—

R0 NN TTNOHA 7 g
<o I

70 W\
4

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA
CARRERA DE BIOLOGIA

POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA
BIOMEDICINA

Estudio inmunogénico de particulas tipo virales de la proteina L1 del Virus de
Papiloma Humano tipo 16 (HPV-16) y de su quimera con epitopes vacunales de
las proteinas E6 y E7 de HPV-16 generadas en plantas de Nicotiana benthamiana.

Tesis

Que para optar por el grado de:
Maestra en Ciencias Biologicas

PRESENTA

Biol. Christian Azucena Don Lépez

Tutor principal de tesis: Dra. Marfa de Lourdes Mora Garcia,
F.E.S Zaragoza, UNAM

Comité tutor: Dra. Leticia Rocha Zavaleta,
Instituto de Investigaciones Biomédicas,
Dr. Alberto Monroy Garcia,
CMNSXXI, IMSS

MEXICO, D. F. Abril 2013



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.






—

70 W\
4

R0 NN TTNOHA 7 g
<o I

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA
CARRERA DE BIOLOGIA

POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA
BIOMEDICINA

Estudio inmunogénico de particulas tipo virales de la proteina L1 del Virus de
Papiloma Humano tipo 16 (HPV-16) y de su quimera con epitopes vacunales de
las proteinas E6 y E7 de HPV-16 generadas en plantas de Nicotiana benthamiana.

Tesis

Que para optar por el grado de:
Maestra en Ciencias Biologicas

PRESENTA

Biol. Christian Azucena Don Lépez

Tutor principal de tesis: Dra. Maria de Lourdes Mora Garcia,
F.E.S Zaragoza, UNAM

Comité tutor: Dra. Leticia Rocha Zavaleta,
Instituto de Investigaciones Biomédicas,
Dr. Alberto Monroy Garcia,
CMNSXXI, IMSS

MEXICO, D. F. Mayo 2013



UN/ Mg COORDINACION
POSG DQM

Ciencias Biologicas

Dr. Isidro Avila Martinez
Director General de Administraciéon Escolar, UNAM
Presente

Me permito informar a usted que en la reunién ordinaria del Comité Académico del Posgrado en
Ciencias Bioldgicas, celebrada el dia 11 de marzo de 2013, se aprobé el siguiente jurado para el
examen de grado de MAESTRO(A) EN CIENCIAS BIOLOGICAS del (la) alumno (a) DON LOPEZ
CHRISTIAN AZUCENA con numero de cuenta 405079922 con la tesis titulada “Estudio
inmunogénico de particulas tipo virales de la proteina L1 del Virus de Papiloma Humano tipo
16 (HPV-16) y de su quimera con epitopes vacunales de las proteinas E6 y E7 de HPV-16
generadas en plantas de Nicotiana benthamiana”, realizada bajo la direccion del (la) DRA.
MARIA DE LOURDES MORA GARCIA:

Presidente: DR. VIANNEY FRANCISCO ORTIZ NAVARRETE

Vocal: DR. BENNY WEISS STEIDER
Secretario: DR. ALBERTO MONROQY GARCIA
Suplente: M EN C. ROSALVA RANGEL CORONA
Suplente: DRA. LETICIA ROCHA ZAVALETA
Emergente DRA. MARIA ISABEL SOTO CRUZ

Sin otro particular, me es grato enviarle un cordial saludo.

ATENTAMENTE
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
Cd. Universitaria, D.F., a 9 de abril de 2013.

DRA. MARIA DEL CORO ARIZMENDI ARRIAGA
COORDINADORA DEL PROGRAMA

c.c.p. Expediente del (la) interesado (a)

Edif. de Posgrado P. B. (Costado Sur de la Torre II de Humanidades) Ciudad Universitaria C.P. 04510 México, D.F.
Tel. 5623-0173 Fax: 5623-0172 http://pcbiol.posgrado.unam.mx



Agradecimientos

Al Posgrado en Ciencias Bioldgicas de la UNAM por enriquecer mi formacion profesional

Al laboratorio de Inmunobiologia de la UMIEZ, F.E.S. Zaragoza, UNAM vy al laboratorio de
Inmunologia y Cancer de la UIMEO, H Oncologia CMN SXXI, IMSS donde fue realizado
este trabajo con el apoyo financiero de los proyectos CONACYT No.82827 vy
FIS/IMSS/PROT/876, ademis de la Beca CONACYT con nimero CVU/Becario 385009/
254402.

A los miembros del comité tutor:

- Dr. Alberto Monroy Garcia del Laboratorio de Inmunologia y Cancer de la UIMEO, H
Oncologia CMN SXXI IMSS.

- Dra. Leticia Rocha Zavaleta del Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM.

Por sus valiosos comentarios y sugerencias que enriquecieron aun mas este trabajo.



Agradecimientos personales

A Dios por mandarme vida, salud, felicidad y logros personales y profesionales, agradezco hoy
y siempre todas tus bendiciones padre del cielo.

A la Dra. Marfa de Lourdes Mora Garcfa por todo su apoyo, comentarios y sugerencias
durante el desarrollo de la tesis.

Al Dr. Jorge Hernandez Montes por su valioso apoyo, por sus comentarios, criticas y
sugerencias, por ser el miembro del comité tutoral que no aparece en los papeles pero

enriquece mi trabajo, conocimiento y crecimiento profesional como si estuviera en ellos.

A mis padres por su apoyo incondicional, por sus consejos, por sus palabras de aliento y su

carifio que siempre me dan animo para continuar.

A mi hermano por esos buenos momentos de platica, de convivencia y de juego que hacen que

todo se olvide aunque sea por un momento.

A mi esposo por todo tu carifio y amor, por tus consejos, por tus sugerencias, por estar a mi
lado en todo momento, por ayudarme a levantar cuando he caido y porque siempre me haces
ver las cosas desde otro punto de vista para seguir adelante. Ademas te agradezco el apoyo con
el trabajo experimental y el analisis estadistico de los datos.

A mis compafieros de laboratorio Vianey, Luis, Toflo, Sofia, Brenda, Carlos, Mary, Gilberto,
Eva, Cesar, Fanny, Itzel y Victor por permitirme aprender con y de ustedes y hacer de la

estancia en este laboratorio algo agradable y alentador para continuar en él.



... nos educan diciéndonos que es con esfuerzo que se consiguen cosas y que, junto esas cosas,
llegara la felicidad. La verdad que yo creo que eso es una gran mentira. Una mentira
socialmente aceptada, universalmente determinada, pero una mentira al fin. Yo no creo para
nada en el esfuerzo como camino para hacer algo. Digo, no creo que haya que esforzarse, sino
que hay que dedicarse, que no es lo mismo. La dedicacion a algo, la apuesta de todo lo que soy
al servicio de un proyecto, no es un esfuerzo. Yo no creo en el esfuerzo, en el sentido de
forzarme a hacer lo que no quiero hacer. No creo en los logros que se consiguen desde el
esfuerzo. Si creo en la elecciéon de un camino, si creo en los rumbos que me fijo.

Jorge Bucay

Cuando una cosa esta hecha, no mire hacia atris.
Mire su préximo objetivo.

George Marshall



Resumen. ... 10
ADSIIACE. ... 12
Abreviaturas de uso frecuente...................oooiiiii 14
1. Marco Teoérico
1.1. Cancer Cérvico Uterino (CaCu)......ooouuiiiiiiiiiiiiii i, 15
1.1.1. El1 CaCu y su relacion con el HPV.........oo 16
1.2. Virus del Papiloma Humano................ooo 17
1.2.1. Tipos y clasificacion del HPV............ooo 18
1.2.2. Estructuradel HPV. ... 19
1.2.3. Oncoproteinas E6 Y E7......ooooii i 21
1.3. Incidencia de la infeccion por HPV. ... 22
1.4. Establecimiento de la infeccion por HPV...........ooo 23
1.5. Mecanismos de evasion de la respuesta inmune

innata y adquirida hacia HPV...........o. 26
1.6. Vacunas para HPV .. ..o 28
1.6.1. Vacunas profilacticas para HPV...........ooi i 29
1.6.2. Vacunas terapéuticas para HPV...........oo 29
1.6.2.1. Vacunas peptidicas. ........o.ovuiiiiiiii i 29
1.6.2.2. VaCUNAS PLOTEICAS .+ttt utt ettt ittt ettt ettt et et ettt et e e et et aees 31
1.6.3. Particulas Tipo Virales Quiméricas (cVLP)............ooooii 33
2. Justificacion y Planteamiento del problema.......................... 37
3 HIPOtESIS. ...t 38
4. Objetivo general..............oooiiiiiii 38
4.1. Objetivos particulares..............cooiiiiiiiiiiiiiii 38
5. Material y MEtodo.........ooiiiiiiiii i 39
6. Resultados. ..o 45
7. Discusion y Analisis de Resultados.......................o 55
8. CoNCIUSIONES. ... ...t 60
9. PerSPECHIVAS. ...ttt 601

10. Bibliografia................oo 62



Lista de Figuras y Cuadros

Tabla 1.1. Tipos de papiloma humano mas estudiados segun familia........................... 18
Tabla 1.2. Clasificacion de tipos de HPV segin oncogenicidad cervical........................ 19
Tabla 1.3. Genes de HPV y SUS fUnCIONEeS. ..couvvvutiiiiiiit i 20
Figura. 1.1. Organizacion del DNA de HPV episomal e integrado...............ooooiiiiiii 25
Figura. 5.1. Secuenciade la cVLP. ... 39
Tabla 5.1. Secuencias de epitopes de las proteinas E6 y E7 de HPV-16
contenidas enla cVLP.........oooiii 40
Tabla 5.2. Disefo del esquema de inmunizaciones e inoculacion de
células tumorales. ......o.ooiiii i 41

Tabla 6.1. Numero de ratones con crecimiento tumoral................coooii 45
Figura. 6.1. Efecto de la inmunizacién con cVLP y VLP-L1 antes del

reto tumoral. ... ..o 46
Figura. 6.2. Ratones C57BL/6 inmunizados con ¢VLP y VLP-L1 antes

del reto tumoral muestran mayor SObIrevIVenCia. .........o.vvuviiniiiieinein..n. 46
Figura. 6.3. Efecto terapéutico de la inmunizacién con cVLP en etapas

tempranas del desarrollo tumoral (grupo durante)..............ooovvviiiiinnn.n. 47
Figura. 6.4. La inmunizaciéon con cVLP incrementa la sobrevivencia al

inmunizar durante el reto tumoral..............oooii 48
Figura. 6.5. La inmunizaciéon con cVLP muestra un efecto terapéutico

en tumores ya establecidos (grupo después)...... ...ooooiiiiiiiiiiiiiiii 49
Figura. 6.6. Ratones inmunizados con cVLP sin adyuvante de Freund

MUEStran Mayor SODIEVIVENCIA. .. .uvieiiiiiii it 49

Figura. 6.7. El efecto profilactico (grupo antes) y terapéutico (Durante

y Después) de la cVLP permite un menor peso tumoral en

los 1atones tratadOs. ....ouuiiee i 50
Figura. 6.8. Deteccion de anticuerpos en sueros de ratones inmunizados

con cVLP correlaciona con un mejor efecto profilactico y

10221 01D [0 51
Figura. 6.9. Mayor deteccion de Interleucina 10 en sueros de ratones

inmunizados con cVLP que mostraron mayor crecimiento

tUMOTAl. ..o 52
Figura. 6.10. Estabilizacion de moléculas H-2D" con epitopes de E6 y

E7 contenidos en la

Figura. 6.11. Estabilizacién de moléculas H-2K” con epitopes de E6 y
E7 contenidos en la



Resumen

Actualmente se cuenta con dos vacunas a base de particulas tipo virales constituidas por la
proteina L1 y aprobadas para prevenir la infeccién por los principales tipos de HPV (-16 y -18)
asociados con Cancer Cérvico uterino (CaCu) y lesiones neoplasicas de alto grado en cuello
uterino, vagina y vulva. Sin embargo, éstas no ofrecen un efecto terapéutico para eliminar
células tumorales o células con infeccion persistente, debido a que las proteinas oncogénicas
E6 y E7 expresadas en estas células son necesarias para mantener su estado proliferativo. Por
esta razon, una vacuna a base de VLP constituidas por la proteina L1 y epitopes antigénicos de
las proteinas E6 y E7, designada para proveer efecto profilactico y terapéutico resulta ideal.
Nuestro grupo de trabajo generé una novedosa particula quimérica tipo viral (cVLP)
constituida por la proteina .1 de HPV-16 unida en su extremo carboxilo terminal a 8 epitopes
de las proteinas E6 y E7 de HPV-106, la cual fue producida en plantas de Niotiana
benthamiana. Asimismo, en un modelo de ratén de la cepa C57BL/6 (H-2Db) demostramos que
estas cVLPs inducen anticuerpos con actividad neutralizante ademas de linfocitos T citotéxicos
que reconocen a células tumorales que expresan a las oncoproteinas E6/E7 de HPV-16. Por lo
antes mencionado, en el presente estudio analizamos la actividad protectora y terapéutica de
estas cVLPs contra el crecimiento tumoral. Con este fin, grupos de 5 ratones hembra de la
cepa C57BL/6 de 6-8 semanas de edad fueron tratados de la siguiente manera: para analizar la
proteccion antitumoral, los ratones fueron inmunizados con tres dosis de 10 pg de VLPs
constituidas por la proteina L1 de HPV-16 (VLP-L1), cVLPs 6 c¢VLPs mas adyuvante de
Freund. La primera dosis se aplicé al inicio del experimento y los refuerzos al dia 12 y 24. Al
dia 36 y 46, 1 X 10° células tumorales TC-1 (transformadas con las proteinas E6 y E7 de HPV-
16) fueron inyectadas via s.c. en el lomo de los animales pre-inmunizados. Para el analisis
terapéutico, realizamos dos procedimientos: en el primero, las células tumorales TC-1 fueron
inyectadas al dia 0 y 5 dias después se dio la primera dosis de VLPs, seguida de una segunda
dosis de células TC-1 al dia 10 y finalmente dos inmunizaciones con VLPs en los dfas 12 y 24;
en el segundo, las células tumorales TC-1 fueron inyectadas a los ratones en los dias 0 y 10, y
una vez que los tumores fueron palpables, 3 dosis de las VLPs fueron dadas bajo el mismo
esquema. Los grupos control consistieron de ratones tratados con células TC-1+PBS y PBS. Se
encontré que la inmunizacion con cVLPs en ausencia o presencia de adyuvante protegio a los
ratones contra el crecimiento tumoral, mientras que la inmunizacién con VLP-L1 no fue
protectora. Una importante actividad terapéutica fue observada cuando los ratones fueron
inmunizados con cVLPs al mismo tiempo que se indujo el tumor, la inmunizacién con cVLPs
y ¢VLP mas adyuvante produce una reduccion del tumor de 30% y 50% respectivamente. De
manera interesante, cuando las cVLPs fueron aplicadas sin adyuvante después del reto tumoral,
los ratones mostraron una regresion tumoral del 50%, mientras que la inmunizacién con
cVLPs en presencia de adyuvante favoreci6é el crecimiento tumoral. El efecto protector y
terapéutico de las cVLPs se asocié con una menor carga tumoral, produccion de anticuerpos
especificos a ¢VLPs y mayor sobrevida en los ratones. En contraste, altos niveles de IL-10
fueron encontrados en ratones con mayor crecimiento tumoral y peor sobrevivencia. En
cuanto a la produccién de anticuerpos se encontraron los valores mas altos en los grupos
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inmunizados antes del reto tumoral en comparacioén con los inmunizados durante, y para el
caso de los ratones inmunizados después del reto tumoral sélo se evalué la produccion de
anticuerpos al inmunizar con cVLPs solas para lo cual se obtuvo el valor mas alto de
absorbancia comparado con el de grupos inmunizados antes y durante el reto tumoral. Por otra
parte, el péptido KLPHLCTEL derivado de la proteina E6 de HPV-16 contenido en la ¢VLP,
mostr6 la mayor afinidad a las moléculas H-2Db y H-2Kb del MHC clase I, sugiriendo que
este epitope pueda proveer protecciéon antitumoral en este modelo animal. Finalmente,
nosotros consideramos que las cVLPs utilizadas en este modelo animal, pueden ser
potencialmente la base para el desarrollo de vacunas terapéuticas de alta eficacia contra la

infeccion por HPV.
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Abstract

There are two HPV Ll-based virus-like particle vaccines currently licensed to prevent the
infection of the main types of HPV(-16 and -18) associated with cervical cancer (CeCa) and
high-grade cervical, vulval and vaginal neoplastic injuries. However, these vaccines have not
demonstrated relevant therapeutic properties to eliminate cells with persistent infection or
transformed cells, due to the fact that the oncogenic E6 and E7 proteins are expressed in these
cells and are necessary to maintain the proliferative status of HPV-infected tumor cells. For
this reason an HPV Ll-based VLP vaccine that includes E6 and E7 antigenic epitopes
designed to provide prophylactic and therapeutic activity against those antigens could prove to
be ideal. We have previously generated a novel HPV 16 L1-based chimeric virus like particle
(cVLP) that was produced in plants of Nicotiana benthamiana and that contains a string of T-cell
epitopes from HPV 16 E6 and E7 fused to its C-terminus. In a previous study we
demonstrated in a C57BL/6 (H-2Db) mice model that these ¢VLPs were able to induce
antibodies with neutralizing ability and cytotoxic T-lymphocytes that recognize tumor cells
expressing HPV-16 E6/E7 oncoproteins. In the present study we analyzed the protective and
therapeutic activity of these cVLPs against tumor growth. For this purpose, groups of 5 (six-
eight week-old) female mice were immunized intraperitoneally as follows: for tumor
prevention, mice were immunized with three doses of 10 pg of HPV-16 L1 VLPs (VLP-L1),
cVLPs or cVLPs plus Freund's adjuvant, the first one was applied at day 0 and the another two
booster immunizations at 12 and 24 days. On day 36 and 46; 1 x 10° viable TC-1 tumor cells
(E6/E7-transformed) in PBS were injected s.c. into these pre-immunized mice. For
therapeutic analysis we performed two procedures: in the first one, TC-1 cells were inoculated
and 5 days after with a dose of VLPs, 5 days after another inoculation of TC-1 cells was
applied, in addition two booster immunizations were applied on days 12 and 24; in the second
one, TC-1 cells were injected at days 0 and 10 and once palpable tumors appeared, three doses
of VLPs were applied under the same schedule. Mice inoculated with TC-1 plus PBS and with
only PBS were used as control groups. It was found that before tumor challenge,
immunization with ¢VLPs in the absent or presence of adjuvant were able to provide
protection against tumor growth, while immunization with VLP-L1 was not protective. An
important therapeutic activity was obtained when mice were immunized with cVLPs
simultaneously to the tumor challenge, immunization with ¢VLPs and c¢VLP plus adjuvant
produced a tumor reduction of 30% and 50% respectively. Interestingly, when cVLPs without
adjuvant were inoculated in mice after tumor challenge, an important tumor regression of 50%
was observed, however the immunization of cVLP in the presence of the adjuvant favored
tumor growth. The protective and therapeutic activity of cVLPs was associated with a less
tumor burden, higher VLP specific antibody production and a better survival in mice. In
contrast, higher levels of IL-10 were found in mice bearing the major tumor burden and worst
survival. In the antibodies production the higher values were obtained in groups immunized
before tumor challenge in comparison with groups immunized during, for groups immunized
after tumor challenge was evaluate the production of antibodies in groups immunized with
cVLPs only, in this we find the higher value of absorbance compared with groups immunized
before and during tumor challenge. On the other hand, the KLPHLCTEL peptide derived
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from HPV-16 EG protein, contained in these cVLPs, showed the highest affinity to H-2Db

and H-2Kb MHC class I molecules, suggesting that this epitope could provide tumor
protection in this animal model. Finally, we consider that c¢VLPs used in this animal model,
may potentially be the basis for developing HPV therapeutic vaccines with high efficacy.

