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Vacunas terapeéuticas recombinantes
contra el cancer del cuello uterino

Jaime Berumen, M.C., Dr. Sc.,(" Nicolas Villegas, Q.P, Dr. Sc.()

Berumen }, Villegas N.

Vacunas terapéuticas recombinantes
contra el cancer del cuello uterino.

Salud Publica Mex 1997;39:288-297.

Resumen

Durante el desarrollo del cancer cervicouterino se inducen
mecanismos para evadir el sistema inmune, como son la
disminucion de la expresion de moléculas de antigeno ma-
yor de histocompatibilidad | y la secrecién de citocinas por
las células tumorales. Como consecuencia de ello, la es-
timulacion de linfocitos T citotoxicos (LTC) y cooperado-
res (TC), de células asesinas naturales (AN) y macrofagos
es muy deficiente. Para inducir una respuesta inmune efec-
tiva contra el tumor, se requiere la estimulacion simultanea
de multiples componentes del sistema inmune: por via sis-
témica la estimulacion de LTC y TC contra epitopos del
virus del papiloma humano, y en un nivel local, la inducciéon
de la secrecion de citocinas por el tumor, para aumentar el
procesamiento y la presentacion de blancos tumorales, asi
como la estimulacion de los linfocitos, AN y macroéfagos
que infiltran el tumor.

Palabras clave: neoplasmas del cuello uterino; vacunas sin-
téticas/uso terapéutico; papillomavirus humano; revision
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Abstract

Several mechanisms to evade the immune system are in-
duced during cervical cancer development, including the
decrease of expression of class | HLA molecules and se-
cretion of specific cytokines by tumoral cells. Consequently,
the stimulation of cytotoxic (CTL) and helper (TH) T lym-
phocytes, as well as the natural killer (NK) cells and mac-
rophages is very poor. The induction of immune response
against tumors needs the stimulation of multiple compo-
nents of the immune system: systemic stimulation of CTL
and TH against Human Papilloma Virus epitopes and direct-
ly in the tumor the secretion of specific cytokines to in-
crease the antigen processing and presentation of tumoral
targets, and the stimulation of lymphocyte, NK cells and
macrophages that infiltrate tumors.

Key words: cervix neoplasms; vaccines, synthetic/therapeutic
use; papillomavirus, human; review

s indudable que la deteccion, el diagnéstico y la
E erradicacion de las lesiones precursoras previenen
el desarrollo del cancer invasor, por lo que es necesaria
la realizacion de campafias masivas para detectar el
padecimiento en etapas iniciales. Sin embargo, los
resultados de una buena campafia de deteccion opor-
tuna se obtienen a largo plazo, de modo que en los
paises en vias de desarrollo el cancer invasor seguira
siendo un problema importante por muchos afios.
Una estrategia diferente y que se puede sumar a los
esfuerzos de la lucha contra esta enfermedad es invertir

en el desarrollo de vacunas terapéuticas construidas
con la tecnologia del &cido desoxirribonucleico (ADN)
recombinante, dirigidas a estimular el sistema inmune
de la enferma, contra blancos de las células tumorales.

El cancer del cuello uterino es una enfermedad
asociada a muchos factores etioldgicos, pero quiza los
mas importantes son el virus del papiloma humano
(VPH) y la acumulacion de multiples defectos del sis-
tema inmune en el sitio del tumor.

Actualmente se conocen mas de 80 tipos virales
genéticamente diferentes, y s6lo algunos de ellos estan
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asociados al cancer genital, en especial los tipos VPH
16y 18. En México, en 90% de los carcinomas cervicales
se detecta algun tipo viral: el VPH 16 se encuentra en
50% de los casos; el VPH 18, en el 15%; el VPH 31,33y
35, en conjunto, en el 12%; y otros tipos virales, en el
porcentaje restante.2** Mufioz y Wheeler presentan una
amplia informacion sobre la asociacion del VPH vy el
cancer genital.*®

Papel del sistema inmune en las
infecciones genitales por el VPH y el
cancer cervicouterino

