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RESUMEN. El virus del Papiloma Humano (VPH) es el agente causal de una de las infecciones de transmision
sexual mas propagadas en todo el mundo que afecta principalmente a la poblacion femenina. Los mecanismos
moleculares por los que el VPH establece las infecciones son muy complejos y las vias por las que lleva a cabo su
ciclo infectivo, estan sometidas a una regulaciéon compleja del genoma viral, el cual contiene ocho marcos abiertos de
lectura (MAL) que codifican una serie de proteinas clave (E6, E7, E1, E4, E2, E5, L2, L1) en el mantenimiento del
ciclo viral en la célula hospedera, incluyendo E2"E8, resultado de la fusién de los productos de los MAL E2 y ES. La
capacidad de la proteina L1 de autoensamblarse en particulas semejantes a virus ha permitido el desarrollo de las
vacunas profilacticas Gardasil® y Cervarix®, las que han demostrado ser eficaces en la prevencion de las infecciones
provocadas por el VPH. A pesar de los avances en el desarrollo de inmunogenos, se hace necesario seguir avanzando
en el disefo de futuras vacunas contra las infecciones producidas por el VPH, teniendo en cuenta la amplia variedad
de tipos virales y el elevado costo de las vacunas actuales.

ABSTRACT. Human papillomavirus is the causative agent of one of the most widespread transmitted infections
worldwide that mainly affect the population of females. The molecular mechanisms of how HPV establishes the
infection are complex and the pathways by means of HPV performs the viral cycle are subject to a complex
regulation of its genome, which contains eight open reading frames (MAL) that encode a series of key proteins (E6,
E7, El, E4, E2, E5, L2, L1) for maintenaning the viral cycle in host cells, including E8 ~ E2. This results from fusion
of the products E2 and E§ MAL. The ability of L1 protein to self-assemble into virus-like particles has allowed the
development of the prophylactic vaccines Gardasil and Cervarix, which have proven effective in preventing
infections caused by HPV. Despite of the advances in the development of immunogens, it is necessary to move
forward in the design of future vaccines against HPV infections, taking into account the wide variety of viral types
and the high cost of current vaccines.

INTRODUCCION

El VPH pertenece a la familia Papillomaviridae, segin el octavo reporte realizado por el Comité Internacional de
Taxonomia Viral' En la actualidad, méas de 120 tipos diferentes del VPH han sido catalogados y alrededor de 40
pueden infectar el revestimiento epitelial del tracto anogenital y otras areas mucosales del cuerpo humano.’

La infeccioén provocada por el VPH es una de las causas mas comunes de enfermedades de transmision sexual con
niveles de prevalencia que varian con los estudios de poblacion y localizacion geogreiﬁca.3 A pesar de los esfuerzos
mundiales dirigidos a la prevencion y erradicacion de las enfermedades provocadas por este agente etiologico, los
virus del papiloma humano, se mantienen ocasionando una de las infecciones sexuales mas comunes transmitidas en
todo el mundo; al menos 14 tipos de ellos estan clasificados como de elevado riesgo oncogénico (VPH AR), entre los
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cuales VPH16 y VPH18 causan alrededor del 70 % de todos los canceres cervicales y afectan aproximadamente a 500
000 mujeres cada afio.” Dado el creciente interés que cada dia despierta en la comunidad cientifica las infecciones
provocadas por el VPH, el presente trabajo se propuso como objetivo abordar de manera general la estructura y las
principales funciones de las proteinas codificadas por el VPH, asi como destacar el papel de la proteina L1 en el
disefo de vacunas profilacticas

CARACTERISTICAS GENERALES DEL VPH

El VPH es un virus relativamente pequefio compuesto por un genoma de ADN de doble cadena circular de
aproximadamente 8000 pares de bases, que contiene un promedio de ocho MAL, divididos en tres regiones. La
primera es una larga region de control (LCR, de sus siglas en inglés Long Control Region), la cual tiene la funcion
reguladora de la transcripcion de los genes virales E6 y E7. La segunda es una region temprana (E, de su sigla en
inglés Early), que consiste en seis MAL (E1, E2, E4, ES, E6 y E7), los que codifican para proteinas no estructurales
implicadas en la replicacion y oncogénesis, la tercera es la region tardia (L, de su sigla en inglés Late) la cual codifica
las proteinas estructurales L1 y L2° (Fig.1).
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Fig.1. El genoma del VPH es una molécula de ADN circular. Dicho genoma se divide en tres regiones: LCR, E y L.
Esta tltima codifica las proteinas L1 y L2 de la cdpside viral.’

Dicho genoma esta asociado a proteinas semejantes a histonas y protegido por una capsida de simetria icosaédrica sin
envoltura, formada por dos tipos de proteinas, L1 y L2,” en la que L1 representa el 80 % de la capside.”