13



Abreviaturas de uso frecuente
CaCu Cancer Cérvico uterino

HPV Virus de Papiloma Humano

CIN Neoplasia Intraepitelial Cervical
AIN Neoplasia Intraepitelial Anal
VIN Neoplasia Intraepitelial Vulvar
VIN Neoplasia Intraepitelial Vaginal

DNA Acido Desoxirribonucleico
mRNA  Acido Ribonucleico Mensajero
URR Region Reguladora Corriente Arriba

ORFs Marcos de Lectura Abiertos

HLA Antigeno Leucocitario Humano
VLP Particulas Semejantes a Virus
cVLP Particulas Quiméricas Semejantes a Virus

TLR Receptor Tipo Toll

TCR Receptor de Células T

APC Células Presentadoras de Antigeno
CTL Linfocito T Citotoxico

PMBC Células Mononucleares de Sangre

Periférica

Cervical Cancer
Human Papillomavirus
Cervical Intraepithelial Neoplasia
Anal Intraepithelial Neoplasia
Vulvar Intraepithelial Neoplasia
Vaginal Intraepithelial Neoplasia
Deoxyribonucleic acid
Messenger Ribonucleic acid
Upstream Regulatory Region
Open Reading Frames
Human Leukocyte Antigen
Virus Like Particles
Chimeric Virus Like Particles
Toll Like Receptor
T Cell Receptor
Antigen Presenting Cells
Citotoxic T Linphocyte

Periferal Mononuclear Blood Cell
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1. Marco Teoérico
1.1 Cancer Cérvico uterino (CaCu)

El Cancer Cérvico uterino (CaCu) es un problema de salud publica; es la segunda causa de
muerte alrededor del mundo en la poblacién femenina (Dona ef al, 2007). La incidencia
mundial de CaCu es enorme, con mas de 500 000 nuevos casos diagnosticados cada afio,
resultando en 250 000 muertes. La frecuencia de infeccion por virus de papiloma humano
HPV (por su siglas en inglés Human Papillomavirus) es significativa con mas de 300 millones
de nuevos casos, incluyendo 30 millones de nuevos casos de lesiones intraepiteliales escamosas
de bajo grado (por sus siglas en inglés LSIL) y 10 millones de nuevos casos de lesiones
intraepiteliales escamosas de alto grado (por sus siglas en inglés HSIL) diagnosticados
anualmente (Parkin ez a/., 1993; Yugawa et al., 2009).

La tasa de ocurrencia en paifses desarrollados ha mostrado una tendencia a disminuir afio con
aflo, por los efectos del diagnostico temprano usando el Papanicolaou. Sin embargo, este tipo
de cancer continua siendo de las primeras causas de muerte en paises subdesarrollados donde
los programas de raspado cervical no estan bien establecidos. (Greenstone ez a/., 1998; Yugawa
et al., 2009).

En el afo 2001, el 11.7% de todas las neoplasias en las mujeres correspondieron a CaCu, y se
reportaron 369,500 casos nuevos en pafses en vias de desarrollo, a diferencia de los paises
desarrollados en los cuales 96,100 casos fueron diagnosticados en el mismo afio. Estudios
realizados en Estados Unidos han informado que 75% de la poblacién que presenta esta
patologia, comprendida entre las edades de 15 y 50 afios, esta infectada con el HPV genital,
cifra de la cual 60% corresponde a infeccién transitoria, 10% a infecciéon persistente, 4% a
leves signos citologicos y 1% a lesiones clinicas. (Hidalgo 20006; Ferlay e7 a/., 2008).

Las tasas mas altas de incidencia de cancer cervical se originan en Africa, Centro y Sur América
y Asia. La poblacién femenina originaria de Latinoamérica es considerada como de alto riesgo
debido a que cada afo se reportan 68,000 casos nuevos. Estudios comparativos de las tasas de
mortalidad por esta patologia, sefialan que las mas altas corresponden a Chile y México y las
mas bajas a Cuba, Puerto Rico y Argentina (Ferlay e a/., 2008).

En México y a nivel mundial el CaCu es ahora la segunda causa de muerte por neoplasias en
mujeres mayores de 25 afios, pero en 2001, el CaCu ocupé en México el primer lugar entre los
tumores malignos en la poblacién femenina, con un total de 4 512 defunciones y una tasa de
mortalidad de 18.3 por cada 100 000 mujeres. Por otra parte, 24.4% del total de casos nuevos
de neoplasias malignas registradas durante ese afio, correspondieron a CaCu. De esa cifra, 47%
de los casos se presentaron en mujeres de 35 a 54 afios de edad. En el afio 2008 se registraron
10186 casos con una tasa de 15.5 por 100 000 mujeres y una mortalidad de 5061 casos con una
tasa de 12.8 por 100 000 (Greenstone 7 al., 1998; Tirado e# al., 2005; Fetlay ez al., 2008).
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La experiencia de paises desarrollados ha permitido demostrar que la mejor opcién para
disminuir la mortalidad por CaCu es la detecciéon y el tratamiento oportuno de lesiones
precursoras y lesiones malignas por medio de programas de detecciéon oportuna. A pesar de
que en México desde 1974 existe un programa Nacional de Detecciéon Oportuna del Cancer,
mediante la prueba de Papanicolaou, el CaCu sigue teniendo una alta incidencia para las
mujeres mexicanas, ya que en nuestro pais ha sido dificil establecer y mantener un programa de
tamizaje efectivo, como los programas de los paises desarrollados, que si han logrado disminuir
sus tasas de mortalidad (Hidalgo 2006; Lopez et al., 2006; Llanes et al., 2011).

1.1.1 El CaCu y su relaciéon con el HPV

La primera evidencia de la relacion del HPV con el cancer humano se obtuvo en los afios 70°s
por estudios sobre cancer de piel en pacientes con epidermodisplasia verruciformis, lesiones
causadas por tipos inusuales de HPV. En 20% de las pacientes con estas lesiones progresan a
cancer de piel, usualmente en areas expuestas al sol. Estos mismos virus han sido encontrados
asociados a canceres de piel en individuos inmunosuprimidos y pacientes con trasplante renal
(Walboomers ef al., 1999; Bosch and Mufioz 2002; Longwort and Laimins 2004; Howley 2000).

A mediados de los 70’s la infeccion por HPV se consideraba algo trivial, hasta que se
descubrié que el HPV causaba verrugas genitales, proliferaciones epiteliales benignas en
superficies de mucosa interna y superficies cutaneas. Tiempo después, en 1976 Meisels and
Fortin publicaron un reporte en el cual mostraban la célula “halo” en citologias vaginales, esta
célula era un coilocito, (la célula patognomonica de la infeccion por HPV). Por otra parte
también observaron que las displasias de cérvix de grado bajo y medio tenfan caracteristicas
histologicas de una infeccion por HPV (Meisels ez al., 1976; Meisels ez al., 1977).

Desde entonces Lutz Gissmann en el laboratorio de Zur Hausen en Erlangen, cloné a partir de
verrugas genitales, “condiloma acuminado”, un nuevo DNA de HPV clasificado como HPV-6.
Usando la secuencia de DNA de éste, Lutz Gissmann clona parcialmente usando verrugas
genitales otro nuevo HPV, el HPV-11. E1 DNA de HPV-11 fue usado por miembros del
laboratorio de Zur Hausen y en 1983 reportaron la clonaciéon de un nuevo HPV de biopsias de
carcinoma cervical, el HPV-16. Este descubrimiento fue seguido un afio mas tarde por otro
nuevo HPV en CaCu; el HPV-18 (Gissmann ez a/., 1980; Gissmann ef al., 1982; Durst ef al.,
1983; Boshart ez al., 1984).

Con estos experimentos y los subsecuentes se logré descubrir que el HPV puede originar
alteraciones epiteliales del cuello uterino, mismas que ahora se conocen como neoplasias
epiteliales cervicales de las cuales existen 3 grados, siendo la neoplasia de tercer grado la
antecesora del CaCu. Los HPV se clasifican como de alto y bajo riesgo dependiendo de la
probabilidad de provocar lesiones cancerigenas (Llanes ez /., 2011).

El HPV causa un amplio rango de lesiones epiteliales, infecta el tejido epitelial cutaneo y

mucoso del tracto anogenital, las manos, o los pies, ocasiona verrugas genitales y actualmente
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esta bien demostrado que es el agente sexualmente transmitido que se asocia a lesiones
precancerosas. Etiologicamente el HPV es el principal factor asociado a CaCu, siendo el HPV
tipo 16 el mas frecuente encontrado en estos tumores seguido por el HPV-18 los cuales causan
50% y 20% de los casos respectivamente. Se estima que al menos la mitad de las mujeres en el
mundo se ha infectado por HPV en algin momento en su vida. Por otra parte la infeccién por
el HPV no sélo se asocia con el CaCu, sino que también causa otros carcinomas anogenitales,
incluyendo el cancer de pene, vagina, vulva y ano. Recientemente se le ha implicado como
posible agente causal de canceres no anogenitales, como algunos carcinomas de células
escamosas de cabeza y cuello (Greenstone ez al., 1998, Longworth e al., 2004, Garcia 2007,
Jagu et al., 2010).

Los tipos de HPV -16, -18, -31, -33, -35 y -39 han sido los principales tipos virales encontrados
en carcinomas invasivos, o bien en displasias y carcinomas 7 situ, las cuales pueden progresar a
lesiones malignas. Actualmente se ha visto que mas del 95% de los CaCu humanos albergan
por lo menos a un HPV de alto riesgo, usualmente integrado dentro del cromosoma del
hospedero (Walboomers ez al., 1999; Bosch and Mufoz 2002; Longwort and Laimins 2004;
Howley 20006)

1.2 Virus del Papiloma Humano (HPV)

Existen cinco géneros de HPV que infectan al humano: gamma, mu, nu, alfa y beta (Tabla 1.1).
Los HPV gamma, mu y nu generalmente causan papilomas cutdneos y verrugas que no
progresan a cancer; mientras que alfa y beta son los dos géneros de HPV de mas importancia
por ser los mas frecuentemente detectados. LLos HPV del genero beta estin tipicamente
relacionados con infecciones cutaneas no aparentes en humanos, mientras que los HPV del
genero alfa infectan las mucosas genitales y son los que se encuentran relacionados con el
desarrollo de cancer, aunque también incluyen a los virus cutaneos que sélo en raras ocasiones
se asocian con desarrollo de cancer. Hasta ahora mas de 100 tipos diferentes de HPV que
infectan el epitelio cervical han sido identificados, cada uno de estos tipos esta relacionado con
infeccién en sitios especificos del epitelio y cerca de una tercera parte de éstos infectan las
células epiteliales en el tracto genital y estan asociados con lesiones que pueden progresar a
cancer (Singer e/ al., 1995; Harwood and Proby 2002; Pfister 2003; De Villiers ez al., 2004;
Longworth ez al., 2004; Munoz et al., 2000).
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Virus del papiloma-Alfa 4 VPH -2, -27, -57
5 VPH -26, -51, -69, -82

6 VPH -53, -30, -56, -66

¢ VPH -18, -39, -45, -59, -68, -70

8 VPH -7, 40, 43

9 VPH -16, -31, -33, -35,
-52, -58, -67

10 VPH -6, -1, -13, 44, -74

Virus del papiloma-Beta 1 VPH -5, -8 (por citar solo dos
tipos de un género mas amplio)

Virus del papiloma-Gama 1 VPH -4, -65 (por citar solo dos)

Virus del papiloma-Mu 1,2 VPH -1, -63
Virus del papiloma-Un 1 VPH -41 (no relacionado con
ningan otro tipo de VPH)

Tabla 1. 1 Tomada y modificada de Lépez ef al., 2006.

1.2.1 Tipos y clasificacion del HPV

Verrugas comunes de la piel,
frecuentemente en verrugas genitales en nifios.

Lesiones benignas en mucosas,
asi como malignas de alto riesgo.

Lesiones benignas en mucosas,
asi como malignas de alto riesgo.

Lesiones malignas de alto riesgo en mucosas. VPH -18
mas frecuente en adenocarcinomas que en carcinomas
escamosos del cervix.

Lesiones cutaneas y mucosas de bajo riesgo.
Lesiones malignas de alto riesgo en mucosas. VPH -16 mas
frecuente en carcinoma de cervix que en adenocarcinoma,
y es el tipo viral mas frecuente en las lesiones del cérvix
Lesiones benignas en mucosa. VPH -6 y -11 en verrugas
genitales de hombres y mujeres, condyloma acuminata
del cérvix, papilomas laringeos. Algunas de estas
lesiones pueden progresar a la malignidad.

Lesiones cutineas benignas y malignas en
pacientes EV e inmunosuprimidos.

Lesiones cutdneas benignas
Lesiones cutineas como verrugas de los pies.

Lesiones cutdneas.

Los HPV que infectan epitelio escamoso cutaneo y de mucosas son divididos en virus de alto y

bajo riesgo segun su patogenicidad. Los virus de alto riesgo como HPV -16, -18, -31, -33, y -

45, estan asociados con el desarrollo de canceres anogenitales, incluyendo aquellos que afectan

el area del cérvix, mientras que las infecciones por HPV de bajo riesgo como HPV - 6 y -11

inducen enfermedad hiperproliferativa benigna, y la enfermedad viral sexualmente transmitida

mas frecuente, condiloma acuminado o verrugas genitales. Entre los HPV de alto riesgo, el

HPV-16 es el que prevalece entre la poblaciéon y es responsable de aproximadamente el 50% de

los CaCu, aunque existen muchos otros, como lo muestra la Tabla 1.2 (Singer ¢/ a/., 1995; Zur
Hausen ef al., 2002; Longworth ez al., 2004; Brown e# al., 2008).
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Clasificacion de Tipo de HPV

riesgo
o faang 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51,
9 52, 56, 58, 50, 68, 73, 82
Probable alto riesgo 26, 53, 66
o At 6. 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70,
JO nesg 72, 81. CP6108

Riesgo no determinado 34, 57, 83

Tabla 1.2 Clasificacién de tipos de HPV segin oncogenicidad cervical (Garcia 2007).

Los restantes HPV que infectan mucosas genitales son clasificados como intermedio o bajo
riesgo dependiendo de la frecuencia con la cual son encontrados en lesiones malignas. Los
HPV de bajo riesgo como HPV -6 y-11, estan asociados con CaCu sélo en raras ocasiones,
pero atn asf son medicamente importantes por que causan verrugas genitales, las cuales son la

mayor enfermedad de transmision sexual en muchos paises y pueden afectar entre 1-2% de los
adultos jovenes (Persson e7 al., 1996; Doorbar 2000).

1.2.2 Estructura del HPV

El HPV pertenece al género papillomavirus de la familia papilomaoviridae, tiene un diametro de 55
nm, una estructura icosahédrica no envuelta y ADN circular de doble cadena. Aunque el
genoma viral puede variar ligeramente en tamafio entre los diferentes tipos de HPV,
tipicamente contiene alrededor de 8000 pares de bases, y codifica ocho o nueve marcos de
lectura abierta u ORFs (Open Reading Frames), los cuales son una serie de bases nitrogenadas
que se pueden leer en diferente secuencia, lo que conduce a la traducciéon de diferentes
proteinas, segin el marco de lectura en funcién (Modis e# al., 2002; Dias ef al., 2005; Brown ef
al., 2008).

La capside del virus esta conformada por dos proteinas, la proteina L1 es el elemento
estructural mayor de la cual los viriones infecciosos contienen 360 copias que estan
organizadas dentro de 72 capsémeros. L2 es el componente menor de los viriones y se piensa
que una sola molécula de L2 puede estar presente en el centro de los capsémeros pentavalentes
como vértice del virién. La proteina mayor de la capside es expresada después de L2 para
completar el ensamble de particulas infecciosas en la capa superior del epitelio (Trus et al.,
1997; Modis et al., 2002; Doorbar 2005).

