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RESUMEN 

La infección con virus de papiloma humano (HPV) de alto riesgo, es el factor etiológico más 

importante en el desarrollo de cáncer cervical (CaCu), anualmente en el mundo 500, 000 

mujeres son diagnosticadas con infección por HPV y 250, 000 mueren. Actualmente se han 

generado vacunas profilácticas constituidas por partículas tipo virales (VLP´s) conformadas por 

la proteína estructural L1 de los serotipos HPV-16,-18, -6 y -11 (Gardasil®) y HPV-16 y -18 

(Cervarix®), cuya efectividad ha sido demostrada en la inducción de anticuerpos 

neutralizantes, que previenen la infección hasta un 100% en mujeres libres de la infección. No 

obstante, la efectividad de estas vacunas en mujeres que cursan con la infección persistente y 

lesiones producidas por los tipos virales incluidos en las mismas, es notablemente disminuida, 

lo cual hace necesario el desarrollo de vacunas de tipo terapéutico que incluyan antígenos 

expresados en las células infectadas, tales como aquellos derivados de las proteínas E6 y E7, 

los cuales son sobre-expresados en las células tumorales de CaCu. En este trabajo se evaluó la 

respuesta inmune celular mediada por linfocitos T CD8+ y el efecto terapéutico (determinado 

por el decremento de tamaño tumoral) producido por la administración de partículas tipo 

virales quiméricas (cVLPs), conformadas por la proteína L1 de HPV16 y epítopes 

inmunogénicos de las oncoproteínas E6 y E7, así como de partículas tipo virales (VLPs), 

conformadas únicamente de la proteína L1 ambas generadas en plantas de jitomate 

transgénico. Ratones de la cepa C57BL/6 fueron inmunizados con 3 dosis de 5µg c/u de cVLPs y 

VLPs, posteriormente se evaluó la actividad citotóxica de los linfocitos del bazo de estos 

ratones sobre células tumorales TC-1 (que expresan los antígenos  E6 y E7 de HPV-16). El 

efecto terapéutico de estas partículas, se evaluó sobre el crecimiento tumoral inducido en 

ratones inoculados previamente con células TC-1. La inmunización con cVLPs y VLPs indujeron 

la generación de linfocitos T citotóxicos capaces de matar in vitro de manera eficiente a células 

tumorales TC-1 y TC-1/L1 (transfectadas con L1) respectivamente. Por otro lado, la 

administración de cVLPs en ratones con tumores inducidos, fue capaz de reducir el crecimiento 

tumoral en un 50% y con VLPs cerca del 20%. Estos resultados muestran la capacidad de las 

cVLPs (generadas en plantas de jitomate) para inducir una eficiente respuesta inmune contra 

células tumorales que expresan antígenos E6 y E7 de HPV-16. Lo cual puede ser de gran 

relevancia para el desarrollo de vacunas terapéuticas eficientes contra el CaCu. 
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INTRODUCCIÓN 

El cáncer cérvicouterino (CaCu) se encuentra fuertemente asociado con la infección 

por el virus del papiloma humano (HPV) de alto riesgo y es la segunda causa de muerte 

por neoplasia entre las mujeres alrededor del mundo con cerca de 500,000 nuevos 

casos y aproximadamente 300, 000 muertes cada año (Días et al 2005; Cid, 2009). El 

HPV es una enfermedad de transmisión sexual que se mantiene latente por un largo 

periodo de tiempo, se estima que cerca del 60% de la población sexualmente activa 

está infectada con este virus; ello se debe a que la infección por este virus es 

asintomática y se mantiene latente por largos periodos, por lo que el contagio se 

propaga continuamente (Boshart et al 1986). 

Se ha demostrado que las proteínas que constituyen la cápside del HPV son altamente 

inmunogénicas y pueden activar al sistema inmune (Frazer et al 2004). Dada esta 

característica se diseñaron vacunas que están basadas en la proteína L1, que in vitro 

tiende a ensamblarse espontáneamente en partículas tipo virales (VLPs), los cuales son 

semejantes a los viriones nativos en tamaño y forma, pero carecen de ADN infectante 

(Frazer et al 2004).  

En los últimos años, dos vacunas recombinantes que contienen la proteína L1 del HPV; 

Gardasil® contra los tipos HPV de alto riesgo más comunes 16 y 18, y los tipos de bajo 

riesgo 6 y 11, y Cervarix® contra los tipos 16 y 18, han sido comercializadas como 

estrategia para la prevención de la infección con HPV. Estas vacunas han demostrado 

tener eficacia a través de la inducción de anticuerpos neutralizantes de la proteína L1 

de la cápside (Eisntein, 2008; Gissmann, 2009). No obstante, una vacuna con fines 

terapéuticos es necesaria debido a que las vacunas comercializadas son incapaces de 

eliminar infecciones establecidas (Cid, 2009; Sterlinko, 2009; Lin et al 2010).  

Por lo tanto, surge la necesidad de generar VLP´s quiméricas con capacidad 

terapéutica, que contengan epítopes derivados de las proteínas oncogénicas E6 y E7, 

frecuentemente encontradas en las células infectadas por HPV o células tumorales de 

cáncer cérvico-uterino, los cuales pueden ser blancos idóneos para ser reconocidos por 

linfocitos T citotóxicos y en su caso eliminar a las células infectadas (Lin et al 2010). En 

modelos de vacunación de ratones con VLP´s híbridos de la proteína L1 de HPV/E7 
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HPV16 y capsómeros de L1 de HPV16, la inducción de linfocitos T citotóxicos además 

de anticuerpos neutralizantes hacia epítopes específicos de la proteína L1 han 

mostrado una efectiva protección continua hacia el reto subsecuente con viriones 

infecciosos y células tumorales infectadas por HPV-16 en los animales inmunizados (Xu 

et al 2006; Bian et al 2008). 

El uso de las plantas para la producción de vacunas baratas y eficientes es una 

posibilidad muy atractiva que se está investigando en varios laboratorios. 

Recientemente, en el laboratorio del Dr. Gómez-Lim de la Unidad de Biotecnología e 

Ingeniería Genética de Plantas del CINVESTAV Guanajuato, se logró la expresión en 

plantas de jitomate TA234-L1MutE6E7HPV-16, de VLPs quiméricas (cVLPs) constituidas 

por la proteína L1 y epítopes de las proteínas E6 y E7 de HPV-16 (Paz de la Rosa, 2009). 

En consecuencia, en el presente estudio se analiza el efecto terapéutico de las cVLPs 

derivadas de la planta transgénica de jitomate por medio de un modelo in vivo con 

ratones de la cepa C57BL/6, se evaluó si tras la inoculación con células tumorales TC-1, 

es posible la reducción del tamaño tumoral con la posterior inmunización con cVLPs. 

Este estudio será de gran relevancia para evidenciar el potencial terapéutico de estas 

cVLPs y con base en ello establecer los mecanismos celulares efectores inducidos tras 

la vacunación. 
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MARCO TEORICO 

1. Sistema Inmune 

Las células y moléculas capaces de reconocer y eliminar a invasores extraños 

constituyen el sistema inmunitario, y la respuesta global coordinada a la introducción 

de sustancias extrañas es la respuesta inmunitaria. El sistema inmune tiene tres 

propiedades funcionales principales que permiten la defensa del cuerpo. La primera es 

su extrema especificidad, con la propiedad de reconocer y distinguir una diversidad de 

moléculas blanco diferentes para responder o no ante el agente agresor. La segunda, 

que efectúa una discriminación entre lo propio y lo extraño, y la tercera es que el 

sistema inmune posee una memoria con la propiedad de adaptarse a partir de 

experiencias previas con un agente patógeno. Aunque se hace referencia al sistema 

inmunitario debe señalarse que existen dos tipos diferentes de éste, la inmunidad 

innata y la inmunidad adaptativa, que colaboran para proteger al organismo (Kindt et 

al 2007). 

1.1 Inmunidad Innata 

También denominada inmunidad natural o inmunidad nativa está constituida por 

mecanismos existentes antes de que se desarrolle la infección, capaces de producir 

respuestas rápidas a los microorganismos. Los componentes principales de la 

inmunidad innata son: 1) barreras físicas y químicas, tales como epitelios y sustancias 

antimicrobianas producidas en superficies epiteliales; 2) células fagocíticas 

(neutrófilos, macrófagos) y células asesinas naturales (NK, del inglés natural killer); 3) 

proteínas sanguíneas, entre las que se incluyen miembros del sistema del 

complemento y otros mediadores de la inflamación; y 4) proteínas denominadas 

citocinas, que regulan y coordinan muchas acciones de las células que intervienen en la 

inmunidad celular. Los mecanismos de la inmunidad innata son estimulados por 

estructuras comunes a grupos de microorganismos relacionados y pueden no 

distinguir diferencias sutiles entre las sustancias extrañas. La inmunidad innata 

representa la primera línea defensiva contra los microorganismos. La patogenicidad de 
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los microorganismos está relacionada en parte por su capacidad para resistir a los 

mecanismos de la inmunidad innata. (Regueiro et al 2002). 

 

1.2 Inmunidad Adaptativa 

En contraposición con la inmunidad innata, existen mecanismos de defensa mucho 

más evolucionados que son estimulados tras la exposición a agentes infecciosos, y 

cuya intensidad y capacidad defensiva aumentan después de cada exposición 

subsiguiente a un determinado microorganismo. Debido a que esta forma de 

inmunidad se desarrolla como una respuesta a la infección, recibe el nombre de 

inmunidad adaptativa. Las características de la inmunidad adaptativa son una 

especificidad extraordinaria para macromoléculas diferentes y su capacidad para 

recordar y responder con mayor intensidad tras exposiciones repetidas al mismo 

microorganismo. Debido a esta capacidad para discriminar entre diferentes 

microorganismos y macromoléculas, aunque estén estrechamente relacionados, la 

inmunidad adaptativa se denomina también inmunidad específica. Las sustancias 

extrañas que inducen respuestas inmunitarias específicas o son dianas de tales 

respuestas se denominan antígenos (Abbas et al 2007). 

La respuesta inmunitaria innata y adaptativa forman parte de un sistema integrado de 

defensa en el huésped en el que existe una cooperación funcional de numerosas 

células y moléculas. Existen dos vínculos importantes entre la inmunidad innata y la 

inmunidad adaptativa. En primer lugar, la respuesta inmunitaria innata frente a 

microorganismos estimula el desarrollo de respuestas inmunitarias adaptativas e 

influye en la naturaleza de estas respuestas. En segundo lugar, las respuestas 

inmunitarias adaptativas utilizan muchos de los mecanismos efectores de la inmunidad 

innata para eliminar microorganismos y a menudo potencian la actividad 

antimicrobiana de los mecanismos de defensa de la inmunidad innata (Abbas et al 

2007; Janeway et al 2001). 
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1.3 Tipos de Respuesta Inmunitaria Adaptativa 

 Hay dos tipos de respuesta inmunitaria adaptativa, la inmunidad humoral y la 

inmunidad celular, las cuales están mediadas por diferentes componentes del sistema 

inmunitario y cuya función es eliminar diferentes tipos de microorganismos.  

En la inmunidad humoral participan moléculas presentes en la sangre, denominadas 

anticuerpos, que son producidas por unas células llamadas linfocitos B. Los anticuerpos 

reconocen específicamente a antígenos microbianos, neutralizan la efectividad de los 

microorganismos y dirigen su acción hacia éstos para su eliminación por medio de 

diversos mecanismos efectores (Canaday, 2001). La inmunidad humoral es el principal 

mecanismo de defensa frente a microorganismos extracelulares y sus toxinas debido a 

que los anticuerpos secretados pueden unirse a estos microorganismos y toxinas para 

facilitar su eliminación por medio de activación de proteínas del complemento, 

neutralización y opsonización de microorganismos (Castellanos, 2001). 