El didmetro de la cépside es de aproximadamente 60 nm y estd constituida por 72 capsdémeros pentaméricos, cada uno
constituido por cinco mondémeros de L1. De los 72 capsémeros, 60 interactian en simetria hexagonal, mientras que
los 12 restantes lo hacen en simetria pentagonal.g’10 Los pentameros de L1 estan distribuidos formando una red de
interacciones disulfuro intra e interpentaméricas, las cuales contribuyen con la estabilizacion de la capside.”

ASPECTOS GENERALES DE LA REGULACION DE LA EXPRESION VIRAL DEL VPH

La regulacion de la expresion de los genes virales es compleja y esta controlada por factores de transcripcion
celulares y virales.'' Solo una hebra de la doble cadena de ADN sirve como molde para la expresion de los genes
virales, que codifican un ntiimero de transcriptos de ARNm policistronicos.'> Los promotores tempranos del VPH, los
promotores tardios y la sefial de poliadenilacion definen tres grupos virales de genes que son coordinadamente
regulados durante la diferenciacion de la célula hospedera. Los genes E6 y E7 mantienen la replicacion; E1, E2, E3,
E4, ES y E8 estan implicados en el control transcripcional y la replicacion del ADN viral, ademas de otras funciones,
mientras que los genes L1 y L2 codifican las proteinas encargadas del ensamblaje de las particulas virales." Se ha
demostrado que el segundo promotor o promotor tardio, es iniciado de una forma independiente y de este modo, es
activado solo cuando las células estdn creciendo en el tejido estratificado del hospedero. Una vez activado, el
promotor tardio dirige la transcripcion de un grupo heterogéneo de sitios de inicio que servirdn para producir un
grupo de transcriptos que facilitan la traduccién de las proteinas L1 y L2." La activacién de los promotores tardios
estd acompaiiada por la aceleracion de la replicacion viral y por los altos niveles de expresion de proteinas virales.
Cuando el promotor tardio es activado; la expresion de los genes tiene lugar con lo que se codifican las proteinas
estructurales L1 y L2 las que se unen para ensamblar la capsida y formar el virion.'
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ESTRUCTURA Y FUNCION DE LAS PROTEINAS DEL VPH

PROTEINA E6

El gen E6, de aproximadamente 450 a 500 pb, codifica una proteina de alrededor de 150 aminoacidos, con un peso
molecular de 16 a 18 kDa.'>'® Todos los virus del papiloma (VP) codifican un MAL E6 cadena abajo. La proteina E6
tiene aproximadamente 150 aminoacidos,'” y que contiene cuatro motivos CXXC que presumiblemente forman dos
regiones de unidn al zinc. Se ha demostrado que un numero de proteinas E6 de los VP enlazan el zinc a través de la
coordinacién de residuos de cisteinas.'® Cada dominio de la proteina E6 consiste en tres laminas beta (S1, S2, S3) y
dos hélices cortas (H1, H2). E6 puede dimerizarse a elevadas concentraciones de sal y proteinas y se piensa que es
monomérica en condiciones fisiologicas."

El estudio de la expresion enddgena de la proteina E6 se ha dificultado, debido a que es expresada en muy bajos
niveles y a su poca sensibilidad a los anticuerpos, no obstante, se piensa que puede ser en gran parte nuclear, aunque
algunas fracciones de E6 pueden ser encontradas en el citoplasma.® No se han reportado actividades enzimaticas para
E6, y aunque se ha demostrado que la proteina E6 de los VPH de gran riesgo (AR E6) puede enlazarse
especificamente de cuatro formas al ADN. Se cree que la mayoria de las actividades de E6 estan mediadas por
interacciones proteina-proteina,”’(Tabla 1).

La primera proteina en la que se demostro la interaccion con E6, fue una asociada a E6 (PA E6), la ubiquitina ligasa
E3.”' La funcion de las cascadas de ubiquitinas es orientar a las proteinas a la degradacion proteasomal por medio de
la adicion de multiples mondmeros de ubiquitina a la proteina destinada a ser degradada.22

Las PA E6 forman un complejo con ambas, las proteinas dianas y la proteina E6, que conduce a la ubiquitinacion de
la proteina blanco y subsecuentemente, a la degradacién mediada por el proteosoma.”® El blanco del complejo E6/E6
AP mas estudiado es el supresor de tumor p53.**

Tabla 1. Vias celulares que resultan alteradas por la interaccion de la proteina E6 con otras proteinas”

Vias Inactivacion de Modulacion de Polaridad de Bloqueo de Estabilidad Evasion
p53 la proteina G adhesion la apoptosis ~ cromosomal inmune