El genoma viral tiene la capacidad de codificar para estas dos proteinas llamadas proteinas
tardias, y ademads codifica para otras seis proteinas denominadas proteinas tempranas (Tabla
1.3), las cuales son necesarias para la replicaciéon del ADN viral (E1), la transcripcion (E2),
desestabilizacién de citoqueratina para liberar las particulas virales (E4) y la transformacion
(E5, E6 y E7) (Serra 1993; Mufioz e al., 2000).
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Tabla 1.3 Genes de HPV vy sus funciones

Genes Funciones

E1 Replicaciéon de ADN, actividad de helicasa, enlace de ATP, ATPasa.

E2 Regulaciéon de la transcripcion y papel auxiliar en la replicacion de ADN. Es
requerido para mantener el genoma en infecciones persistentes.

E3 Ninguna todavia asignada.

E4 Proteina citoplasmatica abundante en verrugas genitales. Rompe filamentos de
queratina.

E5 Transformacién. Previene disminucién de receptores activados.

Eo* Transformacion. Se enlaza a E6AP y promueve la ubiquitinacion y degradacion de
p53. También se enlaza a otras proteinas celulares incluyendo paxilina e IRF3.
Activa la transcripcion de telomerasa celular.

E7* Transformacién. Se enlaza e inactiva a pRB. Interfiere con la duplicacion del
centrosoma llevando a aneuploidia.

E8 Ninguna todavia asignada.

L1 Proteina mayor de la capside.

L2 Proteina menor de la capside.

*E6 y E7 son los genes virales expresados en tumotes positivos a HPV (Howley 20006).

Las primeras proteinas virales expresadas son los factores de replicacion E1 y E2. Estas

protefnas forman un complejo que se enlaza a secuencias en el origen viral de replicacién y

actia reclutando polimerasas celulares y proteinas accesorias para mediar la replicacion. Las

funciones de E4 y E5 aun no son completamente entendidas; sin embargo, se ha propuesto

que ambas pueden estar involucradas en la regulaciéon de las funciones virales tardias. Las

proteinas E6 y E7 de HPV de alto riesgo actian como oncoproteinas. Ia proteina E6 se enlaza

a la proteina supresora de tumor p53 como parte de un complejo trimérico con la ubiquitina

ligasa celular. E7 se une al retinoblastoma que forma parte de una familia de supresores de

tumor, o bien con otras protefnas involucradas en la regulacion del ciclo celular (Longwort and
Laimins 2004).
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1.2.3 Oncoproteinas E6 Y E7

Estas dos proteinas son importantes para inducir y mantener el estado de transformacion
celular y son co-expresadas en la mayoria de los tumores cervicales provocados por HPV. E6 y
E7 de forma independiente son capaces de inmortalizar diferentes tipos de células humanas en
cultivo, pero la transformacion eficiente de las células se logra cuando son co-expresadas
(Hawley ez al., 1989; Zur Hausen 2002). Por otra parte, son reconocidas como “antigenos
especificos de tumor” y son considerados principales blancos para la inmunoterapia o
vacunacion terapéutica contra los tumores asociados a HPV (Franconi ez a/., 2002; Dona et al.,
2007;).

En el CaCu y en lineas celulares derivadas de tumores cervicales, el DNA de HPV esta
usualmente integrado en el genoma del hospedero, y solo una porcion de los genes virales (E6
y E7), son consistentemente expresados, éstos codifican oncoproteinas que juntas son
suficientes para la inmortalizaciéon de células epiteliales escamosas humanas y queratinocitos;
debido a que son capaces de impactar multiples vias reguladoras en la célula huésped con el fin
de facilitar que se lleve a cabo el ciclo de vida del virus completo. (Heck ez a/., 1992; Brown ez
al., 2008).

Las propiedades transformantes del HPV son debidas a los complejos formados por las
proteinas E6 y E7 con proteinas del hospedero. La proteina E6 de HPV de alto riesgo forma
complejos especificos con p53, y dirige a dicha proteina a su degradaciéon por proteosoma.
Esto reduce significativamente el nivel de estado de reposo de p53 dentro de la célula infectada
permitiendo la abrogacién de la apoptosis mediada por p53, la cual es una proteina celular con
actividad supresora de tumor. Mientras que la proteina E7 puede formar complejos con la
proteina del retinoblastoma (pRB) supresora de tumor, incrementando de esta manera la
proliferacién celular por rompimiento del complejo pRB-E2F para conducir a la degradacion
de pRB por el proteosoma. La inactivacion funcional de p53 y pRB a través de sus
interacciones con E6 y E7, respectivamente, se cree son pasos importantes en la carcinogénesis
cervical. Estas proteinas tienen la capacidad de enlazarse a otros blancos celulares con una
reducida afinidad o al menos con una consecuencia diferente en términos de oncogénesis.
Estudios demuestran que pRB y p53 se encuentran mutadas en lineas celulares de CaCu
negativas para HPV, pero estan intactos en lineas celulares positivas a HPV (Heck e7 a/., 1992;
Watson ez al., 2003; Black and Ogg 2003; Loépez ef al., 2006; Brown et al., 2008).

Con lo anterior podemos ver que estas proteinas actian conjuntamente para lograr el potencial
transformante caracteristico, ya que se ha reportado que su accién por separado no resulta ser
la misma que en conjunto. Al utilizar ratones transgénicos para E6 y E7 se observé que los que
solo expresaban E7 desarrollaban maultiples tumores malignos mientras que los que expresaban
E6 mostraban tumores de piel altamente agresivos y metastasicos. Esto ha sugerido que en el
desarrollo del cancer inducido por HPV, las funciones de la proteina E6 pueden contribuir en
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etapas tardfas de la oncogénesis mientras que las de E7 son relevantes en las etapas tempranas
(Watson ez al., 2003).

1.3 Incidencia de la infeccion por HPV

La infecciéon genital por HPV es predominante pero no exclusivamente, una infecciéon
sexualmente transmitida, ya que la penetracion anal o vaginal no es un prerrequisito para la
infecciéon. El virus puede también ser transmitido por el contacto piel con piel via contacto
intimo de genitales o de otras superficies mucosas. Estas infecciones son muy comunes y se
estima que mas del 50% de hombres y mujeres sexualmente activos pueden adquirir uno o mas
tipos de HPV genital (de alto o bajo riesgo) durante el curso de sus vidas. Frecuentemente el
periodo de adquisicion es al inicio de la actividad sexual y el riesgo incrementa con el numero
de parejas sexuales (Baseman and Koutsky 2005; Stanley 2010).

Es dificil estimar la prevalencia de la infeccién genital por HPV, pero estudios recientes
sugieren que las verrugas genitales visibles estan presentes en aproximadamente 1% de los
adultos sexualmente activos en los Estados Unidos y que al menos 15% tienen una infeccion
subclinica, ya que se ha encontrado en estos pacientes DNA de HPV a pesar de no tener
sighos de la infeccion. Con esto podemos ver que la infecciéon genital por HPV es
extremadamente comun. Las tasas mas altas de infeccion genital por HPV son encontradas en
adultos de entre 18 y 28 anos de edad. Ademas los factores de riesgo para la infecciéon son
dificiles de evaluar debido a la alta frecuencia de infecciones subclinicas, pero es claro que el
mayor factor de riesgo para adquirit una infecciéon genital por HPV involucra el
comportamiento sexual, particularmente multiples parejas sexuales. Otro posible factor de
riesgo para la adquisicion de una infeccion genital por HPV incluye el uso de anticonceptivos
orales, embarazo y deficiencia de la inmunidad mediada por células (Koutsky 1997; Baseman
and Koutsky 2005; Kanodia ez a/., 2007).

El HPV es altamente infeccioso con un periodo de incubacién en el rango de 3-4 semanas,
meses o aflos, la duracién de este periodo de latencia probablemente esté relacionado mas con
la dosis de virus recibida que con la carcinogenicidad. Eventualmente por razones que aun no
son comprendidas la replicaciéon viral comienza, el DNA viral puede ser detectado y la
infeccién del virus es dispersada. Esta fase de replicacion activa también persiste por un
petiodo de tiempo variable, pero eventualmente la vasta mayoria de los individuos infectados
montan una respuesta inmune efectiva que hace que lleguen a ser negativos a la detecciéon de
DNA de HPV con la subsecuente remision de la enfermedad. La inmunidad efectiva consiste
de una respuesta celular hacia protefnas tempranas, principalmente E2 y E6 necesarias para la
regresion de la lesién, acompafiada o seguida por la seroconversién o anticuerpos contra la
proteina mayor de la capside L1. La mayoria de los individuos desarrollan una respuesta
inmune efectiva contra el virus y lo eliminan en un tiempo promedio de 4-6 meses a 1-2 afos.
Una minorfa variablemente estimada entre el 10-20% no eliminan efectivamente el virus, y
permanecen positivos a DNA de HPV con una infeccion viral persistentemente activa y son
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estos individuos quienes estan en riesgo de progresar a lesiones precancerosas de alto grado en
el cérvix (Moscicki e# al., 20006; Stanley 2010).

1.4 Establecimiento de la infecciéon por HPV

La infecciéon por HPV es exclusivamente intraepitelial por lo cual requiere que las particulas
virales entren al epitelio basal y accedan a las células en division mediante una micro abrasion
en el epitelio estratificado. Actualmente hay controversia acerca de la naturaleza precisa del
receptor que requiere el virus para entrar a la célula, pero se piensa que los proteoglicanos de
heparan sulfato pueden jugar un papel importante en el enlace inicial y/o la entrada del virus.
Al igual que otros virus, se ha visto que la infeccion por HPV requiere la presencia de
receptores secundarios para que haya una infeccion eficiente y se ha sugerido la participacion
de la a6 integrina (Joyce ez al., 1999; Mc Millan ez al., 1999; Bossis et al., 2005; Doorbar 2005;
Patterson et al., 2005; Kanodia ez al., 2007).

El ciclo de vida del HPV esta ligado al programa de diferenciaciéon de la célula hospedero, el
queratinocito, con la produccién de viriones maduros restringida a las células suprabasales
diferenciadas. Las células de la capa basal son células madre que estan en constante division y

proveen un reservorio de células para las regiones suprabasales (Joyce e al., 1999; Conger ¢t al.,
1999; Thomas et al., 1999; Longwort and Laimins 2004; Fang ez al., 2000).

La infeccion de estas células permite la activacion de una cascada de expresion de genes virales
que resulta en la expresion de bajo nimero de copias y amplifica en una primera ronda
aproximadamente 20 a 100 copias extracromosomales del DNA viral por célula, nimero que
se mantiene estable en una fase episomal de mantenimiento con una minima expresiéon de
genes virales en el compartimento de proliferaciéon de las células basales indiferenciadas a lo
largo del curso de la infeccion. Conforme las células basales infectadas con HPV se dividen, el
DNA es repartido entre las células hijas, una de las cuales se separa y migra hacia el estrato
granuloso y se diferencia. En el epitelio no infectado las células salen de ciclo celular y dejan la
capa basal migrando a través de las capas suprabasales donde sufren un proceso de
diferenciaciéon terminal. Esta diferenciacién incluye cambios como el entrecruzamiento fisico
de filamentos intermedios de queratina, la formacién de envoltura cornificada y la secrecion de
lipidos, los cuales junto con la superficie epitelial forman una barrera fisica contra el ambiente,
aunado a esto, otro de los cambios importantes es la pérdida de nicleo en las capas
suprabasales. Las células infectadas dejan la capa basal y entran nuevamente a ciclo celular por
la accién de la proteina E7 (y presumiblemente también E0), la cual permite la retencién del
nucleo a través de todas las capas del epitelio infectado (Joyce e# al., 1999; Conger et al., 1999;
Thomas ez al., 1999; Longwort and Laimins 2004; Doorbar 2005; Fang 2006; Stanley 2010).

La expresion de genes virales llega a ser maxima en las células diferenciadas no ciclantes de la
capa superior del epitelio llegando hasta a 1000 copias de DNA por célula, esta replicacion es
seguida por la sintesis de la capside viral, ensamble y descamacién que se encuentran
confinadas al epitelio superficial de diferenciacion. Esta estrategia de replicaciéon es
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estrechamente controlada por la expresion de genes tempranos y asegura que en células en
divisién la totalidad de las propiedades oncogénicas de las proteinas E6/E7 de HPV de alto
riesgo no afloren en su totalidad. Sin embargo, si la infeccion viral llega a ser persistente la
probabilidad de accidentes moleculares que desregulen el control de expresion de oncogenes
en células mitoticamente activas puede incrementarse y la progresion neoplasica comienza
(Fang ez al., 2006; Stanley 2010).

La infeccion de las células basales permite la activacion de una cascada de genes virales que
resulta en la replicacion del genoma viral. Sin embargo, la expresion de genes virales es
estrictamente regulada y limitada a genes tempranos especificos. Los primeros genes virales en
ser expresados son los factores de replicaciéon E1 y E2 los cuales forman un complejo que se
enlaza al origen de replicacion y actian reclutando polimerasas celulares y proteinas accesorias
que median la replicaciéon del DNA. Tres proteinas de HPV (E5, E6 y E7) poseen actividad
estimuladora de la proliferacién. E5 estimula el crecimiento celular formando complejos con
EGFR (epidermal-growth-factor receptor), el PDGF-R (platelet detived growth-factor-f3
receptor) y el CSF 1-R (colony-stimulating factor-1 receptor). Este fenémeno se ha visto que
evita la apoptosis dada por el dano al DNA. E6 y E7 son independientemente capaces de
inmortalizar células humanas y tejidos en cultivo, pero la eficiencia es incrementada cuando
éstas son expresadas simultineamente. Ia expresion de estas dos proteinas juntas resulta en el
bloqueo de la salida de ciclo celular de la célula y en el aumento de la proliferacion de las
células infectadas conteniendo cientos de copias del genoma de HPV por célula (Kanodia ez a/.,
2007).

El genoma de HPV es encontrado de forma episomal en las células huésped en etapas
tempranas de la infeccion (Fig. 1.1A), pero frecuentemente es encontrado integrado dentro de
los cromosomas en células de CaCu (Fig. 1.1B). El tiempo de integracion viral parece
corresponder al desarrollo de CIN (Cervical Intraepithelial Neoplasia) de alto grado como
consecuencia del alto nivel de expresiéon de E6 y E7. De hecho E6 y E7 son invariablemente
expresadas en células de CaCu positivas a HPV, y juegan un papel importante en
carcinogénesis asi como para mantener el fenotipo transformado. Estas proteinas tienen varias
actividades biologicas en adicion a la inactivacion de los mayores supresores de tumor, p53 y
pRB respectivamente (Yugawa ez a/., 2009).

En displasias cervicales de alto grado la expresion de E4 y la amplificacion del genoma viral no
ocurre. En cambio la expresion de E6 y E7 tiene lugar en las capas epiteliales superiores,
donde estas proteinas interfieren con la regulacion del ciclo celular y la formacién del huso
mitético, permitiendo aberraciones como anisonucleosis e hipercromasia. E6 y E7 son
encontradas expresadas constitutivamente en CaCu asi como en lineas celulares, como Hel.a
(HPV-18), SiHa y CaSki (HPV-16) y por consiguiente presentan antigenos tumorales
especificos mediante moléculas HLA-A2 (Human Leucocyte Antigen), es decir moléculas del
MHC clase I (Mayor Histocompatibility Complex). Epitopes restrictos de aquellas proteinas,
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péptidos acarreados por moléculas del MHC clase I han mostrado estimular inmunidad celular
en modelos animales y humanos (Cid 2009).

La infeccién del tracto genital por HPV puede inicialmente resultar en una lesion de bajo grado
o CIN 1. Estas lesiones exhiben patrones de diferenciacién medianamente alterados y muchas
de ellas son eliminadas por el sistema inmune en menos de un afio. El mecanismo por el cual la
respuesta inmune celular elimina las infecciones causadas por HPV aun no es claramente
entendido. Sin embargo algunas de estas lesiones, no son eliminadas por el sistema inmune y
pueden persistir por periodos tan largos como décadas. La persistencia de infecciéon por HPV
de alto riesgo, es un factor que incrementa la susceptibilidad de desarrollar enfermedades
genitales como el carcinoma celular escamoso o menos comunmente, adenocarcinoma de

cérvix (Longworth e al., 2004).

Muchos tipos de HPV sélo producen lesiones productivas seguidas a la infeccion y no estan
relacionadas con los canceres humanos. En este tipo de lesiones los productos de la expresion
de genes virales son cuidadosamente regulados, produciendo las proteinas virales en tiempos
definidos y en niveles regulados, ademas de la migraciéon de células infectadas hacia la
superficie epitelial. La infeccién productiva puede ser dividida en distintas fases, con las
diferentes proteinas virales jugando papeles especificos. Los eventos que permiten la sintesis de

virus en las capas superiores del epitelio, son comunes entre HPV de bajo y alto riesgo
(Doorbar 2000).