En la inmunidad celular, también llamada inmunidad mediada por células, participan 

células llamadas linfocitos T. Los microorganismos intracelulares, tales como los virus y 

algunas bacterias, sobreviven y proliferan en el interior de los fagocitos y otras células 

del huésped, lugar al que no tienen acceso los anticuerpos circulantes. La defensa 

frente a este tipo de infecciones depende de la inmunidad  celular, que induce la 

destrucción de los microorganismos residentes en los fagocitos o de las células 

infectadas (Janeway et al 2001). 

Los linfocitos T se pueden distinguir entre sí por la función que llevan a cabo, y por dos 

proteínas de superficie conocidas como CD4 y CD8, los linfocitos maduros expresan 

casi siempre una de las dos proteínas y ésta se relaciona con su función celular y con el 

tipo de proteína del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC) que reconocen.  El 

70% de las células T son CD4+, el 25% son CD8+ y cerca del 4% son CD4- CD8- y, el 1% 

pueden ser doble positivos (Regueiro et al, 2002). Los linfocitos T cooperadores (Th) o 

CD4+, reconocen péptidos presentados por moléculas del MHC II, este reconocimiento 

es el estímulo inicial para su activación, además secretan citocinas que promueven 

diferenciación y proliferación de otras células T y B, siendo el principal de estos 
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factores la interlucina 2 (IL-2) (Canaday et al 2001). Dentro de las células Th pueden 

distinguirse dos grupos: Th1 secretan IL-2, IL-3, IFN-γ e TNF-β y las Th2 que secretan IL-

3, IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 y GM-CSF (Passmore, 2002). 

Diferentes estudios han demostrado que las células tumorales y células infectadas con 

virus pueden ser destruidas por los linfocitos T citotóxicos, es decir, que tienen la 

capacidad de destruir células extrañas (Canaday et al 2001). Los linfocitos T citotóxicos 

presentan en su superficie moléculas CD8+ y reconocen sólo porciones o péptidos 

antigénicos presentados por moléculas MHCI. El linfocito T citotóxico activado produce 

gránulos citolíticos constituidos por enzimas proteolíticas (granzimas, perforinas) para 

destruir a las células blanco, por lo que los linfocitos T citotóxicos (Tc) o CD8+ han sido 

usados por muchos años como las mejores células efectoras contra el crecimiento de 

tumores y se ha sugerido el uso de epítopes antigénicos a CD8+en las vacunas 

tumorales para inducir una respuesta efectiva, específica en la respuesta inmune 

celular (Castellanos, 2001). 

2. Complejo Mayor de Histocompatibilidad 

La tarea de mostrar los antígenos de los microorganismos asociados a células para su 

reconocimiento por las células T es realizada por proteínas especializadas codificadas 

por genes situados en un locus denominado complejo mayor de histocompatibilidad 

(MHC, del inglés major histocompatibility complex). Su función fisiológica es la 

presentación de péptidos a las células T. Así, las moléculas del MHC son parte integral 

de los ligandos que reconocen la mayoría de las células T, ya que los receptores de 

antígenos de las células T realmente son específicos para los complejos de antígenos 

peptídicos extraños y moléculas del MHC propias (Roitt et al 2003). 

 

2.1 Estructura y función del Complejo Mayor de Histocompatibilidad 

Hay dos tipos diferentes de productos de genes del MHC, las moléculas de clase I 

(antígenos extracelulares que han sufrido endocitosis y antígenos extracelulares 

citosólicos) y las moléculas de clase II, (antígenos extracelulares) (Kindt et al 2007). En 
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los seres humanos las moléculas del MHC reciben el nombre de antígenos leucocitarios 

humanos, (HLA del inglés human leukocyte antigens) y equivalen a las moléculas H-2 

del ratón. Estas proteínas actúan como marcadores inmunogénicos que distinguen a 

las células de cada persona y constituyen la principal barrera de la histocompatibilidad. 

Las moléculas del MHC están asociadas a la membrana celular de las células 

presentadoras de antígeno (Janeway et al 2001). 

La molécula de clase I está constituida por dos cadenas polipeptídicas unidas de forma 

no covalente. La cadena α ó cadena pesada, codificada por los genes de clase I del 

MHC y una cadena no codificada por el MHC, la β2 -microglobulina o cadena liviana, 

cuyo gen se encuentra en el cromosoma 15 (Figura 1).  

La cadena α posee tres segmentos que se numeran desde el extremo N-terminal, α1, 

α2, y α3. Los segmentos α1 y α2 interactúan separados por un segmento en lámina 

plegada β para formar el sitio de unión al péptido. Este espacio creado es lo 

suficientemente grande para que se una a péptidos entre 8 a 11 aminoácidos. El 

segmento α3 se pliega para formar un dominio tipo Ig, este segmento contiene un 

bucle que sirve de unión a la molécula CD8+.  
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Figura 1. Estructura del complejo mayor de histocompatibilidad clase I. (Kenneth et al 

2008). 

 

Las moléculas de clase II del MHC está compuesta por dos cadenas asociadas de modo 

no covalente, la cadena α y la cadena β, a diferencia de las moléculas de clase I, son 

sintetizadas por genes del MHC.  

 

2.2 Procesamiento y Presentación de Antígenos MHC I 

Todas las células nucleadas pueden presentar péptidos asociados a moléculas de clase 

I, derivados de antígenos producidos mediante la degradación proteolítica de 

proteínas citosólicas, a linfocitos T CD8+ debido a que todas las células nucleadas 

expresan moléculas MHC I. Las vías de procesamiento y presentación de antígenos por 

moléculas de clase I son útiles para la defensa frente a virus, bacterias intracelulares y 

células tumorales. Estos péptidos son producidos por degradación citosólica, luego 

transportadas al retículo endoplásmico donde se unen a las moléculas de clase I en 

formación y finalmente se expresan en la membrana (Janeway et al 2001) (Figura 2).  
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Figura 2. Vía de presentación de antígenos asociada al MHC de clase I (Kenneth et al 

2008). 

El proteasoma es un extenso complejo enzimático multiprotéico que posee una amplia 

gama de actividad proteolítica y que está presente en el citoplasma de la mayoría de 

las células. El proteasoma lleva a cabo una función básica de control de las células 

mediante la degradación de numerosas proteínas citoplasmáticas distintas. Las 

proteínas se convierten en objetivos de la degradación proteasómica mediante la 

unión covalente de varias copias de un pequeño polipéptido denominado ubiquitina. 

Luego de la ubiquitinizacíon, las proteínas se despliegan e ingresan al proteasoma, 

quien las degrada a pequeños péptidos capaces de interactuar con las moléculas del 

MHC I (Janeway et al 2001).  
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3. CÁNCER CÉRVICOUTERINO 

Se ha estimado que entre el 20-21% de los casos de incidencia de cáncer a nivel 

mundial pueden estar ligados a infecciones (Zur Hausen, 2009). Esto no incluye solo 

infecciones virales (por ejemplo, el virus de Epstein-Barr, virus de herpes humano tipo 

8, tipos de alto riesgo de HPV, virus de hepatitis B y C, retrovirus humano T-

linfotrópico), si no también bacterianas (Helicobacter pylori) e infecciones parasitarias 

(Schistosoma haematobium, Opisthorchis viverenni, Clonorchis sinensis) (Zur Haussen, 

2008). Entre estas infecciones ligadas a algún tipo de cáncer humano, en hombres H. 

pylori emerge como el de mayor contribución, con cerca del 47% principalmente 

debido a la alta frecuencia de cáncer gástrico. En mujeres, la situación difiere 

substancialmente, donde H. pylori ocupa sólo el 26% de las infecciones ligadas a 

carcinomas. Aquí las infecciones por virus del papiloma humano (HPV, de sus siglas en 

inglés, Human Papilloma Virus) juegan por mucho el papel más dominante, 

contribuyendo con más del 51% de los casos de cáncer en mujeres, a diferencia de los 

hombres en los cuales el HPV es responsable de solo el 4% de la infección ligada a 

casos de cáncer (Zur Hausen, 2009). 

3.1 Desarrollo Histórico 

La infección natural de verrugas fue descrita inicialmente en 1907 (Ciuffo, 1907). 

Primero la relación entre las lesiones papilomatosas y el cáncer fue reportada como 

una rara enfermedad hereditaria, epidermodysplasia verruciformis, en 1922 

(Lewandowsky, 1922); la contribución de las infecciones de papilomavirus como causa 

de estas lesiones fue comprobada mucho después (Jablonska, 1957; Orth et al 1978). 

Desde 1978 el cáncer cervical fue ligado a las infecciones por el virus Herpes simplex 

(HSV) tipo 2 (Zur Hausen, 2006). Sin embargo, en las biopsias de cáncer no se pudo 

encontrar DNA de HSV-2, entonces comenzaron a buscarse otros agentes involucrados 

en este cáncer cuya epidemiología sugiere que están involucrados factores de 

transmisión sexual. Así fue como se empezó en 1972 a realizar estudios 

experimentales para analizar una posible incidencia del virus del papiloma humano en 

esta enfermedad. Desde el punto de vista de algunos reportes que indican la rara 
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conversión de verrugas genitales a tumores malignos, el virus supuestamente presente 

en verrugas genitales pareció ser el primer candidato. Esto fue hipotetizado en varias 

publicaciones (Zur Hausen, 1974; Zur Hausen, 1977). En la década de los 70´s dos 

grupos de forma casi simultánea establecieron la pluralidad de la familia de HPV 

(Gissmann, 1977; Orth, 1977) que contenía más de 100 miembros bien caracterizados. 

Entre 1982 y 1989, se publicó el aislamiento y caracterización de dos DNAs de HPV de 

verrugas genitales de papilomas laríngeos (De Villiers, 1981). Estudios subsecuentes 

hechos en laboratorios demostraron que el DNA de los tipos 16 y 18 se encontraba en 

aproximadamente el 70% de las biopsias analizadas. Además, un gran número de tipos 

fue encontrado después en algunas muestras biopsias cuidadosamente analizadas. 

Principalmente DNA de HPV-16, pero también HPV-18, HPV-31 y HPV-33 (Zur Hausen, 

2000). 

Actualmente se sabe que el virus del papiloma humano (HPV) es el principal factor 

etiológico en los carcinomas del tracto anogenital, incluyendo el cáncer cervical, ya 

que aproximadamente el 99.7% de los casos se asocian a la infección por este virus. 

Además se relaciona causalmente con el 90% de los cánceres anales y con el 40% de 

los cánceres de vulva y pene (Parkin, 2006). El cáncer cervical es la segunda 

enfermedad maligna más común en mujeres alrededor del mundo, y 493,000 nuevos 

casos de cáncer cervical se detectan cada año aproximadamente, lo que resultan casi 

300,000 muertes (Bosch, 2002; Cid, 2009). Cerca del 80% de estos casos son 

detectados en mujeres que viven en países en vías de desarrollo, y se espera que este 

porcentaje se incremente al 90% para el 2020 (Parkin, 2006; Bian et al 2008; Zur 

Hausen, 2009). 

3.2 Virus del Papiloma Humano 

Los papilomavirus son pequeños virus de tamaño de 50 nm no encapsulados, con una 

estructura icosaédrica compuesta por 72 capsómeros formados mayoritariamente por 

la proteína L1 y una doble cadena de ácido desoxirribonucleico (ADN) circular de 7500 

a 8000 pares de bases. Aunque su estructura es similar a la de los poliomavirus, han 

sido erróneamente clasificados dentro de la familia Papovaviridae. Ambos géneros son 
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funcionalmente distintos y por ello se han dividido en dos familias diferentes. El virus 

del papiloma humano, comprende un gran subgrupo con más de 129 tipos clasificados 

por homología genómica (Coggin et al 1979, de Villiers et al 2004), algunos de los 

cuales tienen potencial carcinogénico y otros causan usualmente lesiones epiteliales 

no malignas. 