Proteinas de P53,E6A, p30, E6TP, Tiberina, hDIg, hScrib, P53, Bak, NFX1, p53, NFX1,

unién a E6 hADA,Gps2 Gps2 MAGTIs, TNFR, hMCM?7, p53,
MUPP1, FADD XRCCl, hMCM?7,
ERCS5S, MGMT XRCCl,
pacilina/cicina, MGMT
PTPN3

Inactivacion de p53

El supresor de tumor p53 es un factor de transcripcion sitio-especifico del ADN y uno de los coordinadores de la
seflalizacion celular, la cual es un factor clave en la célula, tras un estrés genotdxico o citotoxico.”® Normalmente pS3
se encuentra en bajos niveles y transcripcionalmente inactivo, el dafio celular desencadena un incremento en las
concentraciones de la proteina p53 y la activacion de la via post-traduccional. Una vez activado, p53 inicia las vias
para la reparacion del ADN, el ciclo celular se detiene y toma la via de apoptosis basado en el grado del dafio sobre
ADN. La importancia de p53 en la respuesta celular a agentes citotoxicos es ejemplificada por la observacion de que,
aproximadamente la mitad de los tumores malignos humanos albergan mutaciones en el gen p53. Estas mutaciones
dificultan la capacidad de p53 para desencadenar las vias apropiadas de sefializacion para reparar el dafio o
desencadenar la muerte celular cuando la reparacion del ADN es casi imposible. Ademas de los dafios genotoxicos y
citotoxicos, p53 es también activada por la sintesis incorrecta del ADN, como la inducida durante la infeccion por el
VPH.”

El principio del mecanismo por el cual los VPH AR inactivan a p53 es mediante la induccion de su degradacion a
través de la via proteosoma-ubiquitina.”® La proteina E6 de los VPH AR inducen la degradacion de p53 por la
formacion de un complejo con otra ubiquitina ligasa E3.%

En algunos ensayos, se ha demostrado que la expresion de la proteina E6 de los VPHs AR y VPH BR puede abolir la
actividad transcripcional mediada por p53. También se ha demostrado que E6 puede mediar estos efectos a través de
un numero de mecanismos, incluida la inhibicion de la uniéon de p53 al ADN, la localizacion anormal de p53 y sus
modificaciones post-traduccionales.”

PROTEINA E7

La proteina E7 tiene un peso de aproximadamente 10 kDa,” su secuencia de aminoacidos primaria presenta
semejanzas con las proteinas E1A de los adenovirus y los antigenos-T del virus SV40. La proteina E7 esta dividida en
tres regiones conservadas, denotadas de una manera analoga a las E1A de los adenovirus como: CR1, CR2 y CR3.*
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Las regiones CR2 y CR3 de E7 comparten secuencias homologas con las regiones de la proteina E1A de los
adenovirus y el antigeno-T SV40, incluido un motivo LXCXE estrictamente conservado con una gran afinidad de
unién a pRb.*!

La region CR3 de E7 contiene dos motivos CXXC que estan separados por 29 o 30 residuos y que forman un dominio
de uniodn a zinc,* el cual también esta presente en dos copias en la secuencia primaria de E6.> El principal blanco
para E7 y otras oncoproteinas en la transformacion celular es el supresor de tumor pRb. La proteina pRb representa
una familia de proteinas estrechamente relacionada, que se unen a los factores de transcripcion E2F y bloquean su
funcion de activacion transcripcional.** La fosforilacion de pRb por la quinasa dependiente de ciclina/ciclina resulta
en la disociacion del complejo pRb-E2F y la activacion transcripcional de los genes de la fase S, regulados por E2F.*
El ciclo viral del VPH esta asociado con los procesos de diferenciacion de la célula epitelial. La interaccion entre E7
y pRB determina la degradacion proteosomal y fosforilacion de pRB con la liberacion de E2F y la activacion de los
genes promotores de la proliferacion celular. La accion de E7 induce a las células a entrar en la fase S del ciclo celular
(incluyendo a las células del epitelio suprabasal) la cual asegura todos los factores necesarios para la replicacion viral.
La proteina E7 puede unirse directamente a E2F y mejorar la transcripcion mediada por este.*

E7 inhibe las funciones de p21 por la unioén directa y contribuye de este modo, a la actividad de las quinasas
dependientes de ciclina (CDK). Las quinasas dependientes de ciclina son las mas importantes en el ciclo de division
celular. La expresion de las ciclinas E y A y el regulador de subunidades de cdk2, conducen la progresion y entrada a
la fase S, las cuales estan bajo control de E2F y ambos son expresados en elevadas concentraciones en células que
expresan a E7.%

Una célula infectada por un virus, usualmente respondera con la produccion de interferones (IFN) que tienen un
efecto antitumoral y antiviral. Se ha demostrado que la proteina E7 del VPH 16 bloquea la actividad del IFN-a y el
promotor del IFN-p.*