Hay evidencias importantes que indican que el siste-
ma inmune esta involucrado en la infeccién primaria
y en la progresion maligna de las lesiones por el VPH,
en especial la respuesta inmune mediada por células.
Por ejemplo, las verrugas y las neoplasias asociadas al
VPH ocurren con mayor frecuencia en la poblacion
con depresion de la inmunidad celular, en pacientes
receptores de transplantes de érganos, con terapia
inmunosupresora, pacientes con SIDA o mujeres em-
barazadas.® En estos pacientes, las verrugas desa-
parecen frecuentemente cuando la inmunosupresion
disminuye o es eliminada. Sin embargo, la mayoria de
los pacientes con alguna lesion neoplésica asociada al
VPH no tiene deprimido el sistema inmunol6gico en
un nivel sistémico y, mas bien, se encuentran alte-
raciones en un nivel local, inducidas por el VPH y
otros eventos en el tumor. En las etapas previas al can-
cer invasor, como son el condiloma acuminado y las
neoplasias preinvasoras (neoplasia intraepitelial cer-
vical-NIC), el sistema inmunoldgico aln es capaz de
combatir y promover la regresién o mantener al tumor
localizado. Por ejemplo, durante la regresion de las ve-
rrugas genitales se presentan infiltrados locales muy
importantes de células mononucleares, incluyendo
linfocitos T citotoxicos (LTC), células asesinas naturales
(AN) y macrofagos que invaden la epidermis y des-
truyen las células neoplasicas.”® Durante la evolucion
del tumor, las células tumorales adquieren nuevas le-
siones genéticas que les confieren ventajas selectivas,
para evadir cada vez un mayor nimero de mecanismos
de control del sistema inmune, hasta que éste se hace
ineficiente para combatir el tumor.

Respuesta inmune humoral

Las infecciones virales son primariamente intracelu-
lares, y los antigenos virales escapan al alcance de los

* Berumen y colaboradores, datos no publicados.

anticuerpos. La respuesta humoral es importante sélo
para infecciones virales productivas, en las que las par-
ticulas virales salen al espacio extracelular por exo-
citosis o durante la lisis celular por efecto del propio
virus o las células citotoxicas del paciente. En el espa-
cio extracelular las particulas virales son atrapadas por
linfocitos B con receptores (anticuerpos de membra-
na), especificos para algunos epitopos de las proteinas
virales. Una vez en el receptor, el antigeno es interna-
lizado por endocitosis y digerido en el lisosoma para
producir pequefios péptidos que se unen a moléculas
de clase IlI, del complejo principal de histocompa-
tibilidad (AHL I1). Posteriormente, los péptidos son
presentados en la superficie celular para ser recono-
cidos por linfocitos T cooperadores CD4+ (Tc2). Una
vez activados, los linfocitos Tc2 estimulan a los linfo-
citos B para producir anticuerpos neutralizantes contra
las particulas virales, los cuales juegan un papel muy
importante para evitar la diseminacion de la infeccion.
Las moléculas AHL Il estan presentes en células del
sistema inmune: linfocitos B, linfocitos T activados y
células profesionales presentadoras de antigenos (CPA)
y algunas células epiteliales especializadas; se compo-
nen de dos cadenas, a y R, ambas codificadas en los
loci AHL-DR, -DQ o -DP. El amplio polimorfismo que
presentan estd concentrado en la region de union de
los péptidos, lo cual permite que los diversos alelos
reconozcan péptidos diferentes y, con ello, estén aso-
ciados a respuestas inmunes diferentes.

En las infecciones no productivas, como serian los
casos de los NIC de alto grado (NIC-AG) y el cancer
invasor, solamente se producen proteinas tempranas
del virus y no proteinas tardias, por lo que las particu-
las virales no se presentan en el espacio extracelular, y
no se esperaria una respuesta humoral contra los anti-
genos virales. Sin embargo, en el suero de las pacientes
con cancer cervical frecuentemente se encuentran an-
ticuerpos contra la proteina E7 del VPH 16 o el VPH
18.91 Igualmente, se han detectado anticuerpos contra
las proteinas E2 del VPH 16 y del VPH 18,112 E4,1314 y
E6 del VPH 16.1°* Ademas, se ha encontrado que los
titulos de anticuerpos contra las proteinas E2, E6 y E7
aumentan con el estadio clinico y varian de acuerdo
con la manera en que es tratada la enfermedad.*®*
No se sabe cOmo se genera esta respuesta humoral, pero
quiza durante la lisis de células cancerosas por lin-
focitos T citotoxicos, salgan antigenos virales al espacio
extracelular. Por otra parte, no se conoce cual es el papel
de la respuesta inmune humoral en los tumores in-
vasores, es decir si juega un papel en contra del tumor,
quizé en colaboracién con las células AN y los ma-
créfagos, o si solamente se presenta como un efecto
secundario asociado al desarrollo de la enfermedad.
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De cualquier manera, estos datos sugieren que esas pro-
tefnas virales son inmunogénicas y que pueden repre-
sentar blancos para el sistema inmunoldgico.

Respuesta inmune celular

En larespuesta celular participan, por un lado, compo-
nentes del sistema inmune y, por otro, las células blanco
infectadas por el virus que tratan de evadir el sistema
inmune. De éste Gltimo los LTC, linfocitos coopera-
dores (TC), células AN, macrdfagos, CPA 'y las citoci-
nas producidos por esas células. De las células blanco
participan las moléculas del complejo AHL, otras mo-
léculas coestimuladoras en la superficie de la mem-
brana y citocinas secretadas por ellas mismas.