Estos virus infectan epitelios de aves y mamíferos como los que infectan vacas (BPV), 

perros (COPV), pinzones (ChPV), conejos (CRPV), venados (DPV), elefantes (EPV), 

caballos (EqPV), alces (EEPV), renos (RePV), ratones (MnPV), chimpancés (RMPV), 

ovejas (SPV) y humanos (HPV) (Murphy et al., 1995). Usualmente, el resultado de la 

infección es la formación de un crecimiento benigno, verruga, o papiloma, ubicado en 

cualquier lugar del cuerpo. Al menos 58 tipos de HPV han sido identificados usando 

técnicas moleculares, estableciendo su relación con tipos particulares de tumores, 

(Fazel et al 1999). La replicación de los virus del papiloma depende del grado de 

diferenciación de los queratinocitos; las partículas virales maduras sólo se detectan en 

los núcleos de los estratos granuloso y córneo. El HPV, a diferencia de otros virus, no 

crece en cultivos celulares de una manera que permita la realización de ensayos 

antivirales adecuados. Por otro lado, en contraste a los herpesvirus que codifican 72 

proteínas virales, el HPV codifica sólo 8 tipos de proteínas, carecen de proteasas, ADN 

polimerasa, o de enzimas involucradas en el metabolismo de los nucleótidos (Muñoz et 

al 2004). 

La organización del genoma (Figura 3), es la misma para los diferentes tipos de HPV y 

consiste en tres regiones:  

E (early-temprana): contiene genes para la codificación de proteínas reguladoras, 

transformadoras y replicadoras. 

L (late-tardía): contiene genes para la codificación de proteínas estructurales de la 

cápside. 
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La LCR (del inglés: long control region; región larga de control): contiene secuencias 

promotoras y aumentadoras de la transcripción, así como secuencias que controlan el 

inicio de la replicación (Zur Hausen, 2000). 

 

Figura 3. A: estructura de los viriones de HPV; B: genoma de HPV. Tomado de 

http://www.medwave.cl/ciencia/15.act   

 

A las proteínas E se les designa como E1, E2, E4, E5, E6 y E7 y se pueden detectar en las 

áreas proliferativas del epitelio infectado y controlan la replicación y expresión génica 

viral, incluyendo las propiedades oncogénicas. Por otro lado los genes L de los cuales 

existen dos: L1 y L2, se encargan de codificar en forma tardía y conforman las 

proteínas estructurales del virus y se expresan solamente en los sectores diferenciados 

del epitelio (capas más superficiales) (Zur Hausen, 2002). (Tabla 1). 
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FUNCIÓN DE LAS PROTEÍNAS DE HPV 

PROTEÍNAS VIRALES FUNCIONES 

TEMPRANAS  

E1 Replicación del ADN viral y 

mantenimiento episomal. 

E2 Transcripción viral, replicación y 

transformación. 

E4 Modifica el citoesqueleto para permitir la 

liberación del virus. 

E5 Proteína transformante, interactúa con 

receptores de factores de crecimiento. 

E6 Proteína transformante que inactiva la 

proteína p53 e inhibe la apoptosis. 

E7 Proteína transformante que interfiere con 

Rb y reactiva la síntesis de ADN del 

huésped. 

TARDÍAS  

L1 y L2 Principales proteínas de la cápside: L1 

constituye el 80% y L2 el 20%. 

Tabla 1. Función de las proteínas del HPV (Zur Hausen, 2000) 

Las proteínas virales tempranas o no estructurales codificadas por los genes E no 

forman parte de la estructura de la partícula viral, se sintetizan tempranamente 

durante la replicación viral y poseen funciones relacionadas con este proceso y con la 

capacidad de transformación celular. Las proteínas tardías o estructurales son 

codificadas por los genes L y son las que forman parte de la estructura viral. 
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3.3 Tipos y Clasificación de HPVs. 

La clasificación vigente del HPV se basa en forma exclusiva en la caracterización del 

genoma; se considera que se trata de un nuevo tipo si la región L1 (la parte menos 

variable del genoma del HPV) presenta una homología menor de 90% con otro tipos 

conocidos de HPV. Cuando la homología se sitúa en el rango de 90 a 98%, se considera 

que es una variante. Los tipos designados por números y los subtipos con letras, 

siguiendo un orden cronológico con respecto a su descripción. De esta manera han 

sido identificados más de 130 tipos, aunque sólo unos 89 han sido completamente 

caracterizados (Beutner, 1997). Estas variaciones confieren a los diferentes tipos, 

subtipos y variantes de HPV diferente capacidad antigénica y diferente potencial 

oncogénico (Brady et al 1999).  

Los tipos virales de HPV se clasifican en grupos de bajo, intermedio y alto riesgo, de 

acuerdo a la frecuencia con que se encuentren asociados a lesiones premalignas o 

cáncer invasor. Los tipos virales de HPV-16 y HPV-18 son considerados tipos de ALTO 

RIESGO ya que son comúnmente detectados en lesiones displásicas severas y cáncer 

invasor de cérvix (Picconi et al 2000) así como otros tipos de cáncer como de vulva, 

pene, ano y orofaringe (García-Sicilia, 2006; Muñoz, 2006). Los tipos virales como el 

HPV-6 y HPV-11 entre otros son denominados de BAJO RIESGO por hallarse 

principalmente asociados a condilomas (verrugas genitales), las displasias leves y la 

papilomatosis laríngea recurrente (Tabla 2), (Zur Hausen, 2000). 

CLASIFICACIÓN HPV 

TIPO DE HPV RIESGO ONCOGÉNICO 

16, 18, 45, 56 ALTO RIESGO 

31, 33, 35, 51, 52 RIESGO INTERMEDIO 

6, 11, 34, 42, 43, 44 BAJO RIESGO 

Tabla 2. Algunos tipos de HPV y su clasificación de acuerdo al riesgo oncogénico que 

representan (Picconi et al 2000; Zur Hausen, 2000). 
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Según la Organización Panamericana de la Salud, el tipo 16 es el factor viral oncogénico 

de alto riesgo más prevalente para el cáncer cervical, ya que es responsable del 50-

60% de los casos de cáncer cervical que ocurren en el mundo (Clifford et al 2003; Zur 

Hausen, 2006). También se ha identificado que los tipos 18, 45, 58, 33 y 31 son 

dominantes en América Latina (Muñoz et al 2004). 

Además los HPV´s se pueden clasificar de acuerdo al tipo de lesión que provoca así 

como el lugar donde los diferentes tipos son capaces de infectar como en la piel, lo 

que puede provocar tumores de cabeza, cuello y el área anogenital. En la mayoría de 

estas lesiones se ha confirmado la etiología viral mediante estudios citológicos e 

histológicos (Kurmman et al 1998). El HPV-5 y HPV-8 están comúnmente asociados con 

epidermodisplasias que pueden progresar a cáncer de piel (Howley, 2001). 

3.4 Factores de Riesgo 

La edad de comienzo de las relaciones sexuales y la actividad sexual constituyen los 

dos factores de riesgo más importantes para la adquisición del virus del papiloma 

humano (Kahn et al, 2002; Vidart, 2007). Cuanto más precoz sea el inicio de las 

relaciones, mayor probabilidad de infección tienen las mujeres. Teniendo en cuenta 

que el HPV tiene especial atracción por las células cilíndricas de la capa basal de los 

epitelios, los cambios metaplásicos que aparecen de forma natural en la adolescencia 

en estas capas, son un terreno idóneo para su adquisición, sobre todo, en la zona de 

cuello del útero. En cuanto a la actividad sexual, tiene especial importancia, el número 

de compañeros (Kahn et al, 2002; Vidart, 2007). Otros factores que pueden influir en la 

adquisición y persistencia son: 

El tabaco, que parece aumentar la inmunosupresión local, presentando en las 

fumadoras el doble de riesgo (Vidart et al 2007; Plummer et al 2003; Castellsage et al 

2003). La paridad, cuantos más hijos y en edades más tempranas, más riesgo, por 

debajo de los 20 años el riesgo es aún mayor (se multiplica por tres (Castellsage et al, 

2003)). El uso de anticonceptivos hormonales durante más de 5 años así como la 

coinfección con virus de herpes simple, clamidias y otras enfermedades de transmisión 

sexual, aumentan el riesgo. Alteraciones inmunológicas como son la inmunosupresión 
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y el HIV (virus de inmunodeficiencia adquirida, de sus siglas en inglés) facilitan la 

infección por HPV. La dieta, una alimentación rica en folatos, retinol, y vitaminas como 

la E parece ser protectora contra la infección por HPV (Trottier et al 2006, Muñoz et al 

2006). 

3.5 Transmisión 

La infección por HPV se considera una enfermedad de transmisión sexual. El varón 

actúa como portador y suele tener lesiones subclínicas. El preservativo no protege 

totalmente aunque sirve para prevenir las coinfecciones que incrementan el riesgo y la 

aparición de otras lesiones producidas por el virus, los condilomas acuminados 

(protección 60-70%) (Winer et al 2006, Lancey et al 2006). Se ha observado que en los 

tres primeros meses del comienzo de las relaciones sexuales, más de un 50% de las 

adolescentes pueden adquirir al menos un tipo de HPV, viéndose en la literatura que 

en las adolescentes sexualmente activas hay una tasa de prevalencia de un 28.5% en el 

primer año, llegando hasta el 50% en los tres primeros años (Winer et al 2006). 

3.6 Epidemiología del Cáncer Cérvicouterino 

Los primeros estudios epidemiológicos acerca del cáncer cérvicouterino fueron 

conducidos por Rigoni en 1842, quien encontró que la incidencia de esta patología era 

mayor en mujeres casadas y viudas, que entre mujeres solteras, lo que determinó un 

primer indicio de que el comportamiento sexual jugaba un papel importante como 

factor de riesgo para esta enfermedad (Muñoz et al 2004). Actualmente el cáncer 

cérvicouterino continúa siendo un problema de salud pública, posesionándose a nivel 

mundial como el segundo cáncer más común en mujeres después del cáncer de seno 

con cerca de medio millón de casos nuevos al año y alrededor de 300, 000 muertes 

(Kahn, 2009). 

3.7 Ciclo Viral 

El ciclo viral de todos los tipos del papiloma humano es regulado por el estado de 

diferenciación de la célula hospedera, el queratinocito. La infección se inicia en células 

madre o células de amplificación transitoria de la capa basal del epitelio que se vuelve 
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susceptible a la infección a través de micro lesiones. En la entrada, el DNA viral se 

establece en el núcleo como elementos extra cromosomales, y el promotor temprano 

es activado. Como resultado de un incremento de la expresión  de proteínas de 

replicación E1 y E2, los genomas virales son rápidamente amplificados de 50 a 100 

copias episomales por célula. Tras esta fase inicial de establecimiento, el número de 

copias, el DNA es distribuido entre ambas células hijas, posteriormente se mantiene 

constante, y la replicación ocurre en sincronía con la del DNA celular. Mientras las 

células infectadas con HPV se dividen, una célula hija migra lejos de la capa basal y 

provee un repertorio de DNA viral a otra célula que posteriormente se dividirá (Mao, 

2006). 

 La otra célula hija que se mantiene en la capa basal provee un reservorio continuo de 

células indiferenciadas con el DNA viral en estado latente. Dado que la producción de 

virus del papiloma humano es limitado en las células suprabasales, es la razón por lo 

cual continúan proliferando (Figura 4). Esta dependencia en la proliferación permite a 

la célula infectada persistir en las capas basales por periodos muy prolongados, hasta 

años (Stubenrauch, 1999; Laiminis, 1998). Cuando las células infectadas con HPV se 

diferencian, el promotor tardío es activado y la fase productiva del ciclo viral se 

dispara, lo que lleva a la amplificación del DNA viral en cientos de copias, se expresan 

los genes tardíos y se ensamblan los viriones. (Figura 4). En un epitelio normal, las 

células de desarrollo transitorio se dividen, dando origen a células hijas que salen del 

ciclo celular. Las células infectadas con HPV experimentan una última fase S en la 

diferenciación suprabasal. Las células replican el genoma del HPV en grandes 

cantidades antes de empaquetarse nuevamente en la cápside. En los tipos de HPV de 

alto riesgo, el bloqueo en la salida del ciclo celular y la inducción de la fase S en la 

célula suprabasal son mediadas por las proteínas E6 y E7 (Fawett, 1999). 