(A) (B)
HPV Episomal HPV Integrado
< W
URR - D-Es E7 Genes e\o\’b o "e\\)
» - Tempranos 0@?‘0 ?}Q/ 0\*"

2

VoW el & &
[ S EETER - 000 |
E2 motivode unién: ACC(N),GGT

L1 Origende replicacién
E1
Genes @ \\_‘
Tardios @ vas o2
Amplificaciony
Traslocacion de Genes
RNA quimérico
~_
mRNA viral (E6,E7) A: l:[:l/ TTHEl AAAA
EGE7E1 = E4- RNA celular
\‘\‘ / S
T AAAA B: [T EE AAAA
EGE7E1 E4 EGE7E1 RNA celular

C: [CTTTTHE AAAA

EBE7E1 RNA celular |

Fig. 1.1 Organizacién del DNA de HPV episomal e integrado. (A) El genoma de HPV es DNA circular
de doble cadena de aproximadamente 8000 pares de bases, contiene una region URR (Upstream
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Regulatory Region) y ocho ORFs (Open Reading Frames) de seis genes tempranos (E1, E2, E4, E5,
E6, E7) y dos genes tardios (L1, L2). Los genes tempranos tienen un papel importante en la replicacion
y los genes tardios codifican las proteinas de la capside viral. (B) E1 DNA de HPV es frecuentemente
integrado en los cromosomas del hospedero en células de cancer cervical y muestran caracteristicas
consistentes, como la distupcién del ORF de E2 y la retenciéon de los ORFs de E6/E7 y la URR
conteniendo el promotor temprano para la transcripcion de E6/E7. Se muestran tres mRNAs tipicos
del DNA de HPV integrado. (Tomada y modificada de Yugawa ez a/., 2009).

1.5 Mecanismos de evasion de la respuesta inmune innata y adquirida hacia HPV

La persistencia de la infeccion por HPV es la consecuencia de la falla del sistema inmune del
hospedero para eliminar las células infectadas. Esto puede ser por el hecho de que el ciclo de
vida del HPV no es citolitico y por lo tanto no hay inflamacién ni sefiales de dafio para alertar
al sistema inmune (Stanley 2010). La naturaleza no citolitica de HPV limita la produccién de
antigenos que son procesados y presentados al sistema inmune adaptativo. Ademas el virus
codifica proteinas que no son secretadas, la mayorfa de éstas son proteinas E, y son expresadas
en bajos niveles y principalmente en el ndcleo de células infectadas. Por otro lado la
produccion de proteinas de la capside altamente inmunogénicas esta limitada a la capa superior
del epitelio la cual se descama con regularidad por lo que una minima cantidad de viriones son

expuestos al sistema inmune, siendo de esta manera practicamente invisibles para el hospedero
(Kanodia ez al., 2007).

Muchos mecanismos pueden ser necesarios para el desarrollo de CaCu invasivo, uno de ellos
es la incapacidad del sistema inmune para efectivamente erradicar células cancerigenas positivas
a E7. Sin embargo, el analisis de células T de pacientes sugiere que la respuesta inmune celular
hacia E7 de HPV 16 puede ser impedida, potencialmente por un decremento en la expresion
de la cadena ¢, molécula clave en la sefalizacion del receptor de células T (TCR) (Hohn ez af.,
2000).

La respuesta de interferén ante la infecciéon por HPV, es un mecanismo de defensa antiviral
clave, sin embargo es activamente suprimido por las proteinas E6 y E7 de HPV de alto riesgo
las cuales inhiben la via de sefializacion de los genes de respuesta a interferon. La proteina E7
disminuye TLR9 y el HPV completamente evade la respuesta inmune innata retardando la
activacion de la inmunidad adaptativa (Kanodia ez 4/, 2007; Stanley 2010).

Otro de los mecanismos usados por las lesiones precancerosas asociadas a HPV para evadir la
respuesta inmune es el hecho de que la propagacion de este virus no cause lisis de las células
infectadas lo cual impide que exista una respuesta inflamatoria. Incluso existen reportes de un
ambiente inmunosupresor asociado con las lesiones precancerosas que ha sido atribuido a la
capacidad de las proteinas virales, en particular E7, de inducir tolerancia (Giannini e a/., 1998,
Cid 2009).
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Las células dendriticas infiltran las capas epiteliales (células de Langerhans) y migran del
epitelio a los nodos linfaticos cargadas con proteina E7 proveniente de células tumorales que
han muerto por apoptosis. Sin embargo éstas pueden no ser capaces de madurar y pueden
inducir tolerancia mas que respuesta citotéxica, debido a que su maduracion requiere de una
sefial co-estimuladora dada por la unién de CD28 con B7 y la expresion de esta ultima es
inducida por la secreciéon de citocinas pro-inflamatorias las cuales estan ausentes durante la
infeccion por HPV. Ademas la continua expresion de E7 en lesiones CIN durante afios puede
favorecer su presentacion como autoantigeno, lo cual facilita la tolerancia hacia esta proteina

(Tindle 2002; Black ez al., 2003;).

A pesar de la habilidad de HPV para escapar a la inmunovigilancia, la infecciéon por HPV
frecuentemente provoca una respuesta inmune humoral y celular discretas. Estudios
serolégicos basados en VLP (Virus Like Particles) indican que en 50 % de los casos la
infecciéon con HPV causa respuesta humoral (IgG) contra regiones antigénicas especificas
(epitopes conformacionales) de la proteina mayor de la capside (L1), lo cual correlaciona con la
presencia de DNA viral en los raspados cervicales. En el 50% restante la infeccion desaparece
sin dejar una respuesta de anticuerpos detectable. Anticuerpos neutralizantes son encontrados
durante la regresion de las lesiones inducidas por HPV. Una respuesta de anticuerpos contra
E7 es observada en un alto porcentaje de casos de CIN y CaCu (Konya ¢z a/., 2001; Carter et al.,
2000; Baay ez al., 1999; Ravaggi ef al., 2006; Kanodia ez al., 2007).

No obstante, un gran numero de estudios indican que la respuesta celular contra HPV es
relevante para la erradicacion de infecciones establecidas ya que:

1) La regresion espontanea de lesiones CIN es acompafada por una respuesta inmune mediada
por células T CD4+ que infiltran el epitelio infectado. (Gabrilovich ez a/., 2001).

2) En pacientes con CIN persistentemente infectados con HPV-16 hay un incremento en la
frecuencia de células T reguladoras CD4+CD25hi, y las lesiones son altamente infiltradas con
células T CD4+FoxP3+, las cuales estan normalmente ausentes en el epitelio cervical. Esto
sugiere que al menos parte de los linfocitos que se encuentran infiltrados en neoplasias pueden
actuar suprimiendo la respuesta inmune anti-tumor (Molling e¢# a/., 2007; Van der Burg e al,
2007).

3) Pacientes con AIN y VIN (Anal Intraepithelial Neoplasia and Vulvar) tratados con
Imiquimod, un agente que estimula TLR-7 sobre las APC (Antigen Presenting Cells) e induce
una respuesta inmune mediada por células Th1, muestran una respuesta especifica de células T
CD4+ hacia HPV-16 correlacionando con la remisién de las lesiones (Stanley 2002; Van
Poelgeest ez al., 2005; Schofer ef al., 2006; Le Poole ez al., 2008).
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1.6 Vacunas para HPV

La biologia de la asociaciéon del HPV con el CaCu provee varios estados en los cuales la
vacunacion puede ser efectiva: la prevencion de la infeccidn, terapia para infecciones
recientemente establecidas (condiloma acuminado y displasias de bajo grado), y terapia para
enfermedades malignas (Tindle 2002).

La seroconversiéon durante la infeccién genital natural resulta en anticuerpos neutralizantes
indetectables hacia la proteina mayor de la capside I.1 pero su respuesta es lenta con un tiempo
de 8-9 meses para la seroconversion después de la primera deteccion de DNA de HPV-16, la
concentracién de anticuerpos es baja y solo 50-70% de las mujeres con infeccién incidente por
HPV seroconvierten. Sin embargo, anticuerpos anti L1 persisten en muchas mujeres por al
menos 10 aflos y estos bajos niveles de anticuerpos protegen contra la enfermedad. Se sabe que
los anticuerpos neutralizantes anti L1 eran capaces de proteger contra altas dosis virales en
modelos animales como perros, vacas y conejos de infecciéon por papilomavirus, y apoyan la
idea de que una vacuna profilactica para HPV podria ser efectiva (Stanley 2010).

En 1991 Zhou et al reportaron que habian logrado sintetizar particulas semejantes a virus a las
que denominaron VLPs (Virus Like Particles) esto fue posible gracias a la expresion de los
genes de HPV-16 (L1 y L2) en células eucariotas (células animales o levaduras). La expresion
de proteina nativa soluble L1 via vectores procariotas fue generalmente no exitosa; sin
embargo en los 90°s se mostr6é que si la proteina 1.1 era expresada via sistemas de expresion
eucariota, el ensamble de ésta ocurria produciendo capsulas virales vacias. Subsecuentemente
otros cientificos refinaron el ensamble de VLPs y demostraron que el gen de L1 era suficiente
para producir VLPs de HPV, las cuales al ser inyectadas intramuscularmente a humanos
voluntarios, producian altos titulos de anticuerpos neutralizantes y una respuesta de células T
especificas. Ademas los anticuerpos neutralizantes generados mediante inmunizacién con VLP
L1 protegian a animales contra la infeccién viral y el desarrollo de papilomas (Zhou ef al,
1991; Faridi e al., 2011; Da Silva ef al., 2007; Stanley 2010).

En afios recientes se ha puesto mucha atencién en la posibilidad de vacunar contra el HPV
como una manera importante de prevenir las lesiones cervicales precancerosas y el cancer. Hoy
en dia se ha comprobado en diversas pruebas clinicas que las vacunas profilacticas para HPV
son efectivas para evitar la infeccion. Dichas vacunas estan constituidas de VLPs de la proteina
L1 de los HPV mas frecuentemente encontrados en lesiones precancerosas y cancer (HPV-16
y -18). Una de las ventajas de las VLPs es que no contienen DNA viral por ello no estan
asociadas con el desarrollo de la infeccidén a pesar de que su estructura es morfoloégicamente
semejante al virus nativo. Las VLPs son altamente inmunogénicas, son estructuras no
replicativas que mimetizan al virus, en morfologfa e inmunogenicidad. Los reportes de estudios
clinicos en Fase IIb realizados con las vacunas, muestran una efectividad de 100% para
proteger contra infecciones persistentes por HPV de alto riesgo, por un maximo de 5 afios en
mujeres virgenes que han sido vacunadas con las particulas (Tindle 2002; Da Silva ez al., 2007).
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1.6.1 Vacunas profilacticas para HPV

En la busqueda de la vacuna contra el HPV, se han estado investigando vacunas profilacticas y
también terapéuticas. Estos dos tipos de vacunas requieren de diferentes enfoques para la
elecciéon de los antigenos virales y para la seleccion de las vias de administracion. A pesar de los
esfuerzos, a la fecha, sélo las vacunas profilacticas han demostrado su eficacia (Garcia 2007).

Hoy en dia se cuenta con dos vacunas contra el HPV aprobadas en el mundo y efectivas para
la prevencion del CaCu, éstas son de uso profilactico y estan constituidas de VLPs de la
proteina I.1 de HPV. Una de ellas es Cervarix® una vacuna bivalente (HPV-16 y -18) de
GlaxoSmithKline Biologicals (GSK) disponible desde el 2007 y la otra es Gardasil®, una
vacuna tetravalente (HPV-16,-18, -6 -11) de MSD Merck disponible desde 2006 (Tindle 2002;
Garcia 2007).

La vacuna bivalente (Glaxo, Cervarix®) estd dirigida contra HPV-16 y HPV-18, los tipos mas
frecuentes asociados a CaCu. La vacuna tetravalente (Merck, Gardasil®) esta dirigida también
contra HPV-16 y HPV-18 pero incluye VLPs contra HPV-6 y HPV-11, que son los tipos de
virus mas frecuentemente asociados a verrugas genitales. Esta vacuna es producida por la
fermentacion en levaduras recombinantes de Saccharomyces cerevisiae (CANADE 3C-5 cepa
1895), en éstas la proteina I.1 del HPV se autoensambla para formar las VLPs, las cuales se
purifican y se adsorben en el adyuvante de aluminio (sulfato hidroxifosfato de aluminio
amorfo). Cada dosis de 0.5 ml contiene aproximadamente 20 pg de VLP de L1 del tipo 6, 40
ug de VLP de L1 del tipo 11, 40 pg de VLP de L1 del tipo 16 y 20 pg de VLP de L1 del tipo 18
(Garcia 2007).

Ambas vacunas han demostrado en pruebas clinicas ser altamente eficaces para evitar el
desatrollo de CIN de alto grado (Cervical Intraepithelial Neoplasia 2/3) causadas por HPV- 16
y -18 en mujeres de entre 15-26 afios de edad que no han tenido contacto con estos tipos de
HPV, y que recibieron un esquema de 3 inmunizaciones (0, 1 o 2 y 6 meses) con las vacunas.
Pruebas adicionales han sido realizadas para la vacuna tetravalente, en las cuales ha mostrado
una alta eficacia (>96%) para prevenir neoplasias intraepiteliales vulvares y vaginales (VIN y
VIN) asi como para las verrugas genitales externas causadas por HPV-6 y -11. En hombres
entre 16 - 23 afos de edad la vacuna tetravalente ha mostrado tener >90% de eficacia contra
verrugas genitales externas causadas por HPV-6 y -11 en hombres heterosexuales y un 73% de
eficacia contra AIN (Anal Intraepithelial Neoplasia) en hombres homosexuales (Tindle 2002;
Stanley 2010).

1.6.2 Vacunas terapéuticas para HPV
1.6.2.1 Vacunas peptidicas

Las vacunas peptidicas son simples, bien toleradas y faciles de producir. El bajo costo asociado

con una buena manufactura durante la produccién de las vacunas basadas en péptidos
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permitieron que muchos investigadores en el pasado iniciaran estudios clinicos usando
epitopes de proteinas E6 y E7 afines a moléculas HLA-A2.

Un estudio clinico Fase I hecho por Steller e a/l. exploro la eficacia de un lipopéptido derivado
de E7 (HPV-16 E7 86-93 TLGIVCPI) con afinidad por moléculas HLA-A *0201 unido
después a un péptido no especifico para pan—HLA DR, PADRE, el cual acarrea un epitope no
especifico para células T cooperadoras. Veinte pacientes con cancer refractario cervical o
vaginal fueron seleccionadas, y recibieron cuatro dosis subcutaneas de la vacuna a intervalos de
tres semanas. La respuesta de CTL (Citotoxic T Lymphocytes) especificos para E7 86-93 fue
detectada en un ensayo de secrecion de IFNy, en 5 pacientes después de 2 dosis y en 2
pacientes después de las 4 inmunizaciones. Sin embargo no se observaron respuestas clinicas
en estas pacientes. Se propone a este péptido para su uso en el tratamiento de pacientes con
lesiones no invasivas (Steller ez al., 1998).

Un afio después se realizé un estudio clinico en el que se vacuné con péptidos de E7 de HPV-
16 a pacientes con CaCu positivo para HPV-16 refractario a los tratamientos convencionales.
Las pacientes que recibieron la vacuna fueron positivas para HLA-A*0201. La inmunizacién
fue disenada a dosis escalada, en ésta las pacientes recibieron 100, 300 o 1000 pg de cada
péptido respectivamente. La vacuna consistié de 2 péptidos de E7 y un péptido para células Th
emulsificado con adyuvante Montanide ISA 51. Fueron incluidas en el estudio 19 pacientes y
no se observaron efectos adversos. Dos pacientes mostraron estabilizacion de la enfermedad
un afno después de la vacunacion; 15 pacientes mostraron progresion de la enfermedad, de las
cuales una murié durante el tratamiento dado su enfermedad progresiva; y dos pacientes
mostraron regresion del tumor después de la quimioterapia que siguié a la vacunacién. Se
presentd un conteo relativamente bajo de linfocitos antes y después de la vacunacién en 11/19
pacientes indicando un inmunocompromiso en estas pacientes. Este estudio muestra que la
vacunacién con el péptido de E7 de HPV 16 es factible, ain en un grupo de pacientes con
enfermedad terminal. Esto indica que es posible vacunar a pacientes con enfermedad menos

avanzada, cuyo sistema inmune esta menos comprometido por la enfermedad progresiva (van

Driel ez al., 1999).

Los estudios utilizando péptidos para la vacunaciéon continuaron y es asi como en el afio 2000,
en un estudio que incluyé a 18 mujeres con CIN o VIN de alto grado (II/III) determinado
colposcopicamente y por biopsia, positivas para HPV 16 y para HLA-A2, diez de ellas fueron
tratadas con dosis escaladas de una vacuna que consistia de un péptido de 9 aminoacidos
correspondientes a la secuencia 12-20 del gen de E7 emulsificado con adyuvante incompleto
de Freund. Al resto de las pacientes, iniciando con el décimo primer paciente se les inoculd
también un péptido pero esta vez de 8 aminoacidos 86-93 ligado a un epitope para células Th
con una cola lipidica unida covalentemente. Las pacientes recibieron 4 inmunizaciones de dosis
incrementadas de la vacuna cada 3 semanas, seguidas por colposcopias repetidas y remocion
del tejido displasico 3 semanas después de la cuarta inmunizacion. Solo 3 de las 18 pacientes
mostraron regresion de sus displasias, pero se observé un incrementado nimero de células
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dendriticas infiltradas en 6 de 6 pacientes evaluadas. En 12 de 18 pacientes se observéd
mediante raspado cervical que fueron capaces de eliminar el virus después de la cuarta vacuna,
pero todas las biopsias fueron positivas al analizarlas por hibridaciéon 7z sitn con RNA. Seis
pacientes mostraron regresion de la lesion al evaluar por colposcopia y 3 tuvieron una
regresion completa de la lesion. Los datos establecen que la vacuna de péptidos de HPV-16
puede tener importantes efectos clinicos y biologicos, ademas sugiere que pueden ser
explorados futuros refinamientos de la estrategia de vacunacion para reforzar la inmunidad
antigeno especifica (Muderspach ez a/., 2000).

La inmunizacién con péptidos de E6 y E7 de HPV emulsionados con adyuvante incompleto
de Freund induce proteccion contra el reto con células tumorales que expresan E6 y E7 en
ratones. Péptidos purificados derivados de diferentes virus animales han demostrado que
inducen CTL de alta afinidad y protegen ratones contra virus infecciosos (Muderspach et 4/,
2000).