Respuesta inmune efectiva contra células infectadas
por el VPH

En las etapas iniciales de la enfermedad, la respuesta
inmune es aln efectiva porque las células infectadas
por el VPH expresan todavia las moléculas de clase |
del AHL. Las moléculas de clase | son proteinas de
membrana involucradas en la presentacion antigénica
y juegan un papel importante en la respuesta inmune
antitumoral.*® Estas moléculas se expresan en todas las
células nucleadas y se componen de una cadena pesada
polimorfica y la B,-microglobulina. De la cadena pe-
sada existen los tipos A, B y C, cada una de ellas con
multiples subtipos (alelos) en la poblacién. Las mo-
léculas AHL I, exponen péptidos virales en la superficie
celular, permitiendo que las células infectadas sean
reconocidas como blancos por los LTC (CD8+), los cua-
les a su vez son llamados de los capilares vasculares
por citocinas secretadas por las células infectadas.

En los queratinocitos infectados, las proteinas vi-
rales se encuentran en el citosol mezcladas con las
proteinas celulares, y ambas son degradadas en los pro-
teosomas, de modo que se producen pequefios oli-
gopéptidos de 8 a 11 aminodacidos, que posteriormente
son transportados al reticulo endoplasmico rugoso por
las proteinas transportadoras PTAL y PTA2. Ahi se
unen a las moléculas AHL ( complejo mayor de histo-
compatibilidad -CMH- en ratones), de clase | para ser
transportados a lamembrana celular y ser presentados
a los LTC, los cuales reconocen el complejo CMHI-
péptido viral por medio del receptor de células T (RCT)
especifico para cada epitopo. La participacion de los
linfocitos Tcl en la activacion de los LTC y otras cé-
lulas inflamatorias es muy importante: secretan inter-
leucina IL-2, que activa a los LTC, e interferén gamma
(INF-y), que activa a los macréfagos. Los linfocitos Tcl
pueden ser activados por las citocinas liberadas (IL-1)
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por las células infectadas por el VPH o por células
CPA que presentan péptidos virales en el contexto de
moléculas de clase | y II. Las células de Langerhans
(CD1+), con sus prolongaciones dendriticas tipicas
son las APC més potentes dentro del tejido epitelial y
se presentan en los dos tercios inferiores del epitelio
estratificado del cérvix normal. La activacion de LTC
y TC requiere también la interaccion de moléculas ac-
cesorias coestimuladoras entre las células T y las CPA
o las células epiteliales. Por ejemplo, la molécula de
adhesion intracelular tipo 1 (MAIC-1), el antigeno
de funcién de linfocitos tipo 3 (AFL-3) y el CD80
(B7) de las CPA interacttian con las moléculas AFL-1,
CD2 y CD28, respectivamente, de las células T. La
presentacion de antigenos en la ausencia de estas mo-
Iéculas coestimuladoras puede inducir anergia, con una
fallaenlainduccion de la proliferacion y diferenciacion
de las células T, lo que resulta en una tolerancia al es-
timulo antigénico.*®

Ademas, la generacion de una respuesta inmune
efectiva depende de la secrecion de citocinas especificas
que recluten y activen células inmunes en el sitio de la
infeccion. Los queratinocitos humanos secretan cons-
titutivamente muchas citocinas en cultivos celulares.?%
Unade esas linfocinas es la interleucina 1 (IL-1), la cual
induce una amplia variedad de reacciones inflamato-
rias e inmunoldgicas, tal como la produccion de IL-2
por las células TC. Los mismos queratinocitos son auto-
estimulados por la IL-1 para proliferar,? sintetizar y
secretar otras linfocinas incluyendo IL-6,2* IL-8, el factor
estimulante de colonias de macréfagos y granulocitos
(FEC-GM), y el factor de necrosis tumoral (FNT-0).
Cada una de estas moléculas promueve reacciones in-
flamatorias o inmunolégicas por mecanismos espe-
cificos. EI FNT-a y la IL-1 ejercen, ademas, una accion
antiviral por medio de la represion de la expresion de
los genes virales.

Una vez activados, los LTC proliferan, se dife-
rencian y participan en la lisis de las células blanco por
tres caminos diferentes: a) secretan perforinas y otras
proteinas que perforan la membrana celular; b) liberan
sustancias que inducen la muerte celular programada
(apoptosis), y ¢) liberan citocinas como el INF-y, el FNT
y la leucorregulina (LR) que limitan la actividad viral
dentro de las células y atraen macrofagos y otros fa-
gocitos que pueden destruir a la célula. EI INF-yy la
LR inhiben la expresion de los genes virales y estimulan
la expresion de las moléculas de clase | del complejo
AHL en los queratinocitos humanos, lo que permite
una mejor presentacion de los antigenos virales y con
ello una respuesta inmune aumentada.?® La LR tam-
bién aumenta la transcripcion de las moléculas del
CMH vy la sensibilidad de las células epiteliales cervi-
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cales inmortalizadas con el VPH16 para ser destruidas
por las células AN activadas por linfocinas LAK. %