Principalmente a través de las actividades de estas proteínas E6 y E7, el HPV altera la 

regulación del ciclo celular y mantiene un subconjunto de células infectadas activas en 

el ciclo celular, asegurando la expresión de factores celulares necesarios para la 

replicación del DNA viral (Chong et al 1991).   
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Figura 4. Ciclo viral y de infección por VPH (Frazer, 2009) 

La expresión de E6 y E7 también es necesaria para facilitar la permanencia estable de 

elementos extra cromosomales. El riesgo de estas dos proteínas es que ambas son 

multifuncionales e interactúan con muchas proteínas celulares, y su papel como 

oncoproteínas está bien caracterizado (Thomas et al 1999). Las proteínas E7 de HPV de 

alto y bajo riesgo son proteínas nucleares que consisten en cerca de 100 aminoácidos 

divididos en tres regiones conservadas: un dominio amino terminal (CR1), un dominio 

central que contiene LXCXE con sitio de unión para pRb (CR2) y un dominio carboxi 

terminal que contiene dos motivos de zinc tipo dedos (CR3) (Gage et al 1990; Phelps et 

al 1988). La habilidad de E7 de unirse y degradar miembros de la familia Rb es una 

importante función de las proteínas de alto riesgo. Las  proteínas E7 de bajo riesgo 

también se unen a pRb pero con una afinidad reducida (Munger et al 1989). Los 

miembros de la familia Rb (pRb, p107, p130) son instrumentos en el control de la 

progresión del ciclo celular principalmente a través de la regulación de la familia de 

factores de transcripción E2F (Dyson et al 1989; Dyson, 1998; Nevins, 1992). E7 se une 

a Rb fosforilándola, dando como resultado la liberación de factores E2F que son 

necesarios para la transcripción de genes involucrados en la proliferación y progresión 

del ciclo celular. Lo que permite que el ciclo celular avance de G1 a S, G2 y M. En 

condiciones normales, en la fase M la pRb se desfosforila por acción de una fosfatasa; 
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entonces, la proteína pRB puede unirse nuevamente a E2F y bloquear el ciclo celular 

en G1. Después del rompimiento del control del ciclo celular, las células epiteliales 

proliferantes, disminuyen los marcadores de diferenciación y son blancos de 

alteraciones genéticas adicionales por convertirse en células neoplásicas (Stubenrauch 

et al 1999). Las interacciones de E7 con Rb no parecen ser tan importantes para el 

mantenimiento de episomas estables así como otras interacciones.  

La mejor caracterización de la actividad de E6 es su habilidad de unirse y mejorar la 

degradación de p53 (proteína supresora del tumor) lo que da como consecuencia la 

inactivación de esta proteína a través de la ubiquitinación por el mecanismo del 

proteasoma (Scheffner et al 1990; Werness et al 1990). Esto resulta en una habilidad 

reducida por parte de la célula del hospedero para comprometer los puntos de control 

del ciclo celular y respuestas apoptóticas. De cualquier modo, las proteínas E6 de alto y 

bajo riesgo han mostrado perturbar la transactivación potencial de p53. La abrogación 

de la actividad transcripcional de p53 puede ser lograda por la interferencia con la 

unión de p53 a los sitios de reconocimiento de su DNA (Galloway et al 1996). E6 

también presenta una activa función de tolerancia. 

Se ha demostrado que tanto E6 como E7 son capaces de modular vías pro y anti 

apoptóticas, dependiendo del tipo celular y condiciones experimentales (Finzer et al 

2002, Garnett et al 2006).  

3.8 Vacunas contra el Cáncer Cérvicouterino 

La vacunación es la forma más efectiva de prevenir enfermedades infecciosas, sin 

embargo, la mayoría de las vacunas se han desarrollado de manera empírica con 

relativamente un bajo entendimiento de los mecanismos inmunitarios que medían su 

eficacia (Stanley et al 2008). 

Las vacunas profilácticas tienen como objetivos prevenir el cáncer de cuello y las 

lesiones precancerosas, con la consiguiente disminución de la mortalidad, y la 

disminución de los costos por la infección (DCSC, 2007). 
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Las vacunas contra el HPV se han conseguido por medio de la ingeniería genética, 

mediante recombinación, obteniéndose la síntesis de la proteína de la cápside L1 que 

se ensambla, formando una partícula tipo viral (virusl-like) de cápside vacía, 

induciendo la respuesta inmunitaria y la formación de anticuerpos neutralizantes por 

simulación de la morfología del virus. Hay dos vacunas en el mercado; Gardasil® 

(aprobada por la EMEA en 2006), y sintetizada en Saccharomyces cerevisiae (EMEA, 

2006; Villa et al 2005) y Cervarix® producida por el sistema de baculovirus en 

Spodoptera frugiperda Sf-9 y Trichoplusia ni Hi-5 en células de insecto. (Aprobada por 

la EMEA en 2007), (EMEA, 2007; Harper et al 2004).  

Éstas vacunas tienen buena tolerancia y pocos efectos secundarios. El rango de edad 

para su administración se sitúa entre los nueve y 26 años, aunque lo ideal es previo al 

inicio de las relaciones sexuales (Martinón et al 2006). Los resultados de protección 

frente al HPV, en este momento, son del 100% tanto para 16 y 18 (Gardasil® y 

Cervarix®) como para el 6 y 11 (Gardasil®). Sin embargo éstas no son vacunas curativas, 

lo que conlleva a que si la paciente que recibe la vacuna ya está infectada por algún 

tipo de los virus; ésta no hará que desaparezca, pero si evitará el contagio por el resto 

de los tipos. Por este motivo se ha planteado la administración de la vacuna previa al 

contacto. (EMEA, 2006; EMEA, 2007). Se deben administrar las tres dosis según el 

esquema de cada vacuna en ficha técnica dado que aún no hay resultados 

concluyentes de lo que ocurre con sólo dos dosis. Según la EMEA (European Medicines 

Agence) se recomienda las tres dosis dentro del primer año, pero si se interrumpe no 

es necesario volver a iniciar la vacunación. 

4.  VLPs 

Las partículas tipo virales (VLPs de sus siglas en inglés Virus Like Particles), son esferas 

altamente organizadas que se autoensamblan de estructuras antigénicas derivadas de 

virus. Estas partículas subvirales estables y versátiles poseen excelentes propiedades 

adyuvantes capaces de inducir una respuesta inmune innata. Las vacunas 

comercializadas basadas en VLPs han sido exitosas al proteger a los humanos de la 

infección de virus como el de la hepatitis B (HBV) y el HPV y actualmente es estudiado 
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su potencial de combatir otras infecciones y enfermedades como el cáncer. Estas VLPs 

se hacen a partir de proteínas de la cápside de los virus blanco o de secuencias 

peptídicas identificadas como partes inmunogénicas ideales para inducir una buena 

respuesta (Ludwing et al 2007). 

Los virus son vehículos de 15-400nm de tamaño que envuelven su información 

genética con una capa formada principalmente de proteína y, a veces rodeada por una 

bicapa lipídica derivada de la membrana celular de la célula hospedera. Estas VLPs 

representan cáscaras virales vacías y sin embargo son capaces de inducir respuestas 

inmunes. Según la naturaleza de estas partículas, las VLPs proveen una ventaja 

inherente sobre antígenos solubles que han mostrado no ser efectivos en muchas 

vacunas propuestas debido a que son débilmente inmunogénicas o inestables. Debido 

a que las VLPs no son infecciosas ni se replican, también representan la alternativa más 

segura para atenuar virus. (Ludwing et al 2007).  

Estas partículas están formadas principalmente por la proteína L1 del HPV, que como 

ya se mencionó son similares a partículas tipo virales vacías formadas durante la 

replicación del HPV, aunque las partículas naturales también contienen a la proteína 

L2. Las vacunas recombinantes contra el HPV, están basadas en L1 (Grgacic et al 2006). 

Esto es porque las vacunas profilácticas están dirigidas a proteínas tempranas de la 

cápside del virus, ya que son antígenos ideales en etapas tempranas de infección, por 

esta razón, es importante utilizar proteínas tardías como antígenos en vacunas con 

fines terapéuticos, ya que son blancos ideales para una respuesta contra el virus en el 

caso de infecciones más avanzadas (Kaufmann et al 2007). 

4. 1 VLPs quiméricas 

En otros casos las VLPs han sido estudiadas como plataformas para la presentación de 

epítopes extraños y moléculas blanco en las VLPs quiméricas (cVLPs). Esto puede 

lograrse a través de modificaciones en las secuencias de las VLPs, de tal manera que las 

proteínas de las VLPs se fusionan con las proteínas ajenas y se unen  durante una 

nueva síntesis (Biemelt et al 2003). Las VLPs quiméricas proveen un medio para la 

incorporación de antígenos heterólogos, incluyendo antígenos que son incapaces de 
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autoensamblarse en partículas (como los epítopes CTL y fragmentos de proteínas), y 

antígenos de virus donde la partícula viral intacta pueda no tener una 

inmunogenicidad óptima (como HIV) (Zur Hausen, 2002; Ludwing et al 2007). Las VLPs 

quiméricas pueden consistir en  VLPs homólogas ensambladas con la fusión de 

epítopes de otro o de múltiples cepas de virus o epítopes adicionales al núcleo de la 

estructura de la VLP. La construcción de las VLPs puede estar influenciada por el hecho 

de que sean para hacer vacunas profilácticas o terapéuticas, ya que éstas últimas 

requieren de la inclusión de epítopes específicos para las células T CTL. La efectividad 

de las VLPs como vacunas terapéuticas puede ser asistida por adyuvantes. Las VLPs 

quiméricas ofrecen un enorme potencial selectivo debido a la presentación de 

epítopes múltiples, pero su éxito depende de una clara comprensión de la correlación 

de la inmunidad ya sea la protección o la aniquilación, incluyendo la selección de los 

epítopes más relevantes para la eficacia de la vacuna (Grgacic et al 2006).  

Con el objetivo de aumentar el número de blancos inmunogénicos contra el HPV de 

alto riesgo se han construido quimeras fusionando secuencias antigénicas en los 

extremos C- terminal, en el C-terminal truncado o reemplazando secuencias de las 

proteínas estructurales L1 o L2. Así, se ha fusionado la secuencia completa o parcial de 

E7 del HPV-16 a proteínas estructurales (Freyschmidt et al 2004; Muller et al 1997).  

Recientemente se publicaron los resultados del primer estudio clínico del uso de cVLP 

para el tratamiento de pacientes infectadas con HPV-16 presentando NIC2/3 de alto 

grado (Kaufmann et al 2007). En este trabajo probaron una quimera expresada en 

baculovirus, constituida por L1 del HPV-16 truncada en el extremo carboxilo terminal, 

a la cual se añadieron los residuos 1-55 de E7 de HPV-16 en el extremo amino terminal. 

El tratamiento consistió de 2 dosis parenterales de 75 o 250 µg en pacientes 

voluntarias a las que se les evaluó la reducción del tamaño de sus lesiones, reducción 

en el grado de NIC y la pérdida de DNA viral. La vacunación resultó en un aumento en 

la concentración de anticuerpos contra L1 de hasta 100 veces más altos que los títulos 

normales del grupo placebo. También se observó estimulación de respuesta inmune 

celular contra las dos proteínas. Este tratamiento resultó seguro y marca la pauta para 

la generación de otras estrategias en cuanto al diseño y desarrollo cVLP. 
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4.2 Expresión de VLPs en plantas 

Las plantas como el tabaco, la papa y el jitomate ofrecen un método eficiente y barato 

para la producción de VLPs debido a que estas VLPs producidas en plantas han 

mostrado ser altamente inmunogénicas en diversos estudios que se han realizado por 

ejemplo; en ratones se probó la ingestión oral de VLPs que contienen materia de 

plantas con resultados prometedores (Huang et al 2005). 

