dicar que en las diferentes regiones la edad 6ptima de
vacunacion pudiera variar. De igual forma resulta
importante conocer si la vacunacion induce alguna
respuesta positiva en mujeres que ya hayan sido ex-
puestas a infecciones con VPH o inclusive que ya pre-
senten alguna lesién por VPH.

Por su parte, los estudios que actualmente se lle-
van a cabo en hombres mostraran si el impacto en la
disminucion de infecciones por VPH es mayor al va-
cunar tanto a hombres como a mujeres.*

El efecto real de una vacuna profilactica contra el
VPH sélo se conocera a fondo dentro de varios afios,
en donde la eficacia de la misma repercuta en la dis-
minucidn de la incidencia de cancer cérvico-uterino
en el grupo de mujeres vacunadas.
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