Es probable que los macréfagos y las células AN
representen uno de los primeros mecanismos celulares
para eliminar y controlar células tumorales infecta-
das por el VPH. Las células AN pueden, espontanea-
mente, matar in vitro células infectadas por el virus y
células tumorales sin previa sensibilizacion,®* por un
proceso llamado muerte natural.* Las células AN y los
linfocitos citotoxicos CD8+, restringidos estos Ulti-
mos a moléculas CMH clase 1, lisan sus blancos celu-
lares por mecanismos similares pero por estimulos
distintos;* mientras que las moléculas CMH clase | en
la célula blanco son importantes en la presentacion del
antigeno para los LTC, su presencia inhibe el efecto
citotoxico de las células AN. Por el contrario, la acti-
vidad citotoxica de las AN se presenta cuando la célula
blanco ha perdido la expresion de moléculas CMH
clase I. Hay evidencias que sugieren que las molé-
culas CMH clase Il también afectan la citotoxicidad de
las células AN. Es bien conocido que la expresion de
moléculas CMH clase Il puede ser aumentada por
efecto de INF-y en una variedad de células, y el tra-
tamiento de células blanco con esta citocina incrementa
su resistencia a la lisis por células AN; la susceptibili-
dad puede ser recuperada con el tratamiento con an-
ticuerpos dirigidos para moléculas CMH clase 1l. Sin
embargo, el mecanismo por el cual estas moléculas
regulan la actividad de las células AN no ha sido de-
finido.** Los macrofagos son importantes mediadores
celulares potenciales de lainmunidad anti-tumoral. Por
ejemplo, se ha demostrado que las células NIH-3T3
transfectadas con el oncogén E7 del VPH 16 muestran
una susceptibilidad a la citélisis por macréfagos mu-
rinos activados,®* los cuales efecttian su accion des-
tructora por contacto directo con la célula blanco.
Quiza éste sea uno de los mecanismos por los cuales el
INF-y ejerce su accion sobre las células tumorales, ya
que es el factor activador de macrofagos mas potente
que se conace.

Respuesta inmune deficiente contra células tumorales
infectadas por el VPH

Laineficiencia del sistema inmune para combatir el tu-
mor puede estar asociada a multiples fallas de los com-
ponentes del sistema inmune o de las células blanco,
las cuales se van acumulando durante la evolucién
de la enfermedad. En los pacientes no inmunodefi-
cientes, las alteraciones locales del sistema inmune
son inducidas, inicialmente por el VPH vy las células
tumorales. Las células blanco en etapas avanzadas uti-
lizan cuando menos tres caminos diferentes para eva-

dir la respuesta inmune: a) la modulacion de la expre-
sién de moléculas del CMH; b) la modulacién de otras
moléculas de unidén en la superficie celular, y c) lamo-
dulacion de la secrecion de citocinas celulares. Estos
cambios inducen una deplecion localizada de célu-
las inmunocompetentes y una disminucion de su capa-
cidad de respuesta a las linfocinas reguladoras, lo cual
pudiera contribuir a la progresion tumoral de las NIC
avanzadas.

Moléculas del complejo principal de histocompatibilidad. La
expresion de moléculas de clase | o la beta-2 microglo-
bulina en los queratinocitos cervicales esta disminui-
da ligeramente en los condilomas,® importantemente
en las lesiones premalignas y es muy heterogénea o
esta ausente en 75% de los carcinomas invasores.®*%
La disminucion de la expresion de las moléculas de
clase 1 ocurre en un nivel postranscripcional directa-
mente* o por la pérdida de la proteina transportadora
PTA-1, la cual es esencial para el transporte de los
péptidos inmunogénicos hacia el reticulo endoplas-
mico.* La disminucién de las moléculas CMH clase |
en la superficie celular es un mecanismo de escape
por el cual el VPH evita ser reconocido por los LTC.
Un mecanismo alternativo para evadir la presentacion
por moléculas AHL | es la adquisicion de mutaciones
en los epitopos restringidos a LTC, como es el caso de
una variante de la proteina E6, que no es reconocida
por los LTC de individuos con el alelo AHL-B7+.4
La expresién de las moléculas CMH clase Il normal-
mente esta restringida a células inmunocompetentes
y células APC. Sin embargo, estas moléculas se expre-
san de manera focal o uniforme en los queratinocitos
cervicales, en 50% de las NIC de alto grado®y en 87%
de los canceres cervicales.®** No se conoce la influen-
ciadelasmoléculas de clase Il en la evolucion de las le-
siones, pero en todo caso los queratinocitos que las
expresan podrian interactuar con linfocitos TC o inhi-
bir la actividad de células AN. Por otra parte, se ha
encontrado correlacion entre algunos alelos de mo-
léculas de clase Iy el cancer cervical. Por ejemplo, las
mujeres con el alelo AHL-DQws3 tienen un riesgo
mayor de desarrollar cancer del cérvix®*y los pa-
cientes trasplantados de rifion con el alelo AHL-DR7,
para desarrollar cancer de piel asociado al VPH 8.4