Se ha estudiado el uso de las plantas para la expresión de antígenos vacunales con el 

objetivo de desarrollar material proveniente de plantas procesado mínimamente por 

ingestión (Mason et al 2002).  

Aprovechando las bondades de las plantas como sistemas de expresión, varios grupos 

han expresado antígenos del HPV en tejido vegetal con la finalidad de usar el material 

transgénico para realizar pruebas inmunológicas en contra de una infección de este 

virus. Se logró expresar de forma transitoria la oncoproteína E7 del HPV-16 en hojas de 

Nicotiana benthamiana usando como vector el virus X de la papa (Franconi, et al 

2002). Los extractos foliares se usaron para inmunizar ratones los cuales presentaron 

disminución en sintomatología comparado con el grupo control y protección contra un 

reto tumoral. El uso de partículas tipo virus como vacuna en contra de la infección del 

HPV es la terapia profiláctica más prometedora hasta el momento (Rambout et al 

2007). Por ello existe gran interés en la expresión del gen estructural L1 en diferentes 

sistemas de expresión, incluyendo plantas. Por otro lado, dado a la alta expresión de 

los genes tempranos en infecciones activas, las vacunas terapéuticas contra el HPV 

deberían utilizar proteínas tempranas como antígenos. Las proteínas E6 y E7, que 

como se dijo antes, son muy importantes para la inducción y mantenimiento de la 

oncogénesis y son coexpresadas en la mayoría de los carcinomas cervicales, 

representan blancos muy importantes para el desarrollo de una inmunoterapia 

(Franconi et al 2002; Wilson et al 2003). Se ha demostrado que estas proteínas 

contienen varios epítopes de células T citotóxicas que juegan un papel muy importante 

en contra de infecciones virales y lesiones cancerígenas (Ressing et al 1995). 
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4.3 Construcción de líneas de jitomate TA234L1Mut HPV-16 y TA234L1Mut HPV-16 

E6E7 y Transformación de Jitomate. 

Las dos líneas de plantas de jitomate transgénico se construyeron en la Unidad de 

Biotecnología e Ingeniería Genética de Plantas del CINVESTAV Guanajuato  (Paz de la 

Rosa et al 2006) de la siguiente manera: se utilizó la clona del gen optimizado L1Mut 

del HPV-16 (Collier et al 2002) que fue donada por el Dr. Stefan Schwartz y amplificada 

mediante PCR con los oligos 5': 

CCGCTCTCGAGAATATGAGCCTGTGGCTGCCCAGCGAGGCC y el oligo 3': 

CCGCTACGGTACCTTACAGCTTACGTTTTTTGCGTTTAGCAG. Posteriormente fue clonada 

en los sitios XhoI al 5' y el KpnI al 3' en el vector binario pCAMBIA 2300 bajo el 

promotor constitutivo 35S CaMV y el terminador del mismo 35S como secuencia de 

poliadenilación. Posteriormente, se diseño un péptido de epítopes que contienen 

secuencias reportadas de los oncogenes E6 y E7 del HPV-16 con actividad citotóxica 

mediada por células T (Kadish et al 2002, Khammanivong et al 2003, Ressing et al 

1995). La secuencia de aminoácidos que conforman el péptido sintético comienza con 

los aminoácidos (37-54) E7:(49-57) E7:(16-30) E6:(86-93)E7 y termina con la secuencia 

de envío a retículo endoplásmico SEKDEL 

(EIDGPAGQAEPDRAHYNIVTFPARKLPQLCTELQTTITLGIVCPISEKDEL). Estos epítopes son 

reconocidos por ratones C57BL/6 los cuales tienen el  haplotipo H-2b. Esta secuencia 

fue sintetizada por la compañía Genescript y se fusionó al extremo 3' del gen L1Mut 

HPV-16 remplazando la secuencia de los últimos 34 aminoácidos del extremo carboxilo 

terminal de la proteína estructural mediante PCR para generar el gen quimérico L1Mut 

E6/E7. El gen quimérico, al igual que el gen L1Mut, fue clonado entre el promotor y 

terminador 35S CaMV y el cassette de expresión fue clonado en el vector pCAMBIA 

2300. Estos vectores contienen como gen de selección nptII que codifica para la 

enzima neomicina fosfotransferasa II la cual confiere resistencia al antibiótico 

kanamicina a las plantas transgénicas. El vector 2301 además del gen de selección 

nptII, tiene el gen reportero uidA que codifica para la enzima -glucuronidasa. Las 

construcciones se llamaron p2300L1MutHPV-16 a la que contiene la versión mutada 
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del gen L1 y p2300L1MutE6/E7HPV-16 a la que contiene la fusión con los epítopes 

citotóxicos E6/E7. 

La transformación y regeneración de jitomate (Solanum lycopersicum L.) se realizó de 

acuerdo al protocolo descrito por (Gutierrez et al 2005) usando el genotipo TA234 

donado por el Dr. Steve Tanksley de la Universidad de Cornell. Este protocolo consiste 

en la transformación de hojas cotiledonares de 8 días de edad, los cuales se 

sometieron a un cocultivo con la cepa de Agrobacterium que contenía un vector de 

transformación  y el compuesto fenólico acetosiringona 20µM. Los explantes se 

colocaron en medio selectivo, se promovió una organogénesis del tejido transformado 

mediante el uso de zeatina como regulador de crecimiento. Los brotes que resultaron 

se transfirieron a medio de enraizamiento con kanamicina 100mg/l. Las plántulas que 

desarrollan raíces bajo esta selección se pasaron a suelo y se crecieron en el 

invernadero.  
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACIÓN 

El uso de partículas tipo virales (VLPs) en estudios de Fase clínica II y III, mediante la 

aplicación de tres dosis de la vacuna tetravalente (Gardasil®, Merck SD) constituida por 

VLPs de HPV-16, -18, -6 y -11; o de la vacuna bivalente (Cervarix®, Glaxo SmithKline), 

constituida por VLPs de HPV-16 y -18, han mostrado tener alta efectividad profiláctica 

mediante la producción de anticuerpos neutralizantes para proteger a las mujeres de 

infecciones por HPV de los genotipos virales contenidos en las vacunas (Harper et al 

2004; Villa et al 2005; Mao et al 2006). No obstante, en mujeres que presentan 

infección por  HPV o displasias de alto grado, la respuesta a la vacunación con estas 

VLPs ha sido poco eficiente. Por lo tanto, surge la necesidad de generar VLP´s 

quiméricas con capacidad terapéutica, que contengan epítopes derivados de las 

proteínas oncogénicas E6 y E7, frecuentemente encontradas en las células infectadas 

por HPV o células tumorales de cáncer cérvicouterino, los cuales pueden ser blancos 

idóneos para ser reconocidos por linfocitos T citotóxicos y en su caso eliminar a las 

células infectadas (Lin et al 2010). En modelos de vacunación de ratones con VLP´s, 

híbridos de la proteína L1 de HPV/E7 HPV16 y capsómeros de L1 de HPV16, la 

inducción de linfocitos T citotóxicos además de anticuerpos neutralizantes hacia 

epítopes específicos de la proteína L1 han mostrado una efectiva protección continua 

hacia el reto subsecuente con viriones infecciosos y células tumorales infectadas por 

HPV-16 en los animales inmunizados (Xu et al 2006; Bian et al 2008). Recientemente, 

en el laboratorio del Dr. Gómez-Lim de la Unidad de Biotecnología e Ingeniería 

Genética de Plantas del CINVESTAV Guanajuato, se logró la expresión en plantas de 

jitomate TA234-L1MutE6E7HPV-16, de VLPs quiméricas (cVLPs) constituidas por la 

proteína L1 y epitopes de las proteínas E6 y E7 de HPV-16 (Paz de la Rosa, 2009). En 

consecuencia, en el presente estudio se analiza el efecto terapéutico de las cVLPs 

derivadas de la planta transgénica de jitomate. A través de un modelo in vivo con 

ratones de la cepa C57BL/6, se evalúa si después de la inmunización con cVLP´s, es 

posible inducir protección de los animales inmunizados contra el reto tumoral de 

células TC-1. Este estudio será de gran relevancia para evidenciar el potencial 

terapéutico de estas cVLPs y con base en ello establecer los mecanismos celulares 
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efectores inducidos tras la vacunación. 
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HIPÓTESIS 

El desarrollo del cáncer cérvicouterino se asocia estrechamente con la infección por 

HPV, por tanto, se ha propuesto que proteínas virales, como E6 y E7, que son sobre-

expresadas en células  infectadas por virus o células transformadas (tumorales), sean 

candidatos idóneos para reconocimiento inmune por medio de linfocitos T citotóxicos. 

De hecho, se han identificado varios epítopes derivados de las proteínas oncogénicas 

E6 y E7 de HPV-16 capaces de generar respuestas citotóxicas específicas por linfocitos 

T. Asimismo la vacunación de ratones con algunos epítopes ha demostrado tener 

propiedades antitumorales. Recientemente se logró construir partículas tipo virales 

quiméricas (cVLP) conteniendo epítopes derivados de las proteínas E6 y E7 de HPV-16. 

En consecuencia la inmunización de ratones con partículas tipo virales quiméricas 

inducirá la respuesta inmune celular mediada por  linfocitos T citotóxicos específicos 

capaces proveer protección ante un reto tumoral con células que expresen las 

proteínas oncogénicas E6 y E7 de HPV-16.  
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OBJETIVO GENERAL 

Evaluar la respuesta inmune celular inducida mediante la inmunización con partículas 

tipo virales obtenidas en plantas de jitomate constituidas por la proteína estructural L1 

(VLPs) y L1 con antígenos de las oncoproteínas E6 y E7 de HPV-16 (cVLPs), en ratones 

de la cepa C57BL/6.  

OBJETIVOS PARTICULARES 

Obtener y purificar partículas tipo virales de plantas de jitomate transgénico de las 

líneas TA234-L1MutHPV-16 (VLPs) y TA234-L1MutE6E7HPV-16 (cVLPs). 

Evaluar la capacidad citotóxica específica de linfocitos T CD8+  de ratones inmunizados 

con VLPs y cVLPs. 

Analizar la capacidad inmunoterapéutica de las VLPs y las cVLPs ante un reto tumoral.  
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Extracción de VLPs y cVLPs 

Las partículas tipo virales constituidas por la proteína L1 (VLPs) y partículas tipo virales 

quiméricas formadas por L1 con antígenos de E6 y E7 de HPV16 (cVLPs), fueron 

obtenidas a partir de frutos maduros de jitomate generados por el Dr. Miguel Angel 

Gómez-Lim en la Unidad de Biotecnología e Ingeniería Genética de Plantas del 

CINVESTAV Guanajuato. 

La extracción de los VLPS y cVLPs se realizó de la siguiente manera: a partir de los 

frutos maduros congelados en nitrógeno líquido, se muelen hasta formar un polvo 

fino. 150 g de tejido se disuelven en 150 ml de PBS estéril y se mantienen en agitación 

constante durante 12 hrs a 4 ◦C. Posteriormente, se centrifugó a 3000 rpm 

(revoluciones por minuto) durante una hora en frío y se recupera el sobrenadante de 

cada uno.  