Ademas de su papel en la proliferacion celular, E7 también regula la apoptosis.®® Algunos estudios han subrayado que
las acciones de E7 parecen ser anti-apoptéticas. Por otra parte, la sobreexpresion de E7 en los queratinocitos genitales
induce la muerte celular espontanea. La proteina E7 de los VPH AR incrementa la inestabilidad gendmica en las
células humanas primarias,” genera defectos mitoticos y aneuploidia como una consecuencia de ganancia o pérdida
de cromosomas enteros durante la mitosis, o por induccion de centrosomas supernumerarios y mitosis multipolar.***°
La E7 AR es capaz de dirigir la interaccion con modificadores de cromatinas, tales como las diacetilasas (HDAC) 1,
2,3y 8. Las HDAC estan implicadas en la regulacion de la transcripcion de diferentes genes, incluidos todos aquellos
que presentan promotores activados por el factor transcripcional E2F.*' Esta interaccion adicionalmente afecta la
expresion de los genes de la fase S. Estudios experimentales han demostrado que la mutacion L67 de la proteina E7
del VPH, determina la imposibilidad para unirse a las HDAC y de afectar la habilidad del virus para permanecer en
un estado episomal o completar los estados tardios del ciclo viral.* Al igual que la proteina E6, E7 interactiia con una
gran cantidad de proteinas celulares.’

PROTEINA E5
El gen E5 de aproximadamente 230 a 250 pb, codifica para una proteina de 90 aminoacidos con un peso molecular de
14 kDa.®® La proteina E5 del VPH 16 es hidrofobica y esta localizada en las membranas intracelulares (membrana
plasmatica, reticulo endoplasmatico, envoltura nuclear y complejo de Golgi).44 La funcién principal de la proteina E5
es acomplejarse y regular la actividad de los receptores de los factores de crecimiento, como el factor de crecimiento
epidérmico (EGFR) o el derivado de las plaquetas (PDGFR).*
Basado en las interacciones con otras proteinas, ES parece ser una débil proteina transformadora; estas interacciones
conducen a alteraciones en la actividad biologica normal y evasion de la respuesta inmune. El gen ES codifica cortos
péptidos hidrofobicos, los cuales tienen actividad mitogénica y sinérgica con el EGFR.* En las infecciones con VPH
AR, como por ejemplo, el VPH 16, el EGFR se incrementa de 2 a 5 veces en los queratinocitos humanos que
expresan ES, lo que conduce a la proliferacion celular; esto sugiere que la proteina ES del VPH 16 desempeiia un
mayor papel en la expansion de las poblaciones de queratinocitos infectados con el VPH 16 in vivo mediante el
aumento de las sefiales de crecimiento celular en células infectadas.
La oncoproteina E5 se une e inhibe la actividad de la subunidad de 16 kDa de la ATPasa vacuolar (ATPasa-V), con lo
que altera la acidificacion endosomal y la degradacién de EGFR.Y E5 puede también interactuar para alterar o
mejorar la sefializacion con otros factores de crecimiento como:
*  El receptor de endotelina (ET) acoplado a proteina G.** Esta interaccion induce la actividad mitogena de ET-
1 y conduce a la estimulacion crénica de la correspondiente a los queratinocitos;
=  El receptor del factor de crecimiento de queratinocitos/receptor del factor de crecimiento de fibroblasto 2b.

La modulacién de estos receptores es disminuida por E5, a través de la reduccion de transcriptos y

proteinas.*®

La conexina 43 interfiere con ES5, con el objetivo de inhibir las comunicaciones mediadas por la union entre
células epiteliales en la monocapa® en el cultivo;™ esto hace a las células transformadas maés insensibles a las sefiales
de control de crecimiento homeostatico desde las células normales adyacentes. Ademas, ES parece estar involucrada
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en la induccién de la fusién celular,” un critico evento en el estado temprano de los VPH asociados a cancer cervical.
Resultados experimentales corroboran el papel de E5S en el cancer cervical. Al parecer esta proteina viral incrementa
la eficiencia de la inmortalizacion de los queratinocitos inducida por los oncogenes E6 y E7.>

Durante la infeccion temprana, E5 inhibe la muerte celular programada,53 mediante diferentes mecanismos.™ La
proteina E5 del VPH 16 sensibiliza los queratinocitos humanos a la apoptosis inducida por estrés osmotico, tal vez
debido a las modificaciones de la membrana celular, causadas por estas fuertes moléculas hidrofobicas.”® El papel de
ES5 en la transformacion del VPH podria ser debido a la alteracion de las respuestas inmunes, innata y adaptativa. La
proteina E5 parece disminuir la regulacion del MHC clase I (MHC-1), mediante la alcalinizaciéon de los
compartimentos de la endomembrana > y la interaccion directa de E5 con la cadena del MHC-1.%