Citocinas producidas por los queratinocitos cervicales neo-
plasicos. En forma similar a los queratinocitos normales,
en la linea celular no tumorigénica SK-v derivada de
una NICy que contiene el VPH 16, se expresan y secre-
tan constitutivamente la IL-6 y el FNT-a. Este Gltimo
ejerce en forma autécrina un efecto antiproliferati-
vo, el cual al parecer se debe a la represion de la expre-
sion de los oncogenes virales.*42* Igualmente, el factor
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de crecimiento transformante beta (FCT-R), que es muy
parecido funcionalmente al FNT-a, también se expre-
sa en los queratinocitos humanos e inhibe en forma
autdcrina su crecimiento.”® En contraste, los querati-
nocitos cervicales inmortalizados con el VPH 16 o el
18y las lineas celulares derivadas de carcinomas cervi-
cales presentan una expresion disminuida de citoci-
nas®y no responden a la inhibicion del ICT-R.4%° Estos
datos sugieren que la secrecion continua de citocinas
por los queratinocitos cervicales es parte de un meca-
nismo de inmunoproteccion, y la produccion de IL-6 y
el FNT-a en las células infectadas por el VPH 16 pu-
diera representar un mecanismo de autocontrol para
prevenir el crecimiento neoplasico. Por otra parte, en
un estudio realizado en México se encontr6 que en la
mayoria de los canceres del cuello uterino explorados,
habia transcritos (por RT-PCR) y que la proteina (por
inmonohistoquimica) de la interleucina IL-10 estaba
presente en las células tumorales.* Esto sugiere que la
respuesta celular tipo Tcl puede estar inhibida, lo cual
facilita el desarrollo del tumor.

Linfocitos T citotoxicos. Las lesiones benignas, prema-
lignas y malignas inducidas por el VPH estan infil-
tradas con linfocitos T principalmente CD8+.5* Sin
embargo, hay evidencias que indican que estos linfo-
citos estdn muy poco activados. Por ejemplo, en estu-
dios realizados con inmunohistoquimica, se observa
que los tejidos de tumores cervicales tienen muy pocos
linfocitos T con receptores para IL-2. Ademas, los lin-
focitos infiltrantes se caracterizan por la pérdida de la
expresion de lagranzimay, en ensayos de citotoxicidad
in vitro, son sélo activos después de la generacion de
clonas de células TS5 Estos datos sugieren fuerte-
mente que los LTC no han sido activados adecuada-
mente contra antigenos especificos del tumor.

Células de Langerhans. La densidad de las células de
Langerhans esta muy reducida en los condilomas y las
NICs, especialmente en las de alto grado.®** Ademas,
se distribuyen en todo el grosor del epitelio, y muchas
de ellas se observan morfologicamente alteradas, pre-
sentan dendritas acortadas y en menor nimero. Es
posible que el epitelio infectado por el VPH no sea un
medio favorable para las células de Langerhans.® La
disminucion y la alteracion morfoldgica de estas célu-
las pudieran resultar en una presentacion antigénica
local inefectiva y, en consecuencia, causar una defi-
ciencia inmunoldgica local, lo que favoreceria una
infeccion persistente por el VPH. %%

* Comunicacion personal del Dr. Vicente Madrid.
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Células AN. En la mayoria de las lesiones pre y can-
cerosas inducidas por el VPH, las células AN estan
presentes en cantidades limitadas, su actividad esta dis-
minuiday tienen una respuesta restringida a las citoci-
nas inmunoestimuladoras.>*” En contraste, la actividad
de las células AN obtenidas de la circulacion de esas
pacientes permanece normal. Por otra parte, las célu-
las neopléasicas de los carcinomas invasores y los que-
ratinocitos humanos inmortalizados por el VPH 16
son resistentes a las células AN, lo cual parece estar
relacionado con un factor secretado por las células tu-
morales,** o quiza con la expresion de moléculas de
clase Il que inhiben la actividad de las AN.