Purificación de VLPs y cVLPs 

Los extractos de VLPs y cVLPs se filtran sobre papel Whatman y después con filtro 

Millipore de 0.8 µM. Posteriormente el extracto filtrado se hace pasar por una 

columna de afinidad preparada previamente con IgGs provenientes de suero de 

mujeres vacunadas con Gardasil®. Los anticuerpos IgG se purifican con proteína G-

Sefarosa y se acoplan a Sefarosa 4B CNBr-activada (Sigma). Después de la 

cromatografía, la columna de Sefarosa – IgG, se lava con 2000 µL de un primer buffer 

de lavado denominado buffer 1 que consiste en  50mM de Tris Base, 150 mM de NaCl 

y 5mM de EDTA, pH 7.8, después se hace otro lavado con 4000 µL de buffer 2 que 

contiene 150mM de NaCl y 5mM de EDTA, pH 7.8 y las VLPs o cVLP se eluyen con 1000 

µL de glicina 100 mM, pH 4.0. Las fracciones que contienen VLPs o cVLPs se neutralizan 

con 100 mM de Tris-HCl pH 9.0. La cantidad de VLPs o cVLPs purificadas se cuantifica 

mediante ELISA como se describe a continuación. 
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Cuantificación de VLPs y cVLPs por ELISA 

Se prepara un stock de Gardasil® (Merck SD) (vacuna tetravalente, constituida por VLPs 

de HPV-16, -18, -6 y -11) para hacer la curva patrón de 1000 ng/ml en un volumen de 

PBS de 1.5 ml. Para esto se ocupa la siguiente fórmula: 

C1V1=C2V2 

Si Gardasil® tiene una concentración de 240,000 ng/ml: 

V2= (1000 ng/ml) (1.5 ml)/(240,000 ng/ml) 

V2= 0.00625ml= 6.25 µL de Gardasil® en 1500 µL de PBS 

Si el stock es de [1000 ng/ml] x = [10 ng/ml] [1000 µL] 

X= [10 ng/ml] [1000 µL] / [1000 ng/ml] = 10 µL se toman del Stock para la curva patrón. 
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Estándares para la curva: 

Estándares Vol. Stock Vol. PBS 

10 ng 10 µL 

 

990 µL 

 

25 ng 25 µL 

 

975 µL 

 

50 ng 50 µL 

 

950 µL 

 

100 ng 100 µL 

 

900 µL 

 

250 ng 250 µL 

 

750 µL 

 

500 ng 500 µL 

 

500 µL 

 

Tabla 3. Estándares para la curva patrón. 

Preparación de Muestra: 

Para cada elusión se necesitan 300 µL así que ésta se diluye a una concentración de 

1/50, si el volumen a ocupar es de 400 µL entonces: 

400 µL/50= 8 µL de elución / 392 µL de PBS 

Una placa de ELISA de 96 pozos fondo plano (Corning, USA) es cubierta con 100 µL de 

cada preparación de la curva patrón y de las muestras de VLPs y cVLPs purificadas por 
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cromatografía de inmunoafinidad. Todas las muestras se evalúan por triplicado. La 

placa se incuba toda la noche a 4 ◦C.  

Al día siguiente se hacen dos lavados con TBS-0.1% tween 20 (TBS-tween20), 300 µL 

por pozo y se bloquea la placa con albúmina sérica bovina (BSA) al 2% en TBS-01% 

Tween 20 (200 µL por pozo). Las placas se incuban durante dos horas a 37 ◦C y después 

de este tiempo se lavan cuatro veces con TBS-tween 20. Posteriormente, como 

anticuerpo primario se utiliza suero de mujeres vacunadas con Gardasil® diluido 1:500 

en BSA al 2% (100 µL). Luego de incubar dos horas a 37 ◦C las placas se lavan seis veces 

con TBS-tween 20 y se incuban con 100 µL por pozo de anticuerpo secundario de cabra 

anti IgG humana conjugado con fosfatasa alcalina (Zymed) a una dilución 1:5000 en 

BSA al 2%. Las placas se incuban por dos horas más a 37 ◦C. Después de ocho lavados 

con TBS-tween 20, las placas se incuban con 100µl por pozo de sustrato para fosfatasa 

Sigma 104 disuelta en dietanolamina (0.06 g de fosfatasa disuelta en 10 ml de 

dietanolamina).  Finalmente se incuba por una hora a 37 ◦C y se lee a 405 nm en el 

lector de placas de ELISA (Molecular Devices). La concentración de VLPs o cVLPs se 

calcula con el promedio de las tres lecturas por muestra e interpolando en la curva 

estándar. 

Líneas Celulares y Animales Experimentales 

Se utilizó en este trabajo la línea celular TC-1 (cultivo tisular número 1) derivada de un 

carcinoma de pulmón de ratón y co-transfectada permanentemente con los genes E6 y 

E7 de HPV-16 junto con el gen c-Ha-ras (Lin et al 1996). Además se usó una línea 

celular T-C1 transfectada transitoriamente con la proteína L1.  

Se utilizaron ratones hembra de la cepa C57BL/6 (haplotipo H2-Db) de 6-8 semanas de 

edad (Harlan), mantenidos bajo condiciones estériles libres de patógenos.  

Inmunización de Ratones 

Cuatro grupos de cuatro ratones cada uno se inmunizaron de la siguiente manera: el 

primer grupo con 5 µg VLPs, el segundo grupo con 5 µg de cVLPs, el tercer grupo con 

100 µg de péptido RAHYNIVTF derivado de la proteína E7 de HPV16, el cual está 
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incluido en el péptido de epítopes E6/E7 de la cVLP y el cuarto grupo con 10 µg de la 

vacuna Gardasil®. Cada grupo se inmunizó tres veces en un lapso de 15 días entre cada 

dosis. Los ratones se sacrificaron después de 15 días de la tercera inmunización para 

remover el bazo y obtener linfocitos T que fueron utilizados en ensayos de 

citotoxicidad. 

Estimulación de Linfocitos T y Ensayos de Citotoxicidad 

Brevemente, los eritrocitos del tejido del bazo se lisaron con buffer ACK (0.15 M NH4Cl, 

10 ml KHC03, 0.1 ml Na2EDTA) y los linfocitos se mantuvieron durante 6 días en cultivo 

en medio IMDM (GIBCO) + 10% de SFB (Gibco), estimulados con el antígeno 

relacionado al tratamiento que recibieron los ratones. Los linfocitos de ratones 

inmunizados con péptido se estimularon con 10 µM de péptido RAHYNIVTF. Los 

linfocitos T obtenidos de ratones inmunizados con VLP se estimularon con 1 µg/mL de 

antígeno (VLPs, cVLPs, péptido o Gardasil®). A los días 2 y 5 de cultivo se adicionó IL-2 

(100µ/mL). Después de dos reestímulos, se llevaron a cabo los ensayos de 

citotoxicidad. Las células blanco que se utilizaron en el ensayo consistieron en la línea 

celular TC-1, derivada de un carcinoma de pulmón de ratón y transfectada 

permanentemente con los genes E6 y E7 de HPV-16 junto con el gen Ras (Lin et al 

1996); y TC-1 transfectadas transitoriamente con el gen L1 del HPV-16 (TC-1/L1). 

Aproximadamente 1x104 células blanco previamente marcadas con 5µCi de 51Cr, 

fueron incubadas con diferentes proporciones de linfocitos T CD8+ pre-estimulados y 

después de 4 hrs de co-cultivo se colectaron 100 µl del sobrenadante libre de células, 

se transfirieron a viales y se analizó la actividad del 51Cr liberado, a través de un 

contador gamma (B. D. Cobra II). Células blanco incubadas con 5% de Tritón X-100 

(Sigma USA) o con medio solo, fueron usadas para determinar la liberación máxima y 

espontánea respectivamente.  

El porcentaje de lisis de cada vial se calculó como:  

(liberación experimental-liberación espontánea) / (liberación máxima-liberación 

espontánea) x 100. 



Mariel Esperanza Toledo Guzmán 2010 

36 

 

Evaluación de la Respuesta Ante el Reto Tumoral 

Tres grupos de cuatro ratones cada uno, se inocularon (en la subdermis de la parte 

dorsal) con 1x106 células tumorales TC-1. Después de diez días se observó un 

crecimiento tumoral palpable de aproximadamente 1 cm3; dos de estos grupos de 

cuatro ratones cada uno, se inmunizaron vía intraperitoneal en un esquema de 

primera dosis y dos refuerzos cada 15 días con 5 µg de VLPs o cVLPs en emulsión con 

adyuvante de Freund (Sigma, USA). Como grupo testigo se monitoreo sólo el 

crecimiento tumoral sin ningún tratamiento.  

El crecimiento tumoral se fue midiendo con ayuda de un vernier para hacer una 

comparación del desarrollo del mismo entre los tres grupos (Bian et al 2008). Dicha 

medición se calculó como volumen tumoral y se utilizó la fórmula de: Volumen=largo x 

ancho2/2 (Paz de la Rosa, 2009). 

Los datos obtenidos de volumen tumoral fueron analizados para ver diferencias 

significativas entre el grupo control y los grupos experimentales usando una prueba de 

ANOVA de una cola. 
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RESULTADOS 

Obtención y purificación de partículas tipo virales (VLPs) de plantas de jitomate 

transgénico de las líneas TA234-L1MutHPV-16 y TA234-L1MutE6E7HPV-16. 

Para este estudio, primero fue necesario obtener y purificar las partículas tipo virales a 

partir de frutos de las líneas de jitomate transgénico TA234-L1MutHPV-16 (VLPs) y 

TA234-L1MutE6E7HPV-16 (cVLPs) congelados en nitrógeno líquido y purificarlos por 

medio de cromatografía de inmunoafinidad.  

Se realizaron dos extracciones a partir de 150 g de tejido cada una y se obtuvieron tres 

eluciones; posteriormente a través de ensayos de ELISA se cuantificaron las 

concentraciones obtenidas de VLPS y cVLPs, para después realizar la inmunización de 

los ratones con estas partículas. En las dos extracciones de VLPs se obtuvo la mayor 

concentración en la primera elución: 21.41 µg/ml y 25.73 µg/ml respectivamente, y 
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luego fue disminuyendo; en la segunda elución: 16.06 µg/ml y 23.17 µg/ml y la tercera 

elución 15.87 µg/ml y 18.48 µg/ml respectivamente (Gráfica 1 y Gráfica 2).  

En la tabla 4 se observan todas las concentraciones en µg/ml de las VLPs, obteniendo 

un total de 120.66 µg/ml. 

 

Gráfica 1. Primera extracción de Particulas Tipo Virales (VLPs). Concentraciones obtenidas de 

VLPs a partir de frutos de jitomate transgénicos en tres diferentes eluciones. 

 

Gráfica 2. Segunda extracción de  Particulas Tipo Virales (VLPs).  Concentraciones obtenidas de 

VLPs a partir de frutos de jitomate transgénicos en tres diferentes eluciones. 
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                                                             CONCENTRACIÓN DE VLPs 

ELUCIÓN 

 

EXTRACCIÓN 1      

(µg/ml) 

EXTRACCIÓN 2 

(µg/ml) 

1 21.34 25.73 

2 16.06 23.17 

3 15.87 18.48 

CONC. TOTAL   120.66 µg/ml  

Tabla 4. Cuantificación de VLPs a partir de dos extracciones de tejido de jitomate 

transgénico.  

La obtención de cVLPs se llevó a cabo de la misma manera que las VLPs y las 

concentraciones obtenidas en ambas extracciones en la primera elución fue más alta 

con 27.36 µg/ml y 37.18 µg/ml respectivamente, que las demás eluciones (23.35 

µg/ml, 6.85 µg/ml y 10.40 µg/ml, 6.04 µg/ml respectivamente) (Gráfica 3 y Gráfica 4). 

La concentración total de las cVLPs fue de 111.21 µg/ml (Tabla 5). 

 

 

Gráfica 3. Primera extracción de Partículas Tipo Virales quiméricas (cVLPs). Concentraciones 

obtenidas de cVLPs a partir de frutos de jitomate transgénicos en tres diferentes eluciones. 
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Gráfica 4. Segunda extracción de Partículas Tipo Virales quiméricas (cVLPs). Concentraciones 

obtenidas de cVLPs a partir de frutos de jitomate transgénicos en tres diferentes eluciones. 

CONCENTRACIÓN DE cVLPs 

 

 

 

 

 

 

Tabla 5. Cuantificación de cVLPs a partir de dos extracciones de tejido de jitomate 

transgénico. 