En conjunto, estos estudios demostraron que la vacunacion con péptidos atn a altas dosis es
bien tolerada; aunque la respuesta inmune inducida fue insuficiente para inducir una respuesta
clinica satisfactoria. Una posible explicaciéon para ello puede ser que en la mayoria de los
estudios se seleccionan pacientes con cancer avanzado de alto grado, cuya respuesta inmune se
ve comprometida. No obstante, nuevas estrategias de vacunas peptidicas combinando avances
en ingenierfa de péptidos, adyuvantes y sistemas de liberaciéon pueden resultar en una eficiente
repuesta antitumoral (Cid 2009).

Sin embargo el mayor obstaculo en el desarrollo de vacunas basadas en péptidos ha sido ver
que cuando los péptidos 6ptimos se administran solos, éstos son extremadamente ineficientes
para inducir una respuesta de CTL. El adyuvante incompleto de Freund ha sido usado
clinicamente por muchos afios, pero éste sigue siendo un adyuvante no especifico y
frecuentemente induce una respuesta inflamatoria local (Steller e al., 1998).

1.6.2.2 Vacunas proteicas

Una de las ventajas de las vacunas basadas en proteinas es que ellas contienen numerosos

epitopes para CTL y de esta manera no se requiere un haplotipo de HLLA determinante.

Durante los dltimos afios se han desarrollado y probado en estudios preclinicos y clinicos un
gran numero de vacunas para CaCu usando proteinas modificadas E6 y E7 de HPV- 16. Una
de ellas fue la proteina de fusion llamada HspE7, proteina E7 de HPV 16 fusionada a la Hsp
65 (heat shock protein) de bacillus Calmette-Guerin (BCG), un potente activador de células
dendriticas e inductor de respuesta inmune celular. En una prueba clinica Fase II, 22 pacientes
con lesiones intraepiteliales escamosas de alto grado persistentes, positivas para HPV-16, las
pacientes recibieron 3 dosis de vacuna HspE7 (500 pg/dosis) a intervalos de un mes. Catorce
de las veintidos pacientes tenfan verrugas determinadas por examinacion fisica al inicio del
experimento, 10 de 14 mostraron una reduccién de las mismas a las 24 semanas, 3 de las 14
pacientes tuvieron una resolucién completa de las verrugas, en las pacientes restantes se
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observé un incremento en el tamafio de sus verrugas. Las verrugas mejoran sustancialmente
pero no desaparecen totalmente dentro de los primeros seis meses (Goldstone ez al., 2002).

Otra de las vacunas usadas para realizar pruebas clinicas es la proteina de fusién HspE7
generada en San Diego - Stressgen. La HspE7 combina la proteina viral E7 con una proteina
de shock térmico para buscar a células dendriticas. Las células dendriticas después presentan
E7 a células T induciendo que estas reconozcan y ataquen células cancerigenas que contienen
E7. En resumen, de los resultados de la prueba clinica Fase II presentados por la sociedad de
ginecologia oncoldgica del colegio de medicina de New York reportd que 22 (71%) de 31
pacientes con lesiones CIN asociadas con HPV-16 respondieron después de recibir tres
inyecciones de 500 mg de HspE7 después de 60 dias. Con base en estos resultados Stressgen
tenfa planeado realizar una prueba Fase III en el 2006 pero ésta no se realizé debido a que se
reformuld la version de la HspE7 combinandola con bajas concentraciones de un adyuvante lo
cual mostro resultados mas prometedores que la formulacién original (Mc Neil 20006).

Una proteina de fusién recombinante conteniendo E6 y E7 de HPV 16 también fue evaluada
en una prueba clinica Fase I con 42 voluntarias sanas quienes recibieron 3 dosis via
intramuscular de la proteina EGE7 en combinacién con el adyuvante ISCOMATRIX. Todos
los sujetos vacunados tuvieron respuesta de anticuerpos anti E6E7 y se demostré una
respuesta de células T en 80% de los casos (Cid 2009).

Otro estudio evalu6 la inmunogenicidad en ratones de diferentes formulaciones de vacunas
usando las proteinas recombinantes E6E7 de HPV-16 o las proteinas de fusion E7GST.
Cuando se co-administraban dichas proteinas con el adyuvante ISCOMATRIX éstas inducian
consistentemente CTL especificos para E7, proteccion anti tumor zz wvivo y respuesta de
anticuerpos. ISCOMATRIX ha sido desarrollado para usarlo en la formulaciéon de nuevas
vacunas y se ha evaluado su seguridad y toxicidad en pruebas clinicas en humanos, los
hallazgos demuestran el potencial de este adyuvante para estimular la respuesta inmune
humoral y celular para antigenos procesados endégenamente y es un adyuvante ideal cuando se
desea respuesta de CTL especificos (Stewart ez al., 2004)

TA-CIN es también utilizada como vacuna, ésta es una proteina recombinante de fusiéon hecha
de L2, E6 y E7 de HPV-16 producida en E. c/i. Esta vacuna prob¢ ser eficaz en modelos de
ratén ya que fue capaz de prevenir el desarrollo de tumores con células positivas para HPV-
16. Con el fin de evaluar la seguridad e inmunogenicidad de TA-CIN, se realiz6 una prueba
clinica Fase I incluyendo 40 mujeres sanas quienes recibieron 3 dosis escaladas de proteina (26,
128 y 533 pg) por via intramuscular, sin adyuvante a intervalos de 4 semanas. La respuesta de
anticuerpos se observé en todas las dosis. Una respuesta especifica celular y de anticuerpos
hacia E6 y E7 fue inducida en 8 sujetos vacunados con la dosis mas alta (Cid 2009).

Un estudio mas utilizando TA-CIN tuvo como objetivo determinar la efectividad clinica de un
régimen de vacunacion de primer dosis y refuerzo contra virus de papiloma humano en una
prueba clinica Fase II. Para esto se vacunaron tres pacientes con neoplasia intraepitelial
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anogenital con tres dosis cada una de la proteina de fusién recombinante E6/E7/L2 (TA-CIN)
de HPV-16 seguida por una dosis de vitus vaccinia recombinante que codifica para E6/E7 de
HPV-16 y -18. La respuesta clinica fue evaluada por una serie de fotografias, sintomatologia, y
biopsias antes y después de la vacunaciéon. En otro estudio, 29 mujeres fueron vacunadas; 27
con neoplasia intraepitelial vulvar y 2 con neoplasia intraepitelial vaginal grado 3. Se observé
respuesta clinica en 5 mujeres con una remision completa y 4 remisiones parciales (Fiander ez
al., 2000).

Una de las combinaciones candidata para una vacuna preventiva y terapéutica para HPV es la
proteina de fusiéon que comprende L2, E6 y E7 de HPV-16. Ya que se ha visto es capaz de
generar anticuerpos neutralizantes contra L1 y L2 y respuesta en sangre periférica antigeno
especifica, esto después de la triple vacunacién a intervalos de un mes con L1E7E6 de HPV-
16. En los estudios realizados se encontré que la vacunaciéon de voluntarios sanos indujo
anticuerpos neutralizantes contra L2, éstos detectados un mes después de la tltima vacunacion,
ademas de que la respuesta proliferativa de voluntarios sanos también mostré un aumento
significativo cuando se increment6 la dosis de vacuna. Sin embargo los pacientes con neoplasia
intraepitelial anogenital respondieron menos efectivamente que los voluntarios sanos en
cuanto a la generacién de anticuerpos neutralizantes y la respuesta proliferativa (Gambhira ez
al., 2000).

1.6.3 Particulas Tipo Virales Quiméricas (cVLP)

La producciéon de VLP consistentes de proteinas de la capside L1 y L2 abri6 la posibilidad de
usar estas VLP como vacuna preventiva contra infecciones por HPV. Dichas vacunas
profilacticas son efectivas para generar anticuerpos neutralizantes en superficies mucosas que
previenen el desarrollo de lesiones precancerosas causadas por HPV-16 y -18. Sin embargo, las
mujeres que ya estan infectadas con HPV oncogénico estan en riesgo de desarrollar cancer y
las vacunas profilacticas actuales son ineficaces en estos casos. Esto hace necesario el
desarrollo de vacunas terapéuticas encaminadas a inducir respuesta inmune celular contra
antigenos de proteinas de expresion temprana como E6 y E7, los cuales a diferencia de las
proteinas de la capside, son expresados constitutivamente en lesiones precancerosas y tumores.
Estudios clinicos recientes indican que las vacunas profilacticas actuales no tienen efectos
terapéuticos, ya que las vacunas terapéuticas necesitan estimular una respuesta mediada por
células hacia proteinas tempranas de HPV. Por consiguiente fue necesario producir VLP que
consistieran de la fusién de proteinas L1 y/o L2 con proteinas transformantes E6 y/o E7, las
cuales son constitutivamente expresadas en todas las células de CaCu y constituyen un blanco
optimo para la inmunoterapia. Este tipo de particulas son denominadas particulas tipo virales
quiméricas (cVLP) (Tindle 2002; Cid 2009).

Las proteinas contenidas en las cVLP contienen regiones antigénicas que son presentadas por
moléculas HLLA-A2 y han mostrado ser inmunogénicas en ratones y humanos. Sin embargo el

inmunizar con E7 en varias formas (péptidos, proteinas, vectores recombinantes o DNA) para
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tratar el CaCu necesita una revision exhaustiva de como E6 y E7 evaden la respuesta del
sistema inmune (Cid 2009).

Las VLP quiméricas son indistinguibles de las VLP parentales en su morfologia y en su
habilidad para aglutinar eritrocitos y elicitar altos titulos de anticuerpos neutralizantes. En 1998,
Greenstone y colaboradores reportaron que cVLP que consistian de las proteinas L1 y L2 del
HPV-16 y proteina E7 del mismo tipo viral, tenfan la capacidad de inducir inmunidad
antitumoral especifica contra el polipéptido introducido. Tras una unica vacunacién con 10pg
de las cVLP se obtuvo una proteccién completa en el reto tumoral evaluada en ratones
C57BL/6 usando la linea celular TC-1, la cual expresa la proteina E7 de HPV-16, pero no las
proteinas estructurales del virion. La inyecciéon de VLP quiméricas L1y VLP quiméricas L2,
pero no las VLP L1 y VLLP L2, protegieron los ratones del reto tumoral, aun en la ausencia de
adyuvante (Greenstone ef al., 1998).

Posteriormente en 2001 Rudolf y colaboradores reportaron que cVLP de L1/L.2-E7, similares
a las reportadas por Greenstone, podian activar a células dendriticas inmaduras humanas, ya
que se observo que las células dendriticas de sangre periférica eran capaces de atrapar las
cVLP. Ademis la incubacion de células dendriticas inmaduras con ¢VLP por 48 horas induce
un incremento en la expresion de las moléculas de superficie CD80 y CD83 asi como en la
secrecion de IL-12. Estos resultados claramente demuestra que las dendriticas inmaduras son
totalmente activadas por las cVLP de HPV-16 y subsecuentemente son capaces de inducir
epitopes procesados enddégenamente especificos para una respuesta de células T 7z vitro. Estos

hallazgos pueden explicar la alta inmunogenicidad y eficiencia de las ¢VLP como vacunas
(Rudolf ez al., 2001).

En 2001 Kaufmann, reporto el disefio de la cVLP compuesta de LL1-E7 1-55 de HPV-16. Estas
cVLP en lugar de contener la proteina E7 completa, fusionaba los primeros 55 aminodacidos de
ésta al extremo C-terminal de L.1. Las cVLP fueron hechas en baculovirus recombinantes para
después purificarlas. Se pudo ver que estas cVLP eran capaces de activar linfocitos T
citotoxicos de sangre periférica humana, ya que la incubaciéon directa de linfocitos de sangre
periférica con cVLP resultaba en la inducciéon de proliferacion y crecimiento de linfocitos T.
Para aumentar la presentacion de antigenos se cargaron células dendriticas con cVLP usadas
para activar células T virgenes y se observo crecimiento principalmente de células CD3+ (95%)
con predominio de células T CD4+ y en menor cantidad células T CD8+. El analisis de la
especificidad de células T fue probada por un ensayo de liberacién de interferén. Se detectod
una frecuencia de 0.5-0.7% de células T que respondieron a la cVLP en los cultivos y alrededor
de 0.1% de células T que respondieron a los péptidos. Las células encontradas tenian actividad
citolitica hacia lineas autélogas de células B linfoblasticas, pseudoinfectadas con cVLP y hacia
células cargadas con péptidos HLA- A*0201 especificos. Los linfocitos encontrados también
lisaron la linea celular CaSki positiva para HPV-16 y HLA-A*0201 mientras que la linea celular
SiHa negativa para HLA-A*0201 no fue lisada, lo cual indica que los linfocitos T reconocian
epitopes de E7 y L1 restringidos a MHC. Con esto se concluye que las cVLP muestran ser una

34



prometedora vacuna terapéutica en pacientes con lesiones intraepiteliales cervicales o cancer
positivos para HPV-16 (Kaufmann ez a/., 2001).

Jong y colaboradores, disefiaron una vacuna basada en una unica proteina constituida por
1.2/EG6E7 de HPV-16, denominada TA-CIN. Esta fue exitosa en modelo murino previniendo
el desarrollo de células tumorales positivas para HPV-16 (Jong ez al., 2002).

Para el ano 2007 Kaufmann realiza una prueba clinica con 39 pacientes mono infectadas con
CIN grado 2 y 3 a las cuales se les aplicaron dos dosis de c¢VLP (75 o 250 ug). La duracion del
estudio fue de 24 semanas con 2 visitas adicionales a las 12 y 24 semanas. L.a vacuna mostro
ser segura con solo algunos efectos adversos menores atribuibles a la vacunacidon. Se
detectaron altos titulos de anticuerpos contra .1 de HPV-16 y bajos titulos de anticuerpos
contra E7 de HPV-16 asf como respuesta inmune celular contra ambas proteinas. La respuesta
fue equivalente con ambas concentraciones de vacuna. Se observé una regresion a CIN grado
1 o a un estado normal en 39 % de las pacientes que recibieron vacuna y en 25% de las
pacientes que recibieron placebo. Cincuenta y seis por ciento de las pacientes que mostraron
una respuesta también mostraron ser negativas para DNA de HPV-16 al final del estudio. En
este estudio se demostré la seguridad de la vacuna y una tendencia no significativa de la
eficacia clinica de la misma (Kaufmann ez a/., 2007).

En afios recientes, la tecnologia basada en plantas ha sido usada para la produccion de
reactivos importantes biomédicamente, incluyendo antigenos para la elaboracion de vacunas.
Los antigenos derivados de plantas son capaces de producir una respuesta inmune, mostrando
muchas ventajas sobre las tecnologias tradicionales para la elaboraciéon de vacunas, incluyendo
eficacia, incrementada seguridad, versatilidad, estabilidad y economia. (Franconi e# a/., 2002).
Empleando la tecnologfa en plantas, el Dr. Miguel Angel Goémez Lim del CINVESTAV
Irapuato generé una particula quimérica tipo viral (cVLP) constituida de la proteina L1 y
epitopes de las oncoproteinas E6 y E7 de HPV-16, la cual fue producida en plantas de
jitomate. Nuestro grupo de trabajo determiné la inmunogenicidad de dicha particula en un
modelo de ratén C57BL/6. La administracion intraperitoneal de tres dosis de 5pg cada una de
cVLP emulsionada con adyuvante de Freund en ratones de la cepa C57BL/6 fue capaz de
generar anticuerpos neutralizantes contra la cVLP y linfocitos T citotéxicos contra los epitopes
incluidos en la ¢VLP, la inmunizacién con estas particulas mostréd un efecto terapéutico ante el
reto tumoral con células TC-1 transfectadas con las proteinas E6 y E7 de HPV-16, ya que
logré disminuir el crecimiento tumoral hasta en un 50 %, ademas de inducir la produccién de
anticuerpos neutralizantes, lo cual sugiri6 que estas particulas pueden tener un potencial
profilactico y terapéutico al emplearse como vacuna (Paz de la Rosa et al., 2009; Toledo 2010;
Tapia 2010).

Recientemente nuestro grupo de trabajo colaboré con el Dr. Gomez Lim en el disefio de una
nueva cVLP conteniendo la protefna .1 de HPV-16 y péptidos antigénicos de las proteinas E6
y E7 de HPV-16 con especificidad para alelos HLA clase I de histocompatibilidad de alta
frecuencia en la poblaciéon Mexicana (Monroy e al., 2007). La nueva cVLP fue producida en
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plantas de Nicotiana benthamiana , debido a que a través de este sistema se obtuvo una mayor
eficiencia en la produccién de las proteinas que constituyen a la particula, empleando una
version del gen L1 optimizada para expresarse en plantas (Ma Clean ez 4/, 2007). Nuestro
grupo de trabajo ha analizado previamente la capacidad de esta cVLP para generar anticuerpos
con capacidad neutralizante de manera comparable a la VLP compuesta tnicamente por la
proteina 1.1 de HPV-16, al inmunizar con tres dosis de 5 pg de cVLP en presencia de
adyuvante de Freund (Osorio 2011; Castellanos 2010). No obstante se desconoce si ésta cVLP
es capaz de inducir protecciéon inmune ante el reto tumoral, por tanto, en este trabajo se evalué
la capacidad de esta cVLP patra proteger a ratones de la cepa C57BL/6 bajo el esquema de
inmunizacién antes, durante y después del reto tumoral.
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2. Justificacion y Planteamiento del problema

El CaCu representa la segunda neoplasia mas frecuente en México y constituye una de las
principales causas de muerte por cancer en el pais. El HPV es considerado como el principal
agente etiolégico asociado al desarrollo del CaCu, su presencia es cercana al 100% de todos los
tumores de CaCu. Por lo tanto, la vacunacion efectiva contra el HPV ofrece una oportunidad
para reducir la morbilidad y la mortalidad asociadas con este virus. En los ultimos afos, la
generacion de VLPs constituidas por L1 y .2 de los principales tipos de HPV (HPV-16 y -18)
que infectan el tracto genitourinario, han sido hasta ahora la base para las vacunas profilacticas
mas eficaces contra la infeccion por HPV. En la actualidad varios paises han aprobado dos
vacunas preventivas para su utilizacion, con la finalidad de limitar la infeccién por HPV. Sin
embargo, las vacunas preventivas no ejercen efectos terapéuticos sobre infecciones pre-
existentes y lesiones asociadas al HPV. Por consiguiente, actualmente se estan desarrollando
vacunas terapéuticas con la finalidad de generar una respuesta inmune mediada por linfocitos T
citotoxicos contra células infectadas por HPV y células tumorales. La capacidad de las VLPs
para acarrear epitopes, como los derivados de las proteinas oncogénicas E6 y E7 presentes en
lesiones pre-malignas y malignas, sin alterar su estructura de manera notable, ha favorecido la
generacion de particulas quiméricas tipo virales.