Vacunas terapéuticas contra el cancer
cervicouterino

Se pueden disefiar dos clases de vacunas: las profi-
lacticas (preventivas), que pueden proteger al huésped
contra la infeccién por el VPH o el desarrollo de neo-
plasias a partir de células ya infectadas, y las terapéu-
ticas (curativas), las cuales inducen regresion de las
lesiones ya establecidas como el cancer invasor. Las
vacunas preventivas contra la infeccion del VPH se
basan en la induccion de anticuerpos secretorios IgA
contra los antigenos de la capside viral (L1 y L2). Las
vacunas terapéuticas (también las preventivas para
evitar el desarrollo de neoplasias a partir de células
ya infectadas) se basan en la induccién de una res-
puesta inmunoldgica mediada por células especificas
contra blancos virales, blancos celulares o ambos, ca-
paces de promover la regresion de los tumores malig-
nos. Actualmente, no se conocen productos celulares
que sirvan como blancos especificos para el sistema
inmune celular; la mayoria de los sistemas de vacu-
nacion experimental estan disefiados contra blancos
virales, en especial contra las proteinas oncogénicas E6
y E7, que generalmente se expresan en la mayoria de
los carcinomas cervicales. La estrategia general de
estos sistemas se basa en la induccion sistémica de
LTC, especificos contra epitopos de E6 y E7.

Sin embargo, la estimulacion aislada de LTC por
viasistémica no pareceria ser suficiente, porque en una
gran proporcién de tumores invasores la expresion de
moléculas de AHL | y la secrecion de algunas citocinas
estan muy reducidas, lo cual impide la presentacion
de antigenos virales en la superficie de las células tu-
morales y la estimulacion de células inmunocompeten-
tes en la vecindad del tumor. Esto sugiere que también
seria necesaria la estimulacion sistémica de linfocitos
TC y del sistema inmune local, es decir, en el sitio
mismo del tumor, en especial una respuesta Tcl.
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Vacunas sistémicas para la induccion de LTCy TC

Para la induccion sistémica de LTC se han utilizado
varias estrategias: vectores recombinantes con los genes
E6y E7; las proteinas E6 y E7 recombinantes inactivas;
péptidos sintéticos especificos de dichas proteinas, y
homogenizados aut6logos del tumor. Las proteinas
E6 y E7 producidas en bacterias o en sistemas euca-
ridticos han sido utilizadas en modelos animales de
VPH; sin embargo, no han sido muy exitosas para la
prevencion de tumores en animales, quiza por su bajo
nivel de inmunogenicidad para estimular LTC. Las
proteinas, cuando son inyectadas por via subcutanea
entran a las células por fagocitosis o endocitosis y una
vez que aquellas son procesadas, los péptidos corres-
pondientes son presentados en las superficies por
moléculas de clase Il del CMH, que estimulan prin-
cipalmente las produccion de anticuerpos.

Las vacunas basadas en péptidos son las que han
dado mejores resultados en modelos animales. Los
oligopéptidos (8 a 11 aminoécidos) se mezclan con ad-
yuvante incompleto de Freund y se inyectan por via
subcutanea; directamente en la superficie celular, se
unen a las moléculas de clase | vacias (1-5%), estimu-
lando conello los LTC especificos. Actualmente, se han
identificado epitopos, especificos para moléculas CMH
de clase | y Il en las proteinas virales, lo cual ha con-
tribuido a entender el papel de los linfocitos T en esas
lesiones. Varios grupos han encontrado en dichas pro-
teinas epitopos para linfocitos TC de ratén®*® y hu-
manos.®* Por ejemplo, se ha identificado un epitopo
murino muy importante en la proteina E7 del VPH 16
aminoéacidos (48-54), que es reconocido por los cinco
alelos explorados de moléculas CMH de clase 1l I-A e
I-E y que ayuda en la produccion de anticuerpos para
varios epitopos de células B simultdneamente.®
También se han encontrado epitopos especificos para
LTC murinos®& y humanos.®% Por ejemplo, se han
identificado varios epitopos en las proteinas E6 y E7
del VPH 16 para LTC mediante ensayos de union de
péptidos, para moléculas de clase | H-2K" y H-2D" en
modelos murinos y para AHL-AL, A2, A3, Ally A24
en humanos. La inmunizacion de ratones con estos
péptidos los hace resistentes a la produccion de tu-
mores por inoculacién con células tumorigénicas
transformadas por el VPH 16.%° Sin embargo, este trata-
miento no es suficiente para detener o inducir la re-
gresion de tumores ya establecidos. Una explicacion
pudiera ser que los péptidos utilizados en estas va-
cunas sélo se pueden unir al 1% de las moléculas de
clase | del CMH de las células localizadas en el sitio
donde se administra la vacuna, y la proporcion de LTC
estimulados no seria lo suficientemente grande para

detener el tumor. Quiza sea necesario introducir los
epitopos de LTC al citosol de las células para que sean
presentados por la mayoria de las moléculas de clase
I, lo cual pudiera lograrse mediante vacunas de ADN
desnudo.