 

Estas concentraciones fueron obtenidas sacando el promedio de las muestras que se 

colocaron por triplicado en la placa, después este promedio se interpoló en la curva 

estándar que se realizó con la vacuna Gardasil y finalmente los resultados obtenidos 
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ELUCIÓN 

 

EXTRACCIÓN 1      

(µg/ml) 

EXTRACCIÓN 2 

(µg/ml) 

1 27.36 37.18 

2 23.35 6.85 

3 10.40 6.04 

CONC. TOTAL   111.21 gµ/ml  
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que estaban en ng/ml se transformaron a µg/ml para inyectarle a cada ratón del grupo 

correspondiente 5µg de VLP o cVLP.  

Para obtener el porcentaje de proteína total soluble (PTS) se realizó una prueba de 

Bradford al extracto de jitomate previo a la extracción de las VLPs, para esto se utilizó 

el reactivo Bradford (Sigma Reagent) siguiendo la metodología del inserto del reactivo, 

esto con la finalidad de saber la concentración total de proteína en la muestra y 

después, se comparó este total con la concentración final de VLPs dando como 

resultado un 0.05% de PTS. 

En la Unidad de Biotecnología e Ingeniería Genética de Plantas del CINVESTAV 

Guanajuato, por microscopía electrónica, se confirmó que las proteínas expresadas en 

jitomate conservaban la capacidad de ensamblarse en VLPs y cVLPs (Figura 6) (Paz de 

la Rosa, 2009).  

 

 

Figura 6. Estructuras de VLP y cVLP obtenidas en frutos jitomates. (A) VLPs de Gardasil® como 

control positivo. (B) Extractos de líneas L1Mut (VLP). (C) Extractos de líneas L1MutE6/E7 

(cVLP). (D) Extractos de plantas no transformadas. Las flechas señalan las partículas. Las barras 

indican 0.1µm. 

 

Evaluación de la capacidad citotóxica específica de linfocitos T CD8+  de ratones 

inmunizados con VLPs y cVLPs. 

Para analizar la capacidad citotóxica específica de linfocitos T CD8+  de ratones 

inmunizados con VLPs y cVLPs, se inmunizaron cuatro grupos de ratones de la cepa 

C57BL/6 (H-2b) con: VLPs, cVLPs, vacuna Gardasil® y péptido antigénico RAHYNIVTF 
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derivado de la proteína E7 de HPV-16. Posteriormente, se extrajeron linfocitos T del 

bazo y fueron re-estimulados in vitro con los antígenos utilizados en la inmunización, 

así como en presencia de 20 ng/mL  de interleucina-2 recombinante (rIL-2). Después se 

evaluó el efecto citotóxico de los linfocitos T CD8+ sobre células TC-1, las cuales están 

co-transfectadas con los genes E6, E7 de HPV-16 y c-Ha-ras, además de que presentan 

el mismo haplotipo H-2b (Bian et al 2008); asimismo se emplearon células TC-1 

expresando transitoriamente el gen de L1 de HPV-16 (TC-1/L1). Como puede 

observarse en la Gráfica 5 el grupo inmunizado con VLPs, sus linfocitos T CD8+ no 

mostraron lisis sobre las células tumorales en ninguna de las diferentes proporciones 

utilizadas, lo que significa que no hubo reconocimiento hacia las células tumorales TC-

1; mientras que los linfocitos T CD8+ derivados de ratones inmunizados con cVLPs si 

fueron capaces de lisar a las células tumorales TC-1 alcanzando un máximo de 23% de 

citotoxicidad en la proporción 1:100.  

 

 

Gráfica 5. Actividad citotóxica de los linfocitos T CD8+ de ratones inmunizados con VLPs o 

cVLPs derivadas de jitomate. La actividad de linfocitos T citotóxicos fue evaluada sobre células 

tumorales epiteliales de pulmón TC-1 que expresan las proteínas E6 y E7 de HPV-16. B: células 

banco, E: células efectoras. 
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Cuando las células TC-1 fueron transfectadas de manera transitoria con el gen de L1 de 

HPV-16 (TC-1/L1), los linfocitos T CD8+ derivados de los ratones inmunizados con VLP y 

cVLP, fueron capaces de lisar a las células tumorales TC-1/L1, siendo la proporción 

1:100 donde la citotoxicidad alcanzó un porcentaje de 40% y 31% respectivamente 

(Gráfica 6). 

 

 

Gráfica 6. Actividad citotóxica de los linfocitos T CD8+ de ratones inmunizados con VLP o cVLP 

derivadas de jitomate. La actividad de linfocitos T citotóxicos fue evaluada sobre células 

tumorales epiteliales de pulmón TC-1 transfectadas transitoriamente con el gen de L1 de HPV-

16 (TC-1/L1). B: células blanco, E: células efectoras. 

 

Asimismo, cuando linfocitos T de ratones inmunizados con la vacuna Gardasil® fueron 

retados contra las células TC-1/L1, se observó un 30% de citotoxicidad a una 

proporción de 1:100 (Gráfica 7). Como control positivo de la actividad citotóxica, 

ratones C57BL/6 fueron inmunizados sólo con el péptido antigénico RAHYNIVTF 

derivado de la proteína E7 de HPV-16, el cual está incluido en el péptido de epítopes 
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E6/E7 de la cVLP. Los resultados obtenidos demuestran que los linfocitos T citotóxicos 

derivados de estos ratones fueron capaces de lisar a las células TC-1 (Gráfica 8). 

  

Gráfica 7. Actividad citotóxica de los linfocitos T CD8+ de ratones inmunizados con la vacuna 

Gardasil®. La actividad de linfocitos T citotóxicos  fue evaluada sobre células tumorales 

epiteliales de pulmón TC-1 transfectadas transitoriamente con el gen de L1 de HPV-16 (TC-

1/L1). B: células blanco, E: células efectoras. 
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Gráfica 8. Actividad citotóxica de los linfocitos T CD8+ de ratones inmunizados con el péptido 

antigénico RAHYNIVTF de la proteína E7 de HPV-16. La actividad de linfocitos T citotóxicos fue 

evaluada sobre células tumorales epiteliales de pulmón TC-1 que expresan las proteínas E6 y 

E7 de HPV-16. B: células blanco, E: células efectoras. 

 

Análisis de la capacidad inmunoterapéutica de las VLPs y las cVLPs ante un reto 

tumoral.  

Una vez que se demostró que in vitro los linfocitos T derivados del bazo de ratones 

inmunizados con VLPs derivados de jitomate fueron capaces de lisar a las células 

tumorales TC-1, y dado que la respuesta inmune celular es mediada por los linfocitos T 

citotóxicos, la cual es requerida para la eliminación de células infectadas por virus o 

células tumorales, se procedió a evaluar el efecto terapéutico de la inmunización con 

VLPs derivadas de las plantas transgénicas ante un reto tumoral. Para ello, ratones de 

la cepa C57BL76, fueron inoculados en la parte dorsal con 1x106 células tumorales TC-

1, y se evaluó si ratones que desarrollaban tumores respondían a la vacunación. Al 

décimo día de la inoculación con células TC-1 se observó crecimiento tumoral y se 

inició la aplicación de 5µg de VLPs y cVLPs respectivamente cada 15 días y se procedió 
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a evaluar su efecto sobre el crecimiento tumoral. Como puede apreciarse en la Gráfica 

9, en el grupo sin vacunación el tumor llegó a alcanzar un volumen de 16 cm3 en 

promedio; mientras que en el grupo que recibió 3 aplicaciones de cVLPs, se observó 

una reducción del 50% en el crecimiento tumoral (7 cm3). En tanto que en ratones 

inmunizados con VLPs la reducción del tamaño tumoral fue cercano al 20% (12 cm3) 

hasta el día 45 después de la inoculación de las células tumorales (Gráfica 10). Los 

resultados de los grupos de cVLP y VLP fueron comparados respecto al grupo testigo 

utilizando una prueba ANOVA de una cola  

Volúmen tumoral en ratones inoculados con cVLPs 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfica 9. Efecto terapéutico de VLPs obtenidas de las plantas transgénicas en el crecimiento 

tumoral. Ratones de la cepa C57BL/6 haplotipo H-2b se inocularon con 1x106 células TC-1, del 

mismo haplotipo. Al día 15 los ratones se inmunizaron con 5 µg de cVLP de jitomate cada 15 

días en un esquema de primera dosis y dos refuerzos. El volumen de los tumores se calculó con 

la fórmula: volumen= (largo x ancho2)/2. P <0.0001. 
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Volumen tumoral en ratones inoculados con VLP 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfica 10. Efecto terapéutico de VLPs obtenidas de las plantas transgénicas en el crecimiento 

tumoral. Ratones de la cepa C57BL/6 haplotipo H-2b se inocularon con 1x106 células TC-1, del 

mismo haplotipo. Al día 15 los ratones se inmunizaron con 5µg de VLP de jitomate cada 15 días 

en un esquema de primera dosis y dos refuerzos. El volumen de los tumores se calculó con la 

fórmula: volumen= (largo x ancho2)/2. P <0.571. 
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DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

Actualmente se comercializan dos vacunas profilácticas para infecciones con HPV-16 y 

18 (los dos tipos virales más prevalentes en cáncer cérvicouterino), las cuales han 

demostrado tener eficacia a través de la inducción de anticuerpos neutralizantes de la 

proteína L1 de la cápside (Gissmann, 2009). Sin embargo, en pacientes con infecciones 

persistentes, estas vacunas no protegen contra la progresión a neoplasia. Por 

consiguiente, se han empezado a desarrollar vacunas terapéuticas con epítopes de 

proteínas tempranas E6 y E7, que son esenciales para la inducción y mantenimiento 

del fenotipo maligno en células tumorales de cáncer cérvicouterino; los cuales pueden 

ser blancos idóneos para ser reconocidos por linfocitos T citotóxicos y en su caso 

eliminar a las células infectadas (Cid, 2009; Lin et al 2010). Se han realizado varios 

estudios en donde se demuestra que la inmunización con las oncoproteínas E6 y E7 en 

modelos de ratón genera una respuesta inmune específica contra estos epítopes 

(Frazer, 1996; Ressing et al 1995; Khammanivong et al 2003). 

Las vacunas con partículas tipo virales (VLPs) derivadas de una estructura vegetal han 

sido consideradas en los últimos años como una atractiva estrategia en la 

inmunoterapia del cáncer debido a su seguridad, costo y efectividad (Venuti et al 

2009). Recientemente, se ha logrado la transformación de plantas de jitomate con el 

gen L1MutE6/E7 generando la línea TA234-L1MutE6E7HPV-16, que expresa la proteína 

de fusión L1MutE6/E7 la cual se ensambla en VLPs quiméricas (cVLPs) (constituidas por 

la proteína L1 epitopes de las proteínas E6 y E7 de HPV-16) (Paz de la Rosa, 2009). En 

consecuencia, el presente estudio se realizó con la finalidad de analizar el efecto 

terapéutico de las cVLPs derivadas de la planta transgénica de jitomate.  

A través de un modelo in vivo con ratones de la cepa C57BL/6, se evaluó si después de 

la inmunización con cVLPs, era posible la inducción de protección de los animales 

inmunizados contra el reto tumoral de células TC-1. Para ello, fue necesario primero 

obtener y purificar las partículas tipo virales a partir de frutos de las líneas de jitomate 

transgénico TA234-L1MutHPV-16 (VLPs) y TA234-L1MutE6E7HPV-16 (cVLPs).  
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La purificación de las partículas tipo virales se realizó a través de cromatografía de 

inmunoafinidad, representó una nueva propuesta para la obtención de las VLPs. Esta 

técnica resultó muy confiable y segura porque a través de anticuerpos contra estas 

partículas se reconoce a las VLPs de manera conformacional. Además de que la técnica 

es relativamente sencilla y ofrece una buena opción para ser utilizada en la purificación 

de VLPs, ya que bajaría los costos de manera considerable, reduciendo el tiempo en el 

laboratorio para su obtención. Actualmente, las técnicas de purificación empleadas 

son a través de ultracentrifugación en un gradiente de sucrosa, gradientes de densidad 

de cloruro de cesio y cromatografía de exclusión por tamaño (Park et al 2008). Sin 

embargo, utilizando estos métodos aún quedan ciertos contaminantes, además de 

que, presentan la desventaja de ser muy costosos, lo que se traduce en altos costos del 

producto final para el público (Schadlich et al 2009).  