En este sentido, nuestro grupo de trabajo en colaboracién con el grupo de investigacion del
CINVESTAYV de Irapuato desarrollé una nueva particula quimérica tipo viral constituida por la
proteina 1.1 de HPV-16 fusionada con 8 péptidos antigénicos derivados de las oncoproteinas
E6 y E7 del HPV-16 que tienen especificidad para alelos HLA clase I (HLA-A2, y -B35) de
alta frecuencia en la poblacion Mexicana. Empleando la biotecnologia de expresion de
protefnas en plantas, esta particula fue producida en plantas de Niotiana benthamiana, y
recientemente se evalu6 la capacidad de inducir anticuerpos con actividad neutralizante en
ratones de las cepas C57BL/6 y Balb/c inmunizados con esta cVLP (Osotio 2011) asi como
de linfocitos T citotéxicos capaces de lisar células tumorales (Castellanos 2010). No obstante se
desconoce si ésta cVLP ademas de inducir anticuerpos, es capaz de proteger a los ratones ante
el reto tumoral, por tanto, en este trabajo se evalu la capacidad protectora y terapéutica de
esta cVLP contra el crecimiento tumoral en la cepa de ratones C57BL/6 bajo el esquema de
inmunizacién antes, durante y después del reto tumoral. Los resultados de este proyecto seran
importantes para evaluar el potencial terapéutico de estas particulas contra la infeccién por

HPV-16, lo que sera de gran ayuda para proponer nuevas estrategias de inmunoterapia contra
el CaCu.
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3. Hipétesis:

La inmunizacion de ratones de la cepa C57BL/6 con la particula quimérica tipo viral
constituida de la proteina L1 y epitopes de las proteinas oncogénicas E6 y E7 de HPV-16
(cVLP) proveera proteccion y efecto terapéutico en los ratones ante el reto tumoral.

4. Objetivo general:

Analizar la inmunogenicidad de particulas tipo virales de la proteina .1 (VLP-L1) y particulas
quiméricas tipo virales de la proteina L1 con epitopes de las proteinas oncogénicas E6 y E7 de
HPV-16 (cVLP) generadas en plantas de Nicotiana benthamiana.

4.1. Objetivos particulares:

1) Evaluar la capacidad de las cVLP y VLP-L1 para proteger ante crecimiento tumoral en
ratones C57BL/6.

2) Evaluar la capacidad terapéutica de las cVLP y VLP-L1 en un modelo tumoral de ratén
C57BL/6.

3) Analizar la capacidad de las cVLP y VLP-L1 para inducir anticuerpos especificos en el
modelo tumoral.

38



5. Material y Método
e Particulas tipo virales

Las particulas tipo virales constituidas por la proteina .1 de HPV-16 (VLP-L1) y las particulas
quiméricas tipo virales constituidas de la proteina L1 y epitopes de las proteinas oncogénicas
E6 y E7 de HPV-16 (cVLP) utilizadas en este estudio, se produjeron y purificaron en el
Laboratorio de Plantas Tropicales y Salud Humana del CINVESTAV Irapuato y fueron
cuantificadas en nuestro laboratorio mediante la técnica de ELISA para analizar su
inmunogenicidad en ratones de la cepa C57BL/6 y Balb/c (Osorio 2011). Este lote de cVLP
sirvi6 para realizar varios de los trabajos hechos por nuestro grupo, cuidando su correcto
almacenaje y uso (en refrigeracién a -4°C y trabajadas en condiciones de esterilidad) para evitar
la degradacion de las particulas.

La secuencia quimérica unida a la proteina L1 que conforma a la cVLP, consta de 5 epitopes de
la proteina E6 y 3 de la proteina E7 de HPV-16 (Tabla 5.1). Estos epitopes fueron definidos
por nuestro grupo de trabajo y que de acuerdo a un programa de predicciéon por algoritmos
(bimas.dcrt.nih.gov/molbio/hla_bind/) tienen una mayor probabilidad de ser presentados por
los alelos HLLA-A2 y HILA-B35 (Monroy et al., 2007), asi como las moléculas H2-Kd y H2-Db

de ratén.

Proteinal.l ~ DPQERPRKLPQLCTELQTTYSKISEYRHYCTPTLHEYMLDLQPETT

! )\, — ]
I T
1 E6 E7 )

I
8 péptidos

Fig. 5.1 Secuencia de la c¢VLP, las lineas de color sefalan cada uno de los péptidos de E6 o E7
integrados en la secuencia.
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PROTEINA POSICION SECUENCIA Afinidad a moléculas del MHC Clase | en
humano (HLA) o ratén (H-2)

E6 HPV-16 11-19 DPQERPRKL H-2Kd

E6 HPV-16 18-26 KLPHLCTEL HLA-A2, H-2Db, H-2Kd

E6 HPV-16 77-85 YSKISEYRH HLA-B35

E6 HPV-16 79-87 KISEYRHYC HLA-A2

E6 HPV-16 21-29 QLCTELQTT H-2Db, H-2Kd

E7 HPV-16 5-13 TPTLHEYML HLA-A2, H-2Kd

E7 HPV-16 7-15 TLHEYMLDL H-2Db, H-2Kd

E7 HPV-16 11-20 YMLDLQPETT HLA-A2

Tabla 5.1. Secuencias de épitopes de las proteinas E6 y E7 de HPV-16 contenidas en la ¢VLP.
o (élulas

Se utilizaron células tumorales TC-1 las cuales son células derivadas de un carcinoma de
pulmén de ratén C57BL/6 transfectadas con los genes de E6 y E7 de HPV-16, los cuales son
expresados de manera permanente junto con el oncogen ras (Lin ef al, 1996). Estas fueron
cultivadas en medio de cultivo RPMI (GibcoBRL, Life Technologies) suplementado con suero
fetal de bovino (GibcoBRL, Life Technologies) al 10%, y mantenidas en condiciones de
esterilidad en una incubadora (Forma Scientific) a 37°C con 5 % de CO2 y humedad saturante.

e Ratones

Para la inmunizacién e induccién de tumores se usaron grupos de cinco ratones hembra cada
uno, de la cepa C57BL/6 (Haplotipo H-2D") de 6-8 semanas de edad. Los grupos de ratones
se mantuvieron en condiciones estandar de bioterio, con alimento y agua ad /ibitum, conforme a
la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999, Diario Oficial de la Federacién, 22 de
agosto 2001, que hace referencia a las especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y

uso de los animales de laboratorio.

e Anilisis de la capacidad protectora y terapéutica de las c¢VLP y VLP-L1 ante el reto
tumoral.

- Inmunizacion de ratones

De acuerdo al esquema de inmunizacién (Tabla 5.2), los ratones C57BL/6 recibieron un total
de 3 inmunizaciones de cVLP 6 VLP en intervalos de 10 a 12 dias entre cada inmunizacion.
La primer inmunizacién consistié de una dosis de 10pg de cVLP 6 VLP contenida en 50uL de
PBS emulsionada en proporcién 1:1 con adyuvante completo de Freund y las 2
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inmunizaciones subsecuentes contenfan 10pug de ¢VLP 6 VLP contenida en 50ul. de PBS
emulsionada en proporcién 1:1 con adyuvante incompleto de Freund.

- Reto tumoral

Para evaluar la capacidad protectora de las VLPs ante el reto tumoral, los ratones C57BL/6
fueron inmunizados ya sea con cVLP o VLP-L1 antes de recibir 1 X 10’ células tumorales TC-
1 mediante inoculacién subcutanea a nivel dorsal. Mientras que para evaluar la capacidad
terapéutica de las particulas, éstas fueron inoculadas de manera simultanea a la inoculacién de
las células tumorales; 6 10 dias después de la inoculacion de las células tumorales, una vez que
el tumor era palpable. En todos los casos, después de 10 dias de la primera inoculaciéon de
células tumorales se inocularon nuevamente 1 X 10° células TC-1. Los 2 grupos restantes
fueron los grupos control, uno de los cuales solo recibié 2 inoculaciones de células tumorales

(TC-1) y el otro grupo no recibi6 tratamiento alguno (NEG.).

Dias

0 5 10 15 20 25 30 35 40

Grupos

Antes

Durante

Después

¢ Refuerzo TC-1

TC-1

Monitoreo de crecimiento
tumoral durante 40 dias
—

O
AN

Neg

Tabla 5.2. Disefio del esquema de inmunizaciones e inoculacién de células tumorales en el modelo
tumoral de ratones C57BL/6.

Después de inocular las células tumorales, se monitoreo el crecimiento tumoral en los grupos
experimentales mediante mediciones cada tercer dfa. El volumen del tumor fue calculado tras
medir el largo y ancho del tumor con ayuda de un vernier y aplicando la siguiente formula: V =
(R1 + R2%/2, donde R1 y R2 fueron los valores obtenidos a partir de la medicion
perpendicular del tumor (Toledo 2010).

- Obtencién de material biolégico

Transcurridos 40 dias de monitoreo de crecimiento tumoral se procedié a sacrificar a los
ratones de cada uno de los grupos esto con el fin de extraer la sangre de dichos ratones lo cual
se hizo cortando la vena axilar bajo anestesia, posteriormente la sangre obtenida fue
centrifugada a 8000rpm durante 10 minutos para finalmente obtener el suero el cual fue
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almacenado a -70 °C para su uso posterior en los ensayos de deteccién de anticuerpos
(ELISA).

Por ultimo en caso de que el ratén presentara crecimiento tumoral se procedia a hacer la
diseccién del tumor asi como al pesado del mismo.

e Detecciéon de anticuerpos

La deteccion de anticuerpos se realizé mediante la técnica de ELISA de la manera siguiente, las
cVLP fueron disueltas en PBS a una concentracion de 1ug/ml. Enseguida se colocaron 100 pl
de las VLP-L1 y cVLP disueltas por triplicado para cada muestra en placas de 96 pozos fondo
plano y se incub6 una hora a 37°C, pasado este tiempo se incubé durante toda la noche en
refrigeracién a 4 * C. Al dia siguiente se realizaron 2 lavados con 300 pl/pozo de TBS-Tween
20 al 0.1% y se cubrieron posteriormente con 200 pl de solucién bloqueadora compuesta por
TBS-Tween 20 al 0.1% y 2% de albumina sérica bovina (BSA al 2%) y se incub¢ la placa
durante 2 horas a 37 "C. Transcurrido este tiempo los pozos fueron lavados 4 veces con 300 pl
de TBS-Tween 20 al 0.1% y enseguida se afiadieron 100 ul de anticuerpo primario (suero de
los ratones usados en el reto tumoral) a una diluciéon de 1:100 diluido en BSA al 2% y se
incub6 por dos horas a 37°C. Después se lavé la placa 6 veces con 300 ul/pozo de TBS-Tween
20 al 0.1% y se agregd el anticuerpo secundario. Para revelar la cantidad de anticuerpos
presentes en los sueros de ratén que reconocieron las VLP-L1 6 ¢VLPs se utilizé el
anticuerpo secundario goat anti-mouse acoplado a fosfatasa alcalina, diluido 1:5000 en BSA al
2% y se colocaron 100 ul en cada pozo para dejar incubar por dos horas a 37 "C. Pasadas las
dos horas se lavo 8 veces con 300 ul/pozo de TBS-Tween 20 al 0.1% y se adicionaron 100 pl
de una solucién de 0.03gramos de sustrato de fosfatasa alcalina (Sigma USA), por cada 5ml de
solucién de Dietanolamina y se incub6 una hora mas a 37 "C. La reactividad enzimatica de la
fosfatasa se determiné por la formacién de un producto de color, el cual se detectd con un
lector de placas de ELISA (Molecular Devices) a una longitud de onda de 405 nm.

e Deteccidon de I1.-10 en suero

La deteccion de IL-10 se realizé con ayuda de un Kit (Mouse 1L-10 ELISA Development,
Peprotech, USA) de acuerdo al siguiente procedimiento:

Preparacion de la placa

El anticuerpo de captura se diluy6é con PBS a una concentraciéon de 2ug/ml. Inmediatamente
después, se agregaron 100uL de la dilucion a cada pozo de una placa de 96 pozos fondo plano,
se cubri6 con aluminio y se incubé la placa toda la noche a temperatura ambiente.

42



Protocolo de ELISA

Al dia siguiente se retir6 el liquido y se lavé 4 veces la placa usando 300ul. de solucion de
lavado (PBS al 1% de BSA + 0.05% Tween-20) por pozo, después del ultimo lavado se retird
el liquido y se adicionaron 300uL de solucién de bloqued (PBS al 1% de BSA) y se incub6 por

una hora a temperatura ambiente.

Transcurrido ese tiempo se retird el liquido para hacer 4 lavados con la solucién de lavado. Se
diluy6 el estandar de IL-10 desde 3ng/ml hasta Ong/ml en diluyente (PBS al 0.1% de BSA +
0.05% de Tween-20) y se anadieron 100ul. de la dilucién o de las muestras (diluidas 1:100 en
diluyente) a cada pozo por triplicado, se incub6 la placa por 2 horas a temperatura ambiente.

Pasadas las dos horas se lavé cuatro veces con buffer de lavado y se diluy6 el anticuerpo de
deteccion en diluyente a una concentracion de 0.5ug/ml, se afiadieron 100uL de la dilucién por
pozo para dejar incubar la placa por 2 horas a temperatura ambiente.

Se realizaron 4 lavados para después adicionar 100uLlL de Avidina-HRP a una concentracioén de

1:2000 en diluyente e incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente.

Finalmente, se realizaron 4 lavados mas y se procedié a adicionar 100uL de la soluciéon de
sustrato a cada pozo y se incubd la placa a temperatura ambiente para permitir el desarrollo de
color. El desarrollo de color fue monitoreado con ayuda de un lector de placas de ELISA a
405nm con una correccion de longitud de onda a 650nm.

e Estabilizacién de moléculas H-2D" y H-2K” con péptidos sintéticos.

En una placa de 96 pozos fondo “U” se colocaron 200,000 células RMA-S por pozo; esta
linea celular es derivada de un linfoma RBL-5 de ratén con una deficiencia en TAP 2 lo cual
provoca que se presenten mas del 90% de moléculas del complejo principal de
histocompatibilidad clase I (H2-D" y H2-K") de manera inestable en su membrana celular
(Townsend e al., 1989). La adiciéon de péptidos especificos de manera exdgena permite la
estabilizacion de estas moléculas de acuerdo a su afinidad, por lo que estas células fueron
incubadas durante 2 horas en presencia de diferentes concentraciones (0, 25, 50 o 100 pg/ml)
de cada uno de los 8 péptidos presentes en la cVLP y un péptido control positivo
RAHYNIVTF) afin a la molécula H-2 D".

Después de la incubacion con péptido se procedid a analizar la estabilizacién de moléculas H-
2D H-2K", para lo cual se agregaron 100 ul. de sobrenadante de cultivo de hibridoma Y3 y
se incub6 durante 30 minutos a 4°C. Posteriormente se centrifugd para retirar el sobrenadante
y se afladié un anticuerpo secundario anti-mouse IgG (Fab)-FITC (Sigma) con el cual se
incubaron las células por 15 minutos a 4°C. Al término de la incubacién se volvi a centrifugar
y retirar sobrenadante para afiadir 200uL. de PBS al 2% de SFB y 200uL de paraformaldheido
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al 4%, por ultimo se analizaron las células tefiidas por citometria de flujo en un FACS Aria II
(Becton Dickinson, Heidelberg, Germany).

e Anjlisis estadistico

Los datos de volumen tumoral obtenidos durante el experimento fueron analizados con una
prueba de ANDEVA seguida por una prueba de Tukey, se comparé cada uno de los grupos
tratados con cVLP con y sin adyuvante de Freund y VLP-L1 con adyuvante de Freund
realizados antes, durante y después de la inoculacién de células tumorales contra el grupo
control TC-1. La significancia fue determinada como P<0.05.
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6. Resultados

e Evaluacién de la capacidad protectora de las c¢VLP y VLP-L1 ante el crecimiento
tumoral en ratones C57BL/6.

Con la finalidad de analizar la capacidad de las particulas quiméricas tipo virales para proteger
ante el crecimiento tumoral, éstas fueron aplicadas solas (con PBS) o en emulsiéon con
adyuvante de Freund de acuerdo al esquema descrito (Tabla 5.2). Asimismo, se empled un

grupo de ratones control al cual se aplicaron VLP-L1 con adyuvante de Freund.

La inmunizacién antes del reto tumoral con las particulas cVLP solas o emulsionadas con
adyuvante de Freund, fue capaz de brindar proteccion a 3 de 5 y 4 de 5 ratones
respectivamente (Tabla 6.1), observandose un crecimiento tumoral promedio de 0.6cm’ y
0.25cm’ respectivamente. En contraste, en los grupos control de ratones inoculados
unicamente con las células tumorales TC-1 6 en aquellos que previamente recibieron
inmunizaciéon con la VLP-L1 y posteriormente fueron inoculados con células tumorales TC-1,
en todos los casos (5 de 5 ratones) se observé crecimiento tumoral significativo. El tamafo
tumoral promedio observado al final del experimento en estos grupos fue de 4 y 4.5 cm’
respectivamente (Fig. 6.1). Es importante mencionar que en estos grupos de tratamiento, la
sobrevivencia a 37 dias después de la inoculaciéon de las células tumorales fue mayor a 80%
(Figura 6.2).