PROTEINA E2

El gen E2 de aproximadamente 1100 pb, codifica una proteina nuclear de 45 kDa, la que se divide en tres dominios
funcionales; el primero, en el extremo amino terminal, es el dominio de activacion E2TAD, responsable de regular la
transcripcion y la replicaciéon del ADN viral;*"** el segundo dominio es el de bisagra o dominio central, de longitud y
secuencia mas variable entre los VPs. En el VPH 11, el dominio central es importante para regular la funcion de E2
durante la transcripcion del ARNm y la replicacion viral, ademds de proporcionar estabilidad al complejo E2-ADN.
El tercer dominio, en el extremo carboxilo terminal, es de dimerizaciéon y de unidon al ADN, de aproximadamente 100
aminoacidos. La proteina E2 de todas las cepas virales tienen en comiin el hecho unirse a una secuencia de ADN
palindromica (ACCgNNNNcGGT, las letras pequefias indican los nucleoétidos preferidos; la region NNNN es llamada
espaciador), referida como el sitio de union a E2. No obstante, existen diferencias especificas en cepas virales en
cuanto a la habilidad de la proteina E2 para discriminar entre los sitios de union.”

La proteina E2 del VPH exhibe funciones complejas independientes de la transcripcion y puede modular las células
hospederas con respecto al ciclo replicativo viral. Existen resultados que sefialan que esta proteina podria estar
involucrada en la carcinogénesis temprana.”’ La proteina E2 actia como un represor de la transcripcion de los genes
E6 y E7, ademas esta involucrada en la transcripcion y replicacion viral,’" formando conjuntamente con El un
complejo con origen viral de replicacion y reclutamiento de la maquinaria replicativa del ADN celular, para facilitar
la replicaciéon del ADN viral.*? Se ha demostrado que E2 es expresada en concentraciones relativamente elevadas, en
células diferenciadas de las capas intermedias de las lesiones neoplasicas intraepiteliales cervicales. Por otra parte, su
expresion es disminuida con la progresion de lesiones y estd ausente en la mayoria de los tumores in situ, siendo
inversamente correlacionada con la expresion de E7.° E2 es una proteina inestable expresada tanto en nicleo como
en el citoplasma de la célula infectada, y es degradada a través de los proteosomas.”

PROTEINA E1

El gen E1 es el mas grande y uno de los mas conservados de los PVs, de aproximadamente 2 Kb, el cual codifica una
proteina E1 con un peso molecular de alrededor de 67,5 kDa para el VPH 47 y 76.2 kDa para VPH 10. La proteina se
divide en tres regiones: un dominio amino terminal, que se sospecha regula las actividades de El residentes en la
region C-terminal, una regidon espaciadora de longitud variable y una region carboxilo terminal mas grande,
relacionada con la funciéon de las ATPasas y helicasas. E1 es una helicasa hexamérica dependiente de ATP, que
participa en la replicacion del ADN viral. Estas funciones de ATPasa y de helicasa hacen de esta proteina viral la
Ginica con actividad enzimatica y se hallan codificadas en el domino carboxilo terminal.***> No obstante se han
reportado otras interacciones de la proteina E1 con otras proteinas celulares como: la ADN polimerasa-a, Histona HI,
RPA, Inil/hSNF5, chaperonas Hsp40 y Hsp70.°

Interaccion E1-E2

La interaccion entre E1 y E2 es un componente esencial de la capacidad de E1 para estimular la replicacion. Esta
interaccion parece involucrar por lo menos dos regiones de El, la cual puede unirse independientemente al dominio
de activacion N-terminal de la proteina E2.° Las mutaciones en cualquiera de las dos regiones de E1, interrumpen sus
respectivas interacciones con E2, causando un mal funcionamiento durante la replicacion in vivo.*’

El se une al origen de replicacion, a una secuencia palindromica de 18 pb rica en A y T que se halla en la region
LCR, formando hexameros y dobles hexdmeros. El hexdmero rodea al ADN de modo que el sustrato pasa a través del
centro del anillo hexamerico.®*®> La unién de El al sitio de origen causa una curvatura, critica para el correcto
ensamblaje del complejo de iniciacion y para las primeras etapas del desenrrollamiento de la doble hélice.®® El
interacciona directamente con la ADN polimerasa o, mientras que esta necesita las proteinas de replicacion A, que
estabilizan la cadena sencilla del duplex abierto y las topoisomerasas [ y II y los cofactores PCNA y RFC (factor de
replicacion C) para que se lleve a cabo la replicacion.