Otraexplicacion de la baja eficiencia de las vacunas
a base de péptidos para detener el crecimiento tumoral
pudiera ser que generalmente se utilizan s6lo epito-
pos para LTC y que la estimulacion de linfocitos Tc a
nivel sistémico es muy pobre. Quizé es necesario
utilizar conjuntamente epitopos restringidos a mo-
léculas de clase I, y otros, a moléculas de clase Il. Sin
embargo, para ello es necesario tener una variedad
amplia de epitopos para moléculas de clase | y otra
para moléculas de clase I, especificos para alelos di-
ferentes en la poblacién. La utilizacion de las com-
binaciones apropiadas para cada individuo de acuerdo
con su haplotipo resultaria poco practica y costosa. Las
proteinas generalmente tienen un mayor nimero de
determinantes antigénicos para moléculas de clase Il
que para las de clase I. La utilizacion simultanea de
epitopos para LTCy de las proteinas E6 y E7 completas
como fuentes multialélicas de epitopos para TC pudie-
ra solventar el problema. Los primeros pueden ser
introducidos al citosol, y las segundas, a los lisosomas
para que los péptidos sean presentados por las molécu-
las de clase 1l mediante vacunas de ADN desnudo.

Las vacunas de ADN recombinante consisten en
una molécula hibrida, compuesta por ADN de un vec-
tor viral o un plasmido y el gen o genes de una regién
antigénica, como los de las proteinas E6 y E7, en el caso
del VPH. Estas vacunas pueden ser introducidas en
las células directamente como ADN desnudo, empa-
cadas dentro de la capside viral —cuando el vector es
un virus como en el caso de la vaccinia—, por medio de
liposomas o utilizando soluciones de fosfato de calcio.
Una vez dentro de las células, los genes recombinantes
se expresan y producen las proteinas correspondientes.
Una ventaja de las vacunas de ADN es que las protei-
nas pueden ser dirigidas a sitios especificos de la cé-
lula. Por ejemplo, si se necesita que el antigeno se
sintetice en el citosol, sélo se incluye el marco de lectura
del gen (ORF) delante del promotor en la construccion
genética. Pero si se desea que la proteina sea secretada,
se incluye antes del ORF una secuencia de un péptido
lider; o si se desea mandar la proteina al lisosoma,
ademas del péptido lider se incluye una sefial de anclaje
en membrana y lisosomal en el extremo 3' del ORF.
Esto permite que las proteinas virales dirigidas al cito-
sol sean procesadas por la via de moléculas de clase |
y activacion de LTC, las dirigidas a los lisosomas, por
la via de moléculas de clase Il y activacién de TC, asi
como las secretadas para la produccién de anticuerpos.
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El virus de la vaccinia ha sido el méas utilizado en
modelos de VPH porque produce muy altos niveles
de proteinas recombinantes dentro de la célula infec-
tada y tiene una gran capacidad de sitios para la clo-
nacion de genes. Por ejemplo, la inoculacion de ratas
con el virus de la vaccinia recombinante con los ge-
nes E6 y E7 retarda o previene la formacion de tumores
en una proporcion de animales retados con inyeccio-
nes subcutaneas de células tumorales transformadas
con el VPH 16 y el oncogéneas.® En otro trabajo se
utiliza una construccién recombinante con el virus de
la vaccinia y el gen E7, con un péptido lider en el ex-
tremo 5' y la secuencia de anclaje en membrana, y la
sefial lisosomal LAMA-1 en el extremo 3', la cual per-
mite que la proteina sintetizada sea transportada al
reticulo endoplasmico y posteriormente al lisosoma.
Esta vacuna activa de manera muy importante los lin-
focitos TCy previene la formacién de tumores en rato-
nes retados con células tumorales transformadas por
el VPH 16, incluso en ratones inoculados 15 dias antes
de la administracion de la vacuna.®

No existen estudios con plasmidos utilizados
como vectores en sistemas de vacunas contra el VPH.
Sin embargo, las vacunas de ADN desnudo se han uti-
lizado en otros sistemas con muy buenos resultados.
Por ejemplo, una vacuna a base de un plasmido des-
nudo con el gen de una nucleoproteina del virus de la
influenza es capaz de proteger ratones retados con
dosis letales de este virus.® Las vacunas a base de plas-
midos desnudos o dentro de liposomas evitarian las
reacciones adversas de los vectores virales, como son
la respuesta inmune contra las proteinas del vector y
la falta de seguridad bioldgica, especialmente en pa-
cientes inmunosuprimidos.

Actualmente en Inglaterra, Australia y Holanda,
se estan llevando a cabo tres protocolos de vacunas
terapéuticas para estimular los LTC en pacientes con
cancer cervical avanzado, utilizando el virus de la
vaccinia como vector con E6 y E7, la proteina E7 fu-
sionada con una proteina bacteriana y péptidos es-
pecificos de E7, respectivamente. Estos estudios han
demostrado la ausencia de una respuesta celular contra
la proteina E7 como resultado de la infeccion natural
(quiza por una presentacion antigénica inadecuada);
asimismo, que E7, administrada como vacuna, €s in-
munogénica en humanos y que induce una respuesta
proliferativa de células T y de citotoxicidad de LTC en
algunos pacientes.” Aunque el nimero de pacientes
en cada uno de esos estudios es muy pequefio (seis a
nueve) y todavia no se tienen resultados clinicos firmes,
la sobrevida aumentada en algunos de ellos sugiere
que estas vacunas pueden tener alguna utilidad.
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Vacunas locales