Grupo Inmunogeno Ratones sin
tumor (%)
cVLP 3/5 (60)
Antes CVLP+F 4/5 (80)
VLP-L1+F 0/5 (0)
= ©
2 cVLP 5| 1/5 (20)
< €
g Durante CVLP+F 2 | 2/5(40)
£ VLP-L1+F | 2| 1/5(20)
1= o
CVLP 1/5 (20)
Despues CVLP+F 0/5 (0)
VLP-L1+F 0/5 (0)
Control TC-1 0/5 (0)

Tabla 6.1. Numero de ratones con crecimiento tumoral de acuerdo al tratamiento con cVLP o VLP-L1
(VLP) recibido antes, durante o después del reto tumoral con células TC-1.
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Fig. 6.1. Efecto protector de la inmunizacién con cVLP y VLP-L1 antes del reto tumoral. TC-1, grupo
control que recibi6 solo células tumorales; cVLP + I, ratones inmunizados con cVLP+ adyuvante de
Freund; VLP+F, ratones inmunizados con VLP-L1 + adyuvante de Freund; cVLP, ratones
inmunizados con cVLP. ¢VLP + F y cVLP vs TC-1 *# P<0.001 (Prueba de ANDEVA seguida por una
prueba de Tukey).
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Fig. 6.2. Ratones C57BL/6 inmunizados con cVLP y VLP-L1 antes del reto tumoral muestran mayor
sobrevivencia. TC-1, grupo control que recibi6 solo células tumorales; cVLP + F, ratones inmunizados
con cVLP+ adyuvante de Freund; VLP+F, ratones inmunizados con VLP-L1 + adyuvante de Freund;
cVLP, ratones inmunizados con cVLP.
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e Evaluacién de la capacidad terapéutica de c¢VLP y VLP-L1 en un modelo tumoral de
ratén C57BL/6.

La inmunizacién durante el reto tumoral con las particulas cVLP solas o emulsionadas con
adyuvante de Freund, fue capaz de brindar proteccion a 1 de 5 y 2 de 5 ratones
respectivamente (Tabla 6.1). En este caso, el crecimiento tumoral promedio observado al final
del experimento fue de 2.5 y 3.5 cm’ respectivamente. Mientras que el grupo control TC-1, en
donde se observé crecimiento tumoral en todos los animales, se vio un crecimiento tumoral
promedio de 4.5 cm’. El crecimiento tumoral de los ratones inmunizados con VLP-L1 fue muy
similar al observado en ratones inmunizados con cVLP sin adyuvante de Freund. Cabe
mencionar que el crecimiento tumoral en los ratones inmunizados con cVLP o cVLP+
adyuvante de Freund fue significativamente menor al observado en el grupo control TC-1 (P<
0.05 y P<0.01 respectivamente) (Fig. 6.3).

Al analizar la sobrevivencia de los animales inmunizados con VLP-L1 + adyuvante de Freund
mostré una sobrevivencia del 40% al final del experimento, mientras que en los grupos
inmunizados con cVLP 6 ¢VLP+ adyuvante de Freund la sobrevivencia fue de 80% después
de 35 dfas de evaluacién (Fig. 6.4).
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Fig. 6.3. Efecto terapéutico de la inmunizacién con cVLP en etapas tempranas del desarrollo tumoral
(grupo durante). TC-1, grupo control que recibié solo células tumorales; cVLP + F, ratones
inmunizados con c¢VLP+ adyuvante de Freund; VLP+F, ratones inmunizados con VLP-L1 +
adyuvante de Freund; cVLP, ratones inmunizados con cVLP. cVLP + F y ¢VLP vs TC-1 ** P<0.01 y
*P<0.05 respectivamente (Prueba de ANDEVA seguida por una prueba de Tukey).
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Fig. 6.4. La inmunizacién con cVLP incrementa la sobrevivencia al inmunizar durante el reto tumoral.
TC-1, grupo control que recibié solo células tumorales; cVLP + F, ratones inmunizados con cVLP+
adyuvante de Freund; VLP+F, ratones inmunizados con VLP-L1 + adyuvante de Freund; cVLP,
ratones inmunizados con cVLP.

Por otra parte, la inmunizacién con la particula cVLP después del reto tumoral fue capaz de
brindar protecciéon en sélo 1 de 5 ratones, mientras que la inmunizaciéon con cVLP+ adyuvante
de Freund y VLP-L1 no produjo proteccién alguna (Tabla 6.1). En este caso, el crecimiento
tumoral promedio observado al final del experimento fue de 4.5 y 4.5 cm’ en los ratones del
grupo control TC-1 y del grupo inmunizado con VLP-L1 + adyuvante de Freund
respectivamente. De manera interesante, el grupo inmunizado con cVLP sin adyuvante,
mostré el menor crecimiento tumoral promedio con un volumen de 2cm’, mientras que en
aquellos que recibieron cVLP+ adyuvante Freund, el crecimiento tumoral superé de manera
significativa al observado en el grupo control de TC-1 con un volumen total promedio de 6cm’
(Fig. 6.5). Este grupo de tratamiento fue el que registré el menor porcentaje de sobrevivencia
(20%) después de 37 dias, seguido por el grupo tratado con VLP-L1 (40%). En este caso, los
ratones tratados con cVLP solas mantuvieron una sobrevivencia de 80% al final del
experimento (Fig. 6.6).
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Fig. 6.5. La inmunizacién con cVLP muestra un efecto terapéutico en tumores ya establecidos (grupo
después). TC-1, grupo control que recibi6 solo células tumorales; cVLP + F, ratones inmunizados con
cVLP+ adyuvante de Freund; VLP+F, ratones inmunizados con VLP-L1 + adyuvante de Freund;
cVLP, ratones inmunizados con cVLP. cVLP + Fy cVLP vs TC-1 ** P<0.01 y *P<0.05 respectivamente
(Prueba de ANDEVA seguida por una prueba de Tukey).
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Fig. 6.6. Ratones inmunizados con cVLP sin adyuvante de Freund muestran mayor sobrevivencia. TC-
1, grupo control que recibi6 solo células tumorales; cVLP + F, ratones inmunizados con cVLP+
adyuvante de Freund; VLP+F, ratones inmunizados con VLP-L1 + adyuvante de Freund; cVLP,
ratones inmunizados con cVLP.
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- Peso tumoral

Con la finalidad de comparar el peso de los tumores desarrollados por los ratones de cada
grupo de tratamientos para determinar el papel de las cVLP y VLP-L1 en la proteccién contra
crecimiento tumoral, asi como su capacidad terapéutica, se procedi6 a disectar el tumor de los
ratones en los diferentes casos al finalizar los experimentos. De manera interesante se observé
que los grupos de ratones que recibieron tratamiento con cVLP 6 cVLP+ adyuvante de
Freund antes del reto tumoral mostraron un peso promedio de 1.2*0.1g y 0.5%0.4g
respectivamente, el cual fue significativamente menor al de los ratones control TC-1 cuyo peso
promedio fue de 5% 0.8g. En contraste, los ratones que recibieron tratamiento con VLP-L1 +
adyuvante de Freund mostraron un peso promedio de 3.8+0.1g (Fig. 6.7). En el caso de los
ratones que fueron tratados con las VLPs durante el reto tumoral, se obtuvo un peso tumoral
muy similar entre los diferentes tratamientos, el peso observado con cVLP y cVLP+ adyuvante
de Freund fue de 4.2+0.7g y 3.9170.6g respectivamente, mientras que el tratamiento con VLP-
L1 + adyuvante de Freund produjo un peso de 3.1+1g, en ninguno de los casos se observd
una reduccién significativa del peso tumoral respecto al grupo control TC-1 (Fig. 6.7). Por
otro lado, los ratones que recibieron tratamiento con VLPs después del reto tumoral,
mostraron un peso tumoral muy similar al del grupo control TC-1, los ratones que recibieron
VLP-L1 + adyuvante de Freund mostraron un peso tumoral promedio de 3.9%0.7g, mientras
que aquellos que fueron tratados con cVLP el peso promedio fue de 4.6+0.8g. Es importante
destacar que el grupo de ratones que recibié inmunizacién con cVLP+ adyuvante de Freund
desarroll6 tumores con peso promedio de 6£0.5¢g, lo cual también correspondié al grupo de

ratones que mostrd el mayor crecimiento tumoral y la menor sobrevivencia (Figs. 6.5-6.7).
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Fig. 6.7. El efecto profilactico (grupo antes) y terapéutico (Durante y Después) de la cVLP permite un
menor peso tumoral en los ratones tratados. TC-1, grupo de ratones control que sélo recibié células
tumorales; cVLP + F, ratones inmunizados con cVLP+ adyuvante de Freund; VLP+F, ratones
inmunizados con VLP-L1 + adyuvante de Freund; cVLP, ratones inmunizados con cVLP. ** P<0.01
(Prueba de ANDEVA seguida por una prueba de Tukey).
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e Deteccién de anticuerpos en sueros de ratones inmunizados con ¢VLP y VLP-L1
antes, durante y después del reto tumoral.

Transcurridos los 40 dfas de monitoreo de crecimiento tumoral se procedid a sacrificar a los
ratones mediante exanguinacion axilar, la sangre obtenida fue utilizada para determinar la
presencia de anticuerpos IgA, IgM e IgG anti VLPs. Las mayores cantidades de anticuerpos
especificos hacia las VLPs fueron detectadas en los grupos de ratones inmunizados antes del
reto tumoral, particularmente aquellos que recibieron inmunizaciones con VLPs en presencia
de adyuvante de Freund, como fue el caso de VLP-L1 + Adyuvante de Freund cuya densidad
optica (D.O) observada fue de 6.7 y de ¢VLP+ adyuvante de Freund con D.O de 0.85;
mientras que los ratones inmunizados con las cVLPs solas indujeron una menor produccioén de
anticuerpos, con una D.O de 0.3 (Fig. 6.8). Cabe mencionar que el suero obtenido del grupo
de ratones control TC-1 y del grupo de ratones sin inmunizar (NEG.) no presentaron
anticuerpos especificos a las VLPs utilizadas en los tratamientos. En el caso de los ratones que
fueron inmunizados con las VLPs de manera simultanea al reto tumoral, de igual manera
mostraron cantidades importantes de anticuerpos especificos a las VLPs cuando éstas fueron
inoculadas en presencia de adyuvante de Freund, obteniéndose 0.45 y 0.55 de O.D en los
ratones inmunizados con cVLP+ adyuvante de Freund y VLP-L1 + adyuvante de Freund
respectivamente; mientras que la cVLP sin adyuvante indujo una menor cantidad de
anticuerpos, 0.1 de D.O (Fig. 6.8). En el grupo de ratones inmunizados después del reto
tumoral unicamente se pudo determinar anticuerpos en el grupo de ratones inmunizados con
cVLP sin adyuvante, encontrandose 0.4 de D.O, gnlos grupos inmunizados con VLP-L1 +
Freund y ¢VLP +Freund no se pudo realizar la determinaciéon por que las muestras fueron
extraviadas (Fig. 0.8).
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Fig. 6.8. Deteccién de anticuerpos en sueros de ratones inmunizados con cVLP correlaciona con un
mejor efecto profilactico y terapéutico. TC-1, grupo control con solo células tumorales; NEG., grupo
control sin tratamiento; cVLP + F, ratones inmunizados con cVLP+ adyuvante de Freund; VLP+F,
ratones inmunizados con VLP-L1 + adyuvante de Freund; cVLP, ratones inmunizados con cVLP.
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e Anilisis de la produccién de IL-10 en sueros de ratones inmunizados con cVLP y
VLP-L1 antes, durante y después del reto tumoral.

Con la finalidad de analizar si un mayor crecimiento tumoral se relacionaba con un incremento
en la produccién de Interleucina 10 (IL-10), conocida citocina inmunosupresora, se procedio a
realizar la deteccion de dicha citocina en el suero de los ratones utilizados en el experimento de
reto tumoral. Para lo cual se encontré como g€ esperaba, que en aquellos grupos con mayor

crecimiento tumoral habia una mayor concentracion de la citocina en suero.

En el grupo con menor crecimiento tumoral, que correspondié al inmunizado antes de la
inoculacion de células tumorales, la inmunizaciéon con cVLP+ adyuvante de Freund mantuvo
la concentracién sérica basal de IL-10 semejante a la detectada en el grupo NEG. No obstante,
el grupo de ratones inmunizados con cVLP sin adyuvante al igual que los ratones inmunizados
con VLP-L1 + adyuvante de Freund mostraron cantidades importantes de IL.-10 en suero con
505 y 1125pg/ml respectivamente, mientras que en los ratones control TC-1, la cantidad
detectada fue de 568pg/ml (Fig. 6.9). En el grupo de ratones inmunizados durante el reto
tumoral, unicamente se detecté IL-10 sérica en los ratones inmunizados con VLP mas
adyuvante de Freund con aproximadamente 100pg/ml. Sin embatgo, en los ratones que fueron
inmunizados después del reto tumoral, los ratones inmunizados con VLPs mas adyuvante
fueron quienes presentaron altas cantidades de I1.-10 en suero, en este caso el grupo de ratones
inmunizados con cVLP+ adyuvante de Freund tuvieron 1358pg/ml, mientras que en el grupo
de ratones inmunizados con VLP-L1 + adyuvante de Freund el contenido de IL-10 fue de
1125pg/ml. Los ratones inmunizados con cVLP sin adyuvante mostraron cantidades de I11.-10
similares al grupo NEG (Fig. 6.9).
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Fig. 6.9. Mayor detecciéon de Interleucina 10 en sueros de ratones inmunizados con cVLP que
mostraron mayor crecimiento tumoral. TC-1, grupo control con solo células tumorales; NEG., grupo
control sin tratamiento; cVLP + F, ratones inmunizados con cVLP+ adyuvante de Freund; VLP+F,
ratones inmunizados con VLP-L1 + adyuvante de Freund; cVLP, ratones inmunizados con cVLP.
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Estabilizacién de moléculas H2-D" y H2-K" con epitopes de E6 y E7 contenidos en la ¢VLP.

En estudios hechos en ratones, se ha demostrado que la inmunogenicidad de epitopes
derivados de proteinas oncogénicas E6 y E7 de HPV-16, va directamente asociada con la
afinidad que éstos tienen hacia las moléculas del complejo principal de histocompatibilidad
(Feltkamp ef al, 1993), lo que ha permitido que estos epitopes sean incluidos en diversas
vacunas terapéuticas para eliminar tumores inducidos en ratones empleando con células
tumorales que expresan a dichas oncoproteinas (Greenstone ef al, 1998; Peng et al, 1998,
Schifer et al., 1999; Liu et al., 2000; Bian e 4/, 2008; Wick ez al., 2011; Barrios et al., 2012
Sharma e# al., 2012). Puesto que la particula c¢VLP utilizada en el presente estudio contiene
epitopes de las proteinas E6 y E7 de HPV-16 con afinidad hacia alelos HLA-A y B de mayor
frecuencia en la poblaciéon Mexicana, se decidi6 analizar si éstos al tener afinidad para los alelos
H-2D" y H-2K" de la cepa de ratén C57BL/0, utilizada en el presente estudio, podtian ser
candidatos de conferir el efecto inmunogénico observado en la reduccién de crecimiento y
tamafio tumoral de los ratones inmunizados con la ¢VLP. Para el andlisis de afinidad de los
péptidos a las moléculas H-2D" y H-2K", se emplearon dos epitopes inmunodominantes
conocidos por su alta afinidad de unién a dichas moléculas, el péptido RAHYNIVTF de la
proteina E7 de HPV-16 y el péptido ICWGNQLFV de la proteina L1 de HPV-16. Como
puede apreciarse, el péptido contenido en la proteina de fusién que constituye a la cVLP y que
mostré mayor afinidad a las moléculas H-2D" y H-2K" fue el péptido KLPHLCTEL de la
proteina E6 de HPV-16 (Fig. 6.10 y 6.11).
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Fig. 6.10. Estabilizacion de moléculas H-2DP con epitopes de E6 y E7 contenidos en la ¢VLP. Péptidos
sintéticos de las proteinas E6 y E7 de HPV-16 contenidos en la ¢VLP (Tabla 5.1) fueron incubados con
células RMA-S en concentraciones crecientes y su capacidad para estabilizar el alelo H-2Db fue
evaluado mediante citometria de flujo empelando el anticuerpo B22.249.1 que reconoce a la molécula
de manera conformacional. Los péptidos RAHYNIVTFEF de la proteina E7 de HPV-16 e
ICWGNQLFV de la proteina L1 de HPV-16 fueron utilizados como controles positivos de afinidad.
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Fig. 6.11. Estabilizacién de moléculas H-2KP con epitopes de E6 y E7 contenidos en la ¢VLP. Péptidos
sintéticos de las proteinas E6 y E7 de HPV-16 contenidos en la ¢VLP (Tabla 5.1) fueron incubados con
células RMA-S en concentraciones crecientes y su capacidad para estabilizar el alelo H-2Kb fue
evaluado mediante citometria de flujo empelando el anticuerpo Y3 que reconoce a la molécula de
manera conformacional. Los péptidos RAHYNIVTF de la proteina E7 de HPV-16 ¢ ICWGNQLFV
de la proteina .1 de HPV-16 fueron utilizados como controles positivos de afinidad.
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7. Discusion y Analisis de Resultados

En la dltima década, la generacion de VLPs, constituidas por las proteinas L1 y L2 de la
capside viral, abrié la posibilidad de usarlas como vacunas preventivas contra infecciones
producidas por HPVs de alto riesgo como es el caso de HPV-16 y 18 que se asocian en un alto
porcentaje (mas del 70%) con el desarrollo de CaCu, debido a que estas particulas sintéticas
son estructuras no infecciosas, no replicables, que mimetizan al virus natural y son efectivas en
la induccién de anticuerpos especificos con actividad neutralizante que protegen
eficientemente contra la infeccion natural por estos tipos virales (Joura ez al., 2007; Joura et al.,
2008). Sin embargo, las mujeres que mantienen una infeccion persistente por HPVs de alto
riesgo, estan en riesgo de desarrollar cancer debido a que la presencia de las proteinas E6 y E7
de estos virus es necesaria para inducir transformacién en las células infectadas. En
consecuencia, resulta relevante producir vacunas terapéuticas que incluyan inmundgenos
derivados de las proteinas E6 y E7 con la finalidad de estimular una respuesta inmune celular
que garantice la eliminacion de las células infectadas y las células tumorales que expresen a
estas oncoproteinas. Por consiguiente ha sido necesario producir VLPs que ademas de
contener a las proteinas Lly/o L2 de la cipside viral también contengan epitopes o
determinantes antigénicos de las oncoproteinas E6 y E7 de los HPVs de alto riesgo, estas
VLPs han sido denominadas cVLPs (Tindle 2002; Cid 2009).