La unién de E1 a su sitio en la region LCR depende a su vez, de su acomplejamiento con la proteina viral E2, la cual
aumenta la especificidad de E1 por su secuencia, asi como su capacidad para desenrollar la doble hélice. Las
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interacciones E2-E1 hacen que E2 atraiga otras moléculas de E1 a un complejo inicial E2-E1-ADN. Conforme se
ensamblan oligomeros mas grandes de E1 y E2 este es finalmente desplazado mediante una reaccion dependiente de
ATP.’™*® E2 también actia como un complejo represor de la transcripcion que inhibe la expresion de la oncoproteina
viral E6 ® en los queratinocitos,”” la cual a su vez, regula la transcripcion de los genes diana de p53.% La proteina E2
desempeia también un papel importante en la segregacion del genoma viral durante la division celular al fusionar el
genoma viral al cromosoma mitético.”!

PROTEINA E4

La secuencia que codifica para la proteina E4, es de aproximadamente 260 pb, la cual esta contenida dentro del marco
de lectura de E2. La proteina E4 tiene un peso molecular de alrededor de 10 a 44 kDa; es expresa a partir de un
ARNm procesado (E1"E4) de manera abundante durante las etapas tardias del ciclo viral y la replicacion vegetativa
del ADN viral.”»” La expresion de E4 precede la sintesis de las proteinas estructurales del virus y el ensamblaje de
las particulas virales. La proteina E4 se localiza asociada con los filamentos intermedios de queratina, los cuales
afectan la estabilidad mecénica de la red de queratina, lo que puede facilitar la liberacion de los viriones.”

La expresion de E4 estd en gran medida restringida al citoplasma de la célula del epitelio suprabasal,” pero también
se ha encontrado de manera difusa en regiones perinucleares. E1"E4 de VPH 16 causa arresto en la fase G2 del ciclo
celular cuando se expresa en células HelLa y SiHa. Esto sugiere un papel antagénico con la proliferacion celular
inducida por E7 durante la etapa productiva de la infeccion, asi como el requerimiento de E1*E4 y E2 para inhibir la
division celular durante el ciclo viral.”

E4 puede expresarse conjuntamente con E1 y E2 durante la infeccion. El hecho de que ambas proteinas, E2 y E4,
pueden inhibir el ciclo celular, sugiere que cooperan durante el ciclo viral. La expresion elevada de E2 y E4 en un
cultivo de células epiteliales provoca la acumulacion de E2 en el citoplasma y la co-localizacion de esta con E4. El
incremento de E4 afecta la transcripcion mediada por E2, dependiendo de las concentraciones relativas de ambas
proteinas. Se ha demostrado que E4 regula los niveles de la proteina nuclear E2 para facilitar la amplificacion del
genoma viral y la expresion de proteinas tempranas.’’

PROTEINA E8 * E2

El marco abierto de lectura de E2 da lugar a multiples productos génicos mediante la alternativa del empalme de
ARN. Las células infectadas con los VPH 1, VPH 11, VPH 16, VPH 31 y VPH 33 expresan un transcripto E§"E2C
de aproximadamente 20 kDa,” en el cual un pequeio dominio de E8 es fusionado al dominio C-terminal de E2
(E2C).” La inactivacion de E2 en el genoma del VPH 16 incrementa la transcripcion de los genes E6 y E7.% La
mutacion del gen E8”E2C en los genomas virales de VPH 31 y VPH 16 incrementan el niimero de copias de los
transcriptos E6 y E7, lo que sugiere que la represion transcripcional por E8"E2C desempefia un papel importante en
la replicacion viral.*' El dominio E2C de E8"E2C compartido con E2 es el responsable del reconocimiento de la
secuencia eg;zaeciﬁca de los sitios ACCNNNNNNGGT del ADN, asi como la homo y heterodimerizacion de la
proteina E2.

PROTEINA L2

La proteina L2 es el componente secundario de la capsida con un peso molecular aproximado de 75 kDa.'* Estudios
de reconstruccidn en tres dimensiones muestran una estequiometria 30:1 en la composicion de L1:L2, ubicando las
unidades L2 en el espacio conico central de los capsomeros pentavalentes.*** Estudios realizados con el genotipo del
VPH 11 muestran que la interaccion entre L1 y L2 es de tipo hidrofobico y que en ella participan las prolinas de las
posiciones 413 y 419 de L2. La proteina L2 tiene dos funciones importantes en la infectividad del virus. Por un lado,
participa en el proceso de encapsidacion,” mediante el reclutamiento de pentameros de L1 y del genoma viral.*
Especificamente, L2 se une al ADN viral a través de aminoacidos cargados positivamente en los extremos amino y
carboxilo.” Dicha biomolécula esta ubicada en la region mas interna de la capside, sin embargo, un pequefio segmento
de esta proteina, se encuentra expuesto en la superficie, el cual puede inducir la neutralizacion de anticuerpos anti-L2.
Estos anticuerpos son menos potentes que los anti-L1,* pero parecen mostrar alguna reactividad cruzada para los
tipos heter6logos del VPH.® Por otra parte, se ha demostrado en condiciones in vitro que los anticuerpos dirigidos
contra los epitopes de la proteina L2 son capaces de bloquear la infectividad del virus, aunque estos anticuerpos no
necesariamente reconocen aminoacidos implicados en la entrada del virus a la célula huésped, lo que permite concluir
que la proteina L2 participa en el proceso de adhesion celular como un ligando secundario. En este sentido, los
residuos de los aminodcidos del 13 al 31 y del 108 al 126 en L2 desempefian un papel importante en la interaccion
ligando-receptor.™