Las VLPs y cVLPs purificadas a través de la técnica de cromatografía de afinidad 

demostraron tener la capacidad de ensamblarse en VLPs (L1Mut) y cVLPs 

(L1MutE6/E7) de tamaño y forma similar a las VLPs de la vacuna Gardasil®, lo cual fue 

confirmado por microscopia electrónica en el CINVESTAV de Guanajuato. Asímismo, el 

porcentaje de proteína total soluble para ambas partículas fue de 0.05%, dato que 

concuerda con lo reportado anteriormente para este sistema (Paz de la Rosa, 2009). 

Las partículas se pudieron purificar en suficiente cantidad para realizar los 

experimentos de inmunización.  

Una vez que se obtuvieron las VLPs de los frutos de jitomate, se analizó la capacidad 

citotóxica específica de linfocitos T CD8+  de ratones inmunizados con VLPs y cVLPs. 

Para ello se inmunizaron cuatro grupos de ratones de la cepa C57BL/6 (H-2b) con: 

VLPs, cVLPs, vacuna Gardasil® y péptido antigénico RAHYNIVTF derivado de la proteína 

E7 de HPV-16. Después se evaluó el efecto citotóxico de los linfocitos T CD8+ sobre 

células TC-1 (co-transfectadas con los genes E6, E7 de HPV-16), así como células TC-

1/L1 (expresando transitoriamente el gen de L1 de HPV-16). De acuerdo a los 

resultados obtenidos, solamente los linfocitos T CD8+ provenientes de ratones 

inmunizados con cVLPs lisaron a las células tumorales TC-1, mientras que los linfocitos 

T CD8+ derivados de los ratones inmunizados con VLPs no presentaron esta actividad. 



Mariel Esperanza Toledo Guzmán 2010 

49 

 

Sin embargo, cuando se utilizó TC-1/L1 como células blanco, tanto las linfocitos T CD8+ 

derivados de ratones inmunizados con cVLPs así como con las VLPs fueron capaces de 

lisar a las células TC-1/L1; igualmente cuando los linfocitos T CD8+ de ratones 

inmunizados con la vacuna comercial Gardasil así como con el péptido antigénico 

RAHYNIVTF derivado de la proteína E7 de HPV-16 (el cual está incluido en el péptido de 

epítopes E6 y E7 de la cVLP), también fueron capaces de lisar a las células TC-1/L1 y TC-

1 respectivamente. Estos resultados se explican porque las VLPs no presentan los 

epítopes E6 y E7, por tanto los linfocitos T citotóxicos provenientes de ratones 

inmunizados con estas VLPs no fueron capaces de reconocer a los antígenos que 

presentan las células tumorales TC-1, que como ya se mencionó están co-transfectadas 

con los genes E6, E7 de HPV-16. Caso contrario cuando las células TC-1 fueron 

transfectadas además con L1 (TC-1/L1), los linfocitos T citotóxicos de ratones 

inmunizados con VLPs reconocieron a las células TC-1/L1. Con base a estos resultados 

se sugiere que la inmunización con ambos tipos de VLPs producidos en plantas de 

jitomate, induce la generación de linfocitos T citotóxicos específicos para epítopes de 

las proteínas virales L1 y para el inserto E6/E7 incluido en la cVLP. 

Resultados similares a los nuestros fueron obtenidos con cVLPs preparadas en 

baculovirus conteniendo a la L1 fusionada a los primeros 60 aminoácidos de E7 con las 

cuales se indujeron anticuerpos contra L1 y una respuesta citotóxica en ratones 

inmunizados con DNA (Kuck et al 2006). Igualmente, cVLPs preparados en E. coli, en 

donde insertaron 60 aminoácidos de E7 de HPV-16 en el carboxilo terminal de L1, las 

partículas quiméricas resultantes indujeron anticuerpos contra L1 y una respuesta 

citotóxica significativa contra E7 en ratones (Schafer et al 1999). Se ha reportado que 

los epítopes de E6 y E7 utilizados en nuestro trabajo pueden causar regresión de la 

enfermedad y eliminación de la infección viral (Ressing et al 1995; Kadish et al 2002; 

Khammanivong et al 2003).  

Después de que se demostró que in vitro los linfocitos T derivados del bazo de ratones 

inmunizados con VLPs obtenidos de jitomate fueron capaces de lisar a las células 

tumorales TC-1, se procedió a inocular células tumorales TC-1 en ratones y después de 

generar un tumor se aplicó VLPs y cVLPs cada 15 días con la finalidad de evaluar su 



Mariel Esperanza Toledo Guzmán 2010 

50 

 

efecto sobre el crecimiento tumoral. La inmunización con VLPs después de la 

inoculación con células tumorales dio como resultado una disminución del tamaño 

tumoral cercano al 20% mientras que el grupo que fue tratado con cVLPs presentó una 

disminución del 50%. Estos resultados sugieren el potencial terapéutico que tienen las 

cVLPs derivadas de plantas de jitomate, y son consistentes con lo reportado en otros 

trabajos en los que se muestra tanto a E6 al igual que a E7 como importantes 

componentes de vacunas terapéuticas debido a su capacidad de inducir una respuesta 

antitumoral (Massa et al 2007). 

El motivo de que no haya una eliminación del tumor del 100% se puede deber a 

diferentes razones;  entre la que se encuentra el reclutamiento de células T 

reguladoras en el ambiente tumoral; estas células son potentes inhibidores de la 

respuesta inmunológica antitumoral, ya que poseen características inmunosupresoras 

y también la secreción de factores inmunosupresores como IL-10 y TGF β (von 

Boehmer 2005, Visser et al 2007). Por otro lado, cuando se establece un tumor 

comienzan a darse una serie de sucesos que en conjunto llevan a la tolerancia del 

individuo hacia el tumor, es por esto que las posibilidades de eliminar una masa 

tumoral bien establecida por acción del sistema inmune se ve limitado (Rabinovich et al 

2007; Abbas et al 2007).  

En modelos de ratón se ha establecido que la presencia de linfocitos T citotóxicos 

específicos para E6 y E7 de HPV-16 generan una fuerte respuesta que da como 

resultado la protección contra retos tumorales, tal es el caso del trabajo en donde se 

produjeron capsómeros en E. coli de HPV-16 con los primeros 60 aminoácidos de E7. 

Estos capsómeros fueron capaces de inducir anticuerpos neutralizantes contra VLPs y 

activar una respuesta citotóxica contra L1 y E7 (Bian et al 2008). En otro reporte 

probaron una vacuna contra HPV-16 obtenida de Nicotiana benthamiana, la cual se 

basó en la proteína E7 no transformante fusionada con β-1,3-1,4-glucanasa de 

Clostridium thermocellum. Dos dosis fueron administradas en intervalos de dos 

semanas a grupos de ratones C57BL/6 de tres a seis días después del reto tumoral con 

células TC-1 y los resultados demostraron la inhibición del crecimiento tumoral y el 
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incremento de la sobrevivencia. Estos datos sugieren el potencial que tienen las 

plantas como plataformas para producir vacunas terapéuticas (Venutti et al 2009).  

Las cVLPs utilizadas en este trabajo que provienen de plantas de jitomate, presentan 

epítopes altamente inmunogénicos no solo de la proteína oncogénica E7 sino también 

de E6, lo cual es la primera vez que se incluye en una VLP derivada de plantas. Además 

estas cVLPs incluyen epítopes antigénicos que reconocen linfocitos T CD8+ de 

pacientes mexicanas con CaCu reportadas por nuestro grupo de trabajo (Monroy et al 

2007). 

Nuestras partículas cVLP representan blancos apropiados para vacunas terapéuticas ya 

que mostraron ser capaces de evocar una respuesta inmune celular específica contra 

las células tumorales; asimismo en otro estudio realizado por nuestro grupo de trabajo 

se ha demostrado la capacidad de estas partículas de producir una importante 

respuesta inmune humoral así como anticuerpos neutralizantes (Tapia, 2010). Ambos 

resultados demuestran por primera vez que partículas cVLPs derivadas de plantas 

tienen la propiedad de ser profilácticas y terapéuticas lo cual las hace candidatas 

ideales para una vacuna contra HPV. 

 Hoy en día existen dos vacunas en el mercado que previenen la infección por HPV, sin 

embargo; las infecciones a causa de este virus continúan siendo uno de los mayores 

problemas de salud en los países en vías de desarrollo y, a nivel mundial el CaCu se 

mantiene como la segunda causa de muerte por neoplasia. El alto costo de las vacunas 

comercializadas impide la realización de esquemas de vacunación para la población en 

países en donde la mayoría de las personas no tienen la posibilidad de acceder a dicho 

tratamiento ya que no cuentan con suficientes recursos económicos. Una estrategia 

sustentable para producir vacunas eficientes en los últimos años ha sido la expresión 

de inmunógenos recombinantes en plantas con el fin de obtener partículas que sirvan 

para la realización de planes de vacunación basados en esquemas terapéuticos 

(Ludwing et al 2007).  
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CONCLUSIONES 

La cromatografía de inmunoafinidad fue un método apropiado y efectivo para la 

purificación de VLPs y cVLPs  producidas en las plantas de jitomate.  

Las  VLPs y cVLPs producidas en jitomate fueron capaces de estimular una respuesta 

inmune mediada por linfocitos T citotóxicos.  

La inmunización con cVLPs después de la inoculación con las células tumorales indujo 

una disminución del tamaño tumoral del 50%. 

Las cVLPs analizadas en el presente trabajo representan una prometedora estrategia 

terapéutica contra células tumorales que expresen antígenos de HPV-16. 
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PERSPECTIVAS 

La idea de utilizar vacunas quiméricas a base de VLPs, es la de inducir una respuesta 

inmune humoral y celular que permitan proteger al individuo de infecciones 

persistentes producidas por el virus, además de eliminar a las células infectadas o 

transformadas. De manera paralela, se ha estudiado la capacidad de las cVLPs 

generadas en las plantas de jitomate, para inducir anticuerpos neutralizantes. En el 

presente trabajo se demostró que las cVLPs tienen una importante capacidad 

inmunogénica para  inducir una respuesta efectora contra células tumorales 

conteniendo los antígenos E6 y E7 de HPV-16, los cuales están presentes en más del 

50% de los tumores de CaCu. Esto abre un nuevo potencial en su uso para el 

tratamiento de esta enfermedad. Sin embargo, es necesario estudiar varios aspectos 

que podrían repercutir en una mejor respuesta inmune con la aplicación de estas 

partículas como son: 

-Analizar el papel de las células dendríticas activadas con estas partículas en este 

modelo de estudio. 

- Evaluar la capacidad de protección inducido por las cVLPs previa al reto tumoral.  

- Evaluar la capacidad inmunogénica de estas partículas per se y utilizando diversos 

adyuvantes. 

- Analizar la inmunogenicidad de las cVLPs a través de varias vías de inmunización. 

- Analizar los tiempos de sobrevida durante la aplicación de estas partículas en los 

casos arriba mencionados.  
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ABREVIATURAS 

DNA       Ácido Desoxiribonúcleico 

HLA       Antígeno Leucocitario Humano 

CaCu     Cáncer Cervicoúterino 

Th         Células T Cooperadoras 

CINVESTAV Centro de Investigación y Estudios Avanzados del Instituto Politécnico 

Nacional 

MHC     Complejo Mayor de Histocompatibilidad 

EMEA   European Medicines Agency 

IFN-γ     Interferón gamma 

IFN-β    Interferón beta 

IL          Interleucina 

CTL      Linfocitos T Citotóxicos 

NIC       Neoplasia Intraepitelial Cervical 

VLP       Partícula Tipo Viral 

L           Proteína Tardía 

PTS       Proteína Total Soluble 

E           ProteínaTemprana 

H-2       Región de Histocompatibilidad dos 

LCR       Región larga de control 

HPV      Virus del Papiloma Humano 

http://www.emea.europa.eu/
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