De nada sirve estimular los LTC por via sistémica si
las células tumorales no presentan péptidos virales en
la superficie; por ello, es necesario asegurar que los
LTC encuentren blancos especificos en las células tu-
morales. Ademas, quiza sea importante reclutar y
estimular otras células del sistema inmune invo-
lucradas en el rechazo tumoral, como son las AN y los
macrofagos. Desafortunadamente no existen mode-
los animales con carcinomas del cuello uterino que
semejen condiciones similares a las encontradas en
humanos y que permitan estudiar y manipular la
respuesta inmune, por lo que es necesario extrapolar
los conocimientos obtenidos en otros modelos tumora-
les. Por ejemplo, en diversos modelos tumorales en
ratones y en algunos ensayos clinicos, se han utilizado
vacunas de ADN desnudo y “vacunas tumorales” para
estimular el sistema inmune en un nivel local. Las
“vacunas tumorales” estan constituidas por células tu-
morales singénicas extraidas del mismo tumor y mo-
dificadas genéticamente in vitro para que secreten
permanentemente grandes cantidades de una o varias
citocinas, las cuales una vez seleccionadas y expandi-
das son reinyectadas a los tumores originales.

Algunas de las estrategias que se basan en la uti-
lizacion de vectores virales o plasmidos para amplificar
la presentacion de antigenos a linfocitos T han sido de
gran utilidad. Por ejemplo, la transfeccién de tumores
con genes de CMH clase 1" y/o cADN de INF-y”? han
llevado a un incremento de la expresion de moléculas
CMH clase 1y, en algunos casos, al rechazo del tumor.”
La transfeccion del gen del antigeno coestimulador B7
en células tumorales que expresan E7 induce la regre-
sion tumoral mediada por LTC en ratones inmunizados
con lineas de células singénicas no tumorigénicas trans-
fectadas con E7;"*™ sin embargo, la proteina E7 sola,
en ausencia de la segunda sefial (B7-CD28), no es inmu-
nogénica.”

Lainyeccion de vacunas tumorales o de ADN des-
nudo con genes para citocinas directamente en el tumor
permite tener concentraciones muy elevadas de las
citocinas en la vecindad del mismo, con un minimo de
efectos secundarios en el nivel sistémico, lo que a su
vez posibilita estimular la respuesta inmune local
contra el tumor. Se han introducido varios genes
de citocinas en tumores con resultados variables en
la inmunogenicidad y la actividad tumoricida.” El
FNT-a, el INF-y, laIL-2 y la IL-12 son las citocinas que
mas se han utilizado en este tipo de ensayos; sin em-
bargo, lo que ha dado mejores resultados ha sido la
utilizacion del FEC-GM. Se ha reportado que la in-
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yeccion de células de melanoma murino transfectadas
con este gen e inactivadas por radiacion, inducen el
rechazo tumoral mediado por linfocitos T CD8+ y
CD4+."

En muchos tumores quiza sea més efectiva la
induccion de varias citocinas al mismo tiempo por
medio de vectores virales o plasmidicos con multiples
promotores, o la construccion de citocinas quimeéri-
cas mediante la clonacion de varios cADN en un solo
marco de lectura con regiones espaciadoras entre ellos.

Conclusion

El cancer del cuello uterino es una enfermedad mul-
tifactorial en la que se presentan varios defectos del
sistema inmune en un nivel local. Ademas, en las mu-
jeres con este padecimiento existe un gran polimor-
fismo tanto en las moléculas de AHL | y 11, el tipo de
VPH y la respuesta inmune local. Para inducir una
respuesta inmune efectiva que detenga o destruya
las células tumorales se requiere quiza la estimulacion
conjunta de multiples componentes del sistema in-
mune: por via sistémica, la estimulacién de LTCy TC
contra epitopos del VPH, y en el nivel local, la in-
duccion de la secrecion de citocinas por el tumor, para
aumentar el procesamiento y presentacion de blancos
tumorales y la estimulacion de los linfocitos que in-
filtran el tumor. Por lo tanto, para lograr una respuesta
inmune efectiva se requiere de la construccion de mul-
tiples vacunas terapéuticas cada una de ellas para
estimular una via inmune definida. En el disefio de
vacunas terapéuticas, también es necesario considerar
el polimorfismo en las moléculas AHL, el VPH y los
defectos del sistema inmune. Para el tratamiento de
las enfermas con cancer serd necesario contar con una
bateria amplia de vacunas terapéuticas, de tal mane-
ra que la terapéutica especifica para cada paciente se
pueda disefiar a la medida, de acuerdo con el tipo de
AHL, VPH y los defectos del sistema inmune.
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