PROTEINA L1

L1 es la principal proteina estructural de la capside debido a su participacion en la entrada del virus a la célula
hospedera™® y ademas, induce una respuesta inmune protectora. En la estructura tridimensional de esta proteina se
distinguen tres regiones bien definidas: el nicleo y los extremos amino y carboxilo.” La proteina L1 tiene un peso
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molecular aproximado de 57 kDa y estda compuesta por 504 aminoacidos. El extremo amino lo componen los
primeros 19 aminoacidos que estan marcadamente conservados entre los diferentes genotipos, lo que sugiere que
cumplen un papel fundamental en el ensamblaje de la particula viral.¥

En la region central o el nucleo de la proteina se encuentran ubicados los aminoéacidos del 20 al 382 cuya estructura
tiene forma de barril compuesto por 11 laminas B plegadas (B-B1, 3-B2, 3-C, 3-D, B-E, B-F, 3-G1, 8- G2, 8-H1, B-H2,
3-1) las cuales estan conectadas entre si por los lazos o bucles B-C, C-D, D-E, E-F, F-G, H-I que estan expuestos en la
superficie del capsdmero. Entre los lazos F-G y H-1 y las laminas B-F y B-G1 respectivamente, se establecen puentes
de hidrogeno que mantienen los mondmeros de L1 juntos y confieren estabilidad a la estructura terciaria del barril.’
Los aminoacidos del 383 al 504 estan en el extremo carboxilo y en ¢l se ubican 4 de las cinco hélices a (h2, h3, h4 y
h5) que tiene esta proteina. La hélice ahl interacciona con las laminas B-E y B-F en la parte central o nucleo de la
proteina. Las hélices ah4 y ah5, albergan la lamina B-J y esta ancla el brazo C-terminal a la region terminal central o
nucleo de la proteina. El brazo C-terminal es muy flexible gracias a que las posiciones de la 403 a la 413 son ricas en
glicinas y prolinas. Se ha postulado que este segmento actia como una bisagra que facilita los reordenamientos
espaciales que debe hacer el extremo carboxilo para asegurar la estabilidad de la capside viral.” El extremo carboxilo,
también es importante para mantener la integridad de L1, ya que cuando se introducen mutaciones en este extremo, la
capside es mas susceptible a la digestion proteolitica por tripsina.’’

El conocimiento acerca de la estructura de la proteina L1 es importante porque permite determinar las regiones
expuestas en la superficie de esta proteina, lo cual tiene implicaciones en la ubicacion de epitopes neutralizantes que
pueden ser determinantes importantes para la protecciéon inmune mediada por anticuerpos, lo que constituye una
informacion esencial para el desarrollo e implementacion de futuras vacunas profilacticas. Mucho del conocimiento
acumulado acerca de la capside del VPH 16, se logréo mediante el uso de anticuerpos monoclonales y la construccion
de particulas semejantes a virus (VLP, del inglés virus-like particles) hibridas (intercambio de aminoacidos de la
proteina L1 provenientes del VPH 16 y de otros genotipos en el esqueleto de la proteina L1, tales como VPH 52,
VPH 31, los virus del papiloma bovino y de conejo).*® La creaciéon de estas quimeras o hibridos ha sido posible
gracias a que las capsides del VPH de estos PVs muestran una gran similitud estructural, aunque la semejanza de sus
secuencias de aminoacidos es solo del 50 %.*” La secuencia de aminoacidos de la proteina L1 presenta regiones
conservadas e hipervariables. Estas tltimas estan preferentemente ubicadas en zonas expuestas en la superficie del
capsomero. Estas regiones variables son las que conforman los bucles o asas B-C, D-E, F-G y H-1.”*%

De manera general, las caracteristicas estructurales y funcionales de las proteinas codificadas por el VPH son
aprovechadas en el diseflo de vacunas profilacticas y terapéuticas.”’”> No obstante, solo dos de las vacunas
gsroﬁlécticas, actualmente en el mercado (Gardasil® y Cervarix” ) han podido ser aprobadas para su uso en humanos.”*