Tomando en consideracion lo anterior, el presente estudio tuvo como finalidad la de analizar la
capacidad protectora y terapéutica de una novedosa cVLP generada por nuestro grupo de
investigaciéon en colaboraciéon con el CINVESTAV Irapuato. Esta ¢VLP esta constituida por
varias unidades de una proteina de fusiéon compuesta por la proteina .1 de HPV-16 unida a 8
epitopes de las proteinas E6 y E7 de HPV-16 que previamente hemos identificado para unirse
a los alelos HLA-A2 y —B35, de alta frecuencia en la poblacién Mexicana, que inducen
activacion y actividad citotéxica de linfocitos T de pacientes con CaCu que presentan dichos
alelos de histocompatibilidad (Monroy ez al, 2007). La cVLP es sintetizada en plantas de
Nicotiana benthamiana e inicialmente nuestro grupo de trabajo ha evaluado su inmunogenicidad
en ratones de las cepas C57BL/6 y Balb/c para inducir altos titulos de anticuerpos con
actividad neutralizante (Osorio 2011), ademas de proteger a los ratones ante el reto tumoral
con células TC-1 al inmunizar con 5ug de cVLP en presencia de adyuvante de Freund
(Castellanos 2010). Actualmente nuestro grupo de trabajo estd interesado en conocer la
inmunogenicidad de las particulas con el objetivo de evaluar su posible aplicaciéon en humanos.
Es por ello que en el presente trabajo, se empleé un modelo tumoral de ratones de la cepa
C57BL/6 a los cuales se les aplicaron 3 dosis de 10ug de ¢VLP en presencia y ausencia de
adyuvante de Freund. Como control experimental se emple6 una VLP constituida Gnicamente
por la proteina .1 de HPV-16 (VLP-L1) la cual fue emulsionada con adyuvante de Freund. La
aplicaciéon de las VLPs se realizé antes, durante y después de la inoculaciéon de células
tumorales TC-1, la cual corresponde a una linea celular parental a la cepa C57BL/6
transfectada con las proteinas E6 y E7 de HPV 16 y el oncogen ras.
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Cabe mencionar que las VLPs inducen respuesta inmune de manera similar cuando son
aplicadas en ausencia o presencia de adyuvantes, sin embargo, se ha visto que el empleo de
éstos es importante para prolongar la respuesta inmune del hospedero (Suzich e al., 1995; Jagu
et al., 2010). Aunque el adyuvante de Freund no esta autorizado por la FDA para su aplicacion
en humanos, en nuestro modelo tumoral de raton fue utilizado con la finalidad de conocer la
inmunogenicidad de las cVLPs en ausencia y presencia de éste.

De los resultados obtenidos en el presente trabajo al aplicar las cVLPs en el modelo tumoral de
ratones C57BL/6 se destacan los siguientes hallazgos: 1.- La aplicacién de las ¢VLPs en
presencia y ausencia de adyuvante de Freund antes del reto tumoral, fue capaz de brindar una
importante protecciéon contra el crecimiento tumoral en comparacioén con el grupo control TC-
1 y con aquellos inmunizados con VLP-L1. 2.- La aplicaciéon de las ¢VLPs en ausencia y
presencia de adyuvante de Freund durante el reto tumoral mostré una actividad terapéutica del
30 y 50% aproximadamente. 3.- La aplicaciéon de cVLPs sin adyuvante de Freund después del
reto tumoral, mantuvo un efecto terapéutico cercano al 50%, mientras que la aplicacion
concomitante de cVLP con adyuvante favorecié el crecimiento tumoral. 4.- La actividad
protectora y/o terapéutica de las cVLPs fue miés eficiente cuando la inmunizacién de las
particulas se realizé antes o durante el reto tumoral, lo cual se vio reflejado en una mayor
sobrevida de los animales tratados, una menor carga tumoral y una menor supresion inmune

reflejada por los niveles de IL-10 sérica.

Diversos estudios realizados en modelos murinos inmunizados con cVLPs han mostrado
proteccion inmune contra el desarrollo de tumores, sobre todo cuando éstas se aplican antes
del reto tumoral (Greenstone ¢# al., 1998; Van der Burg ¢z al., 2001; Paz de la Rosa e al., 2009).
En estos estudios, la dosis de antigeno utilizada, asi como el nimero de inmunizaciones y el
uso de adyuvante ha sido muy variable. Por ejemplo, Paz de la Rosa ez a/., 2009 empled 3 dosis
de 5ug de cVLP con adyuvante de Freund; Greenstone e al., 1998 emple6 una sola dosis de
10pg cVLP L1L2E7 sin adyuvante; Van der Burg ez /., 2001 emple6 una sola dosis de cVLP de
32 0 200ug con adyuvante y observa proteccion total con la dosis de 200ug. En nuestro caso
particular el uso de 3 dosis de 10ug de cVLPs tanto en presencia como en ausencia de
adyuvante de Freund fue casi completamente efectiva en proteger a los ratones ante el
crecimiento tumoral cuando la inmunizacidn se realizé antes del reto tumoral, obteniéndose
mas del 90% en la proteccién del crecimiento tumoral en comparacion al grupo control,
sugiriendo un importante potencial en la proteccién ante el desarrollo de tumores inducidos
por la infeccion por HPV-16. En lo que respecta al crecimiento tumoral en grupos
inmunizados con cVLP sin adyuvante durante el reto se encontré que este era
significativamente menor que en el grupo TC-1, incluso se registraron 2 regresiones en los
primeros dfas en el grupo inmunizado con cVLP mas Freund (tamafio 1mm) y una regresion
mas en el grupo inmunizado con cVLP sola (tamafio 4mm). Por otro lado, es importante
mencionar que la aplicacién de las cVLPs con o sin adyuvante también fue capaz de inducir un
importante efecto terapéutico en este modelo de ratén, reduciendo la carga tumoral hasta un
50% cuando los animales fueron inoculados en presencia de adyuvante (durante el reto
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tumoral) o sin adyuvante (después del reto tumoral). Este mismo efecto lo hemos observado
previamente al utilizar una cVLP diferente en su composicion de epitopes de las proteinas E6 y
E7 de HPV-16 a la utilizada en el presente trabajo, de hecho la anterior cVLP contiene el
epitope RAHYNIVTF derivado de la proteina E7 de HPV-16, el cual tiene alta especificidad
pata el alelo H-2Db propio de la cepa de ratones C57BL/6 (Feltkamp ez al., 1993) y ha sido
incluido en diversas vacunas evaluadas en modelo tumoral de ratén (Greenstone e al., 1998,;
Peng et al., 1998; Schifer et al., 1999; Liu et al., 2000; Bian e al., 2008; Wick ez al., 2011; Barrios
et al., 2012; Sharma ez al., 2012). En consecuencia es posible que epitopes diferentes al péptido
RAHYNIVTF, contenidos en la cVLP utilizada en el presente estudio, puedan conferir la
inmunogenicidad y protecciéon antitumoral observada en nuestros resultados. Un posible
epitope pudiera ser el péptido KLPHLCTEL de la proteina E6 de HPV-16 debido a su alta
afinidad a las moléculas H-2Db y H-2Kb como se mostr6 en el analisis de estabilidad realizado
al incubar células RMA-S con diferentes concentraciones de péptido realizado en este trabajo,
no obstante sera necesario designar estudios especificos de inmunogenicidad de este epitope
asi como de reconocimiento especifico por linfocitos T citotoéxicos para corroborar su
efectividad.

Por otra parte, al inmunizar con cVLP emulsionada con adyuvante de Freund después del reto
no se encontraron diferencias significativas favorecedoras debido a que este grupo tuvo un
crecimiento significativamente mayor al del grupo control, lo cual pudo deberse a la induccion
de tolerancia, ya que se ha reportado que bajo ciertas condiciones la inmunizacién con
péptidos lejos de favorecer una respuesta inmune que ayude a eliminar tumores, induce
tolerancia permitiendo que el crecimiento de los tumores sea aiin mayor, esto a pesar de que el
péptido sea inoculado por la misma via y en la misma dosis, en dicho reporte la unica
diferencia fue el uso o no de adyuvante de Freund (Toes ¢7 al., 1996). En este caso los ratones
después del reto tumoral pueden ya estar en un estado de inmunosupresiéon y el hecho de
inmunizar con un antigeno acompafiado de un adyuvante el cual puede producir efectos
inflamatorios adversos, hace que la inmunosupresion sea ain mayor. En contraste con esto al
utilizar la cVLP sin adyuvante se logro que el crecimiento fuera menor que el del grupo
control, lo cual concuerda con lo reportado por Christensen quien dice que las VLPs pueden
tener cierta ventaja en generar respuesta de linfocitos T citotdxicos en situaciones donde la
exposiciéon crénica a un antigeno en ausencia de co-estimulo resulta en la tolerancia y
agotamiento de las células Th (Christensen e7 al., 1994), que podtia ser el caso de los ratones
inmunizados después del reto tumoral, ademas este reporte apoyaria lo visto al inmunizar con
cVLP+F ya que en estos ratones ya existia una exposicion cronica a antigenos tumorales por lo
que el hecho de introducir mas antigeno acompafiado de un adyuvante pudo haber provocado
tolerancia y agotamiento de células T. Otra posible explicacion a lo observado podria surgir del
reporte hecho por Da Silva en el 2001 en el que se menciona que la presencia de anticuerpos
neutralizantes previos a una segunda dosis de cVLP evita que haya una respuesta inmune
adecuada capaz de proteger a los ratones ante el reto tumoral (Da Silva ez a/., 2001), en nuestro
experimento utilizamos tres dosis de cVLP lo cual pudo haber disminuido la eficiencia de las
particulas tanto para su actividad profilactica como terapéutica. Sin embargo hacen falta mas
estudios para conocer lo que sucedid realmente en estos ratones que permitié un mayor
crecimiento tumoral.
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Otro aspecto importante observado en este estudio fue la capacidad de estas particulas para
inducir anticuerpos especificos aun en presencia del crecimiento tumoral. Aunque las mayores
cantidades de anticuerpos fueron encontradas cuando se aplicaron las ¢VLPs en presencia o
ausencia de adyuvante de Freund antes del reto tumoral, también se lograron detectar
cantidades importantes de anticuerpos durante y aun después del reto tumoral. Sera importante
conocer si estos anticuerpos son capaces de reconocer de manera conformacional a las VLPs y
tener actividad neutralizante, o si son dirigidos hacia epitopes lineales contenidos en la
secuencia protéica de las cVLPs. En un estudio previo hemos encontrado que sueros de
pacientes con lesiones de bajo grado e incluso con cancer avanzado generan anticuerpos
especificos a ¢cVLPs con capacidad neutralizante, ademas de reconocer epitopes de las
proteinas E6 y E7 contenidos en la porcién quimérica de las ¢VLPs (Monroy ef al., 2011).
Asimismo, recientemente se ha sugerido que la presencia de anticuerpos neutralizantes a VLPs
en el huésped pueden bloquear la efectividad de cVLPs durante el tratamiento debido a que
éstos bloquean la toma del antigeno por las células dendriticas para ser procesado e inducir una
respuesta inmune eficiente (Toes e al, 1996; Da Silva e al., 2001), lo cual sera importante
analizar en estudios posteriores, para ver si ello interfiere en una mayor efectividad terapéutica
de estas cVLDPs.

Por otro lado, en nuestro estudio también se encontré que en los ratones que recibieron
tratamiento con cVLPs mas adyuvante durante o después de la induccién de tumores,
mostraron el mayor crecimiento tumoral, asociado con cantidades incrementadas de IL-10. Se
tiene bien conocido que el establecimiento de un tumor y su crecimiento esta asociado con el
fenémeno de tolerancia inmune, en donde la produccién de factores inmunosupresores como
IL-10 se encuentra incrementado y de manera inversa la produccién de factores
proinflamatorios tales como IL-12, TNF, IL-1, MDC, IL-8 (Christensen ez al., 1994; Moore et
al, 2001). Asimismo el reclutamiento de diversas células inmunosupresoras en el
microambiente tumoral también puede condicionar a la supresion de la respuesta inmune
antitumoral (Kaufmann e7 /., 2001; Rudolf e/ a/., 2001; Kaufmann e# a/., 2007), de tal suerte que
la presencia del antigeno y de adyuvante pudieran favorecer el desarrollo de células supresoras
que a su vez favorecen el crecimiento de tumor (Visser ef al, 2007; Molling et al., 2007,
Nakamura ef al., 2007; Piersma e al., 2007; Welters ez al., 2008).

Con lo anterior podemos decir que la inmunizacién con 3 dosis de cVLP en presencia o
ausencia de adyuvante de Freund resulta efectiva si es aplicada antes de un reto tumoral siendo
capaz de inducir una respuesta inmune adecuada que impide el crecimiento de células
tumorales. Sin embargo, sera necesario realizar mas estudios para determinar si una sola dosis
mas alta de cVLP es adn mas efectiva para prevenir el desarrollo tumoral en etapas mas
avanzadas (grupos durante y después). El efecto protector de las ¢VLPs indica que estas
podrian ser buenas candidatas para ser aplicadas como vacuna a mujeres jévenes que no han
tenido contacto con el virus y estas particulas a diferencia de las vacunas actuales contra HPV
también podrian ser aplicadas a mujeres con lesiones precancerosas de bajo grado ya que de
acuerdo con nuestros resultados, las cVLPs en los primeros dias del desarrollo tumoral logran
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revertir y disminuir el crecimiento tumoral. Otro beneficio de las cVLPs en comparaciéon con
las vacunas comerciales es el costo, ya que la produccién de éstas resulta mas eficiente y de
menor costo que la produccién de las vacunas actuales con lo que se facilitarfa la accesibilidad
en paises subdesarrollados logrando asi la vacunacién de mas mujeres con un menor
presupuesto. A pesar de que hacen falta mas estudios para seguir probando la efectividad y
seguridad de esta cVLP, los resultados arrojados por este trabajo son alentadores para poder

proponer estas particulas como posible vacuna con actividad profilactica y terapéutica.
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8. Conclusiones

De acuerdo a los resultados arrojados por este estudio podemos decir que:

1)

2)

Las cVLPs con y sin adyuvante muestran un efecto protector en aquellos ratones
inmunizados antes del reto tumoral.

La cVLP mostré tener efecto terapéutico al reducir en un 50% el crecimiento tumoral
en grupos inmunizados durante (cVLP con y sin adyuvante) y después (cVLP sin
adyuvante) del reto tumoral.

3) Al inmunizar durante el reto tumoral las cVLPs tienen un efecto terapéutico

9

observandose regresiones tumorales en los primeros dias de iniciado el crecimiento
tumoral.

El efecto protector de las cVLP se vio reflejado en una mayor sobrevivencia y un peso
tumoral significativamente menor comparado con los grupos inmunizados durante y
después del reto tumoral.

5) La inmunizacién con cVLP gener6 anticuerpos anti cVLP en todos los grupos, sobre

6

todo en los grupos inmunizados con cVLP antes del reto tumoral, seguidos por los
grupos durante y después.

En los grupos inmunizados después del reto tumoral los cuales mostraron el mayor
crecimiento tumoral fue posible detectar una mayor concentraciéon de IL-10 lo que
podtia explicar en parte la ineficiencia de la cVLP en este grupo.

7) El péptido KLPHLCTEL podria ser el epitope que permite a la cVLP tener un efecto

terapéutico.
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9. Perspectivas
Con lo observado en el presente estudio se sugiere:

- Inmunizar con cVLP a dosis mas altas y en una dosis tnica con el fin de ver si la
proteccion y el efecto terapéutico incrementa. De esta manera se podrian evitar los
efectos que tuvo al utilizarse en tumores bien establecidos, evitando asi generar
tolerancia hacia los antigenos.

- Evaluar la presencia de linfocitos T' CD8+ infiltrados en el tumor para corroborar que
un menor crecimiento tumoral se deba a una mayor infiltracion de células T.

- Evaluar la actividad citotéxica de linfocitos T para ver si existen diferencias en la
funcionalidad de los mismos, entre los grupos inmunizados con la cVLP antes, durante
o después del reto tumoral.

- Hacer ensayos de citotoxicidad retando linfocitos de ratones inmunizados con la cVLP
contra células RMA-S cargadas con cada uno de los péptidos contenidos dentro de la

cVLP para conocer si existe una mayor respuesta contra el péptido KLPHLCTEL.

- Inmunizar ratones de la cepa C57BL/6 con cada uno de los péptidos de la ¢VLP para
ver si el péptido KLPHLCTEL por si solo protege ante el reto tumoral.
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