PARTICULAS SEMEJANTES A VIRUS Y DESARROLLO DE VACUNAS

El punto de partida de las metodologias en el desarrollo de vacunas profilacticas para el VPH, lo constituy6 el
descubrimiento de que la proteina L1 de los PV podia autoensamblarse en una VLP, la cual es estructuralmente y
antigénicamente muy similar a los viriones auténticos. Este hallazgo fue primeramente demostrado en el virus del
papiloma bovino tipo 1, y mas tarde, fue confirmado para las VLP de los VPH. Las VLPs han sido generadas en una
variedad de cultivos celulares, que incluyen a los mamiferos, insectos, levaduras e incluso a las bacterias.”®

El uso de las VLP obtenidas por via recombinante, como inmundgenos o vacunas se ha incrementado exitosamente en
los recientes afios. La mayoria de las vacunas contra las enfermedades virales se han basado en cepas de virus
atenuados y en la inactivacion de virus infecciosos. El autoemsamblaje de las proteinas recombinantes de capside
viral y los correspondientes capsomeros en capsides vacias, es una estrategia prometedora para la produccion y disefio
de vacunas contemporaneas. Las VLP pueden provocar una respuesta inmune protectora que imita la respuesta
auténtica inducida por los epitopes de los viriones.”’

En la actualidad, existen dos vacunas profilacticas contra el VPH en el mercado; producidas y comercializadas de
forma independiente por dos compaiifas: Cervarix®, de GlaxoSmithKline (GSK), y Gardasil®, de Merck, Sharp and
Dohme (MSD) a través de su asociacion con Sanofi Pasteur. Ambas estan basadas en VLP preparadas a partir de la
proteina L1 obtenida mediante sistemas de expresion in vitro. MSD ha optado por la utilizacion de un vector de
expresion basado en Saccaromyces pombe mientras que GSK utiliza baculovirus/Tricoplusia ni. La vacuna Cervarix®
incluye VLP de las proteinas L1 de VPH 16 y VPHI8, mientras que Gardasil® utiliza, ademas de VLP de las L1 de
los tipos mencionados, VLP de los tipos de bajo riesgo mas frecuentemente asociados a verrugas genitales: VPH 6 y
VPH 11. La vacuna Gardasil® incluye un adyuvante tradicional basado en el aluminio que proporciona un resultado
adecuado entre tolerancia y eficacia.” Por el contrario, Cervarix” utiliza un adyuvante relativamente novedoso (AS0,)
con el objetivo de potenciar una proteccion sostenida mediante titulos elevados de anticuerpos a las vez que se induce
la inmunidad celular. En ambos casos, se obtiene proteccion contra las neoplasias cervicales y, en el caso de la vacuna
tetravalente, también contra los condilomas.”®

No obstante, estas vacunas basadas en VLP tienen un costo econdémico elevado, e incluyen solo dos de los 15 tipos
virales oncogénicos. Los retos para el disefio de futuras vacunas contra los VPH deberan estar centrados en: ampliar
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la cobertura de las vacunas de manera que no solo sean efectivas contra los VPH 16 y VPH 18, sino que también
incluyan otros inmunogenos que permitan combatir otros tipos virales oncogénicos; deben ser capaces de inducir una
proteccion a largo plazo (décadas) asi como mantener el casi 100 % de la eficacia de las vacunas actuales; deben ser
baratas; termoestables y preferiblemente suministradas por métodos no inyectables.”

CONCLUSIONES

La biologia molecular del VPH es interesante y compleja. Aunque se ha dificultado el estudio de las interacciones de
las proteinas del VPH con las proteinas de la célula hospedera, existen algunos avances en la comprension de la
interaccion virus-célula, asi como en la transcripcion, replicacion y ensamblaje viral. Durante la infeccion por el
VPH; las proteinas virales desempefian multiples roles mediante disimiles interacciones con una gran cantidad de
proteinas celulares, donde estas proteinas virales median fundamentalmente la interferencia de algunas vias de
sefializacion celular con el fin de crear un ambiente favorable para la replicacion viral y la neutralizacion de algunos
mecanismos clave del control celular, que son activados para forzar a la célula a recomenzar su ciclo de sintesis de
ADN celular. Las vacunas profilacticas, Cervarix” y Gardasil® constituyen actualmente dos de las alternativas mas
seguras para la prevencion del desarrollo de enfermedades oncogénicas, producidas por el VPH. No obstante, estas
dos vacunas presentan un elevado costo, ademas de que solo incluyen en su formulacion dos de los tipos virales
oncogeénicos, lo cual pudiera contribuir con la invariabilidad de los indices promedios de muertes humanas por afio en
todo el mundo, provocadas por las enfermedades producidas por el VPH.
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