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I. RESUMEN  
 

La respuesta inmunológica de los linfocitos T CD8+ citotóxicos contra los antígenos del los virus 

del papiloma humano en mujeres con cáncer cervicouterino ha sido estudiada incipientemente. 

El monitorear dicha respuesta es primordial para entender los principios que conlleven a las 

estrategias exitosas de inmunoterapia. El objetivo de este estudio fue investigar la respuesta de 

los linfocitos T CD8+ citotóxicos específicos contra las oncoproteínas E6 y E7 del VPH 16 en un 

grupo de pacientes con cáncer cervicouterino-VPH 16 positivo sin tratamiento oncológico.  

Se obtuvieron las células mononucleares de la sangre periférica de las pacientes con cáncer 

cervicouterino sin haber recibido tratamiento previo y de pacientes sanas. Los monocitos se 

diferenciaron in vitro mediante su cultivo con GM-CSF e IL-4 para llevarlos  a células dendríticas. 

Estas células dendrítcas fueron transfectadas transitoriamente con los oncogenes E6 o E7 del 

HPV 16, en el vector de expresión pcDNA3 y fueron usadas como células estimuladoras por un 

ciclo  y células blanco de los linfocitos de sangre periférica en los ensayos in vitro de citotoxicidad 

mediante liberación de cromo. Las células dendríticas transfectadas derivadas de monocitos 

fueron cultivadas con TNF-α para obtener su maduración. Los transgenes E6 y E7 de HPV 16 

fueron expresados y traducidos, corroborándose mediante RT-PCR y FACS intracelular 

respectivamente. Todas las pacientes con cáncer cervicouterino-VPH 16 positivo mostraron 

respuesta de linfocitos citotóxicos anti-E6 y E7 de VPH 16. En 11/12 pacientes y en 8/9 se 

demostró respuesta citotóxica contra E6 y E7 respectivamente, por encima del 30% en la 

proporción efector/célula blanco de 100:1. En ninguna de las pacientes con cáncer 

cervicouterino-VPH 16 negativo o en mujeres sanas de control la lisis celular fue mayor del 15%. 

Estos datos sugieren que la respuesta de los linfocitos T CD8+ citotóxicos pueden ser detectada 

en todos las pacientes con cáncer cervicouterino que no han recibido tratamiento. Nuestro 

método, empleando células dendríticas como células reestimuladoras y como células blanco 

puede mejorar el inmunomonitereo de las pacientes con cáncer cervicouterino. 
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I.  ABSTRACT 
 

The specific CTL response against Human Papillomavirus  antigens in women with cervical 

cancer has been poorly studied. Immunological monitoring of this response is central for 

understanding the principles that underlie successful immunotherapeutic strategies. The aim of 

the study was to investigate the HPV16 E6/E7 specific CTL immune response in a group of 

untreated HPV16-positive cervical cancer patients. Peripheral blood mononuclear cells from 

untreated cervical cancer patients and healthy controls were isolated prior to any therapy. 

Autologous monocyte-derived dendritic cells were obtained by  means cultured cells 

supplemented with GM-CSF and IL-4  were transiently transfected with HPV16 E6 or E7 

expression vectors and used for one round of in vitro restimulation or as target cells in chromium-

release assays with restimulated peripheral blood lymphocytes. Transfected monocyte-derived 

dendritic cells were differentiated to exhibit a fully mature phenotype following the addition of 

TNF-α. HPV16 E6 and E7 transgenes were expressed and translated as measured by RT-PCR 

and intracellular flow cytometry, respectively. All HPV16-associated cervical cancer patients 

showed evidence of specific CTLs. Lytic activity for HPV16 E6 (11/12) and/or E7 (8/9) was above 

30% at the 100:1 effector to target ratio. None of the HPV16 negative cervical cancer patients or 

healthy controls women were above 15% of lysis. These data suggest that HPV-specific cytolytic 

immune responses can be detected in all untreated cervical cancer patients. Our approach, using 

dendritic cells for restimulation and as target cells, may enhance immunomonitoring of cervical 

cancer patients.  
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II. INTRODUCCIÓN 
 

El cáncer cervicouterino (CC) es la segunda neoplasia maligna mas frecuente en términos de 

tasas de incidencia y mortalidad en el mundo1. El cáncer cervicouterino invasor se mantiene con 

un gran problema de Salud Pública en las mujeres en todo el mundo. Cerca de 500,000 nuevos 

casos se registran anualmente y provocan la muerte a 250,000 mujeres; el 80% de estos, 

ocurren en países parcialmente desarrollados. En diferentes países de Africa Oriental, 

Latinoamérica y algunos países de Asia, las tasas de incidencia estandarizadas por edad se 

mantienen mayores de 40 por 100,0002. En México se registraron 19,589 casos nuevos en 1998, 

que significó el 34.2% del total de los tumores malignos del sexo femenino3, con tasa aproximada 

de incidencia ajustada a la edad (45-54 años) de 111.7 por  100,0002. Para el periodo de 1990 a 

2000 se reportaron un total de 48,761 defunciones, iniciando en 1990 con 4,280 y terminando 

con 4,620 en el 2000 (5777 en 2002 reportadas por la Agencia Internacional para la Investigación 

del Cáncer-IARC, Lyon), lo que representa en promedio 12 mujeres fallecidas cada 24 horas4. 

Comparando las tasas de mortalidad de las entidades federativas, se encontró mayor riesgo en 

Estados con menor desarrollo económico. Estos resultados muestran que la mortalidad por 

cáncer cervicouterino se encuentra relacionada con los factores presentes en la pobreza, como 

son la falta de escolaridad, el desempleo, el bajo nivel socioeconómico, la residencia en áreas 

rurales y la falta de acceso efectivo a los Servicios de Salud4.  

En los países desarrollados los programas de cobertura masiva para detectar y tratar 

clínicamente lesiones preinvasoras cervicales en las mujeres han reducido las tasas de 

morbilidad y mortalidad del CC en un 30 a 80%5,6. Resultados similares  podrían obtenerse en las 

mujeres de los países parcialmente desarrollados si se  aplicara masivamente  esta estrategia. 

En más de la mitad de los casos incidentes en los países en desarrollo el diagnóstico del CC se 

establece en etapas intermedias y avanzadas. Globalmente los índices de curación empleando 

los tratamientos convencionales son del 80% en las mujeres con CC en etapas iniciales, de 30-

50% en etapas intermedias y porcentajes menores del 20% en etapas avanzadas7,8. Se 

requieren por lo tanto de nuevas estrategias terapéuticas adyuvantes para mejorar el control de 

la enfermedad6. En los últimos años hemos presenciado progresos sustanciales en el 

entendimiento del origen y la patogénesis del CC, la meta para los próximos, es la prevención y 

la erradicación de la mayoría de casos de cáncer del cérvix en el mundo6. 

La capacidad de identificar lesiones premalignas cervicales por los programas de screening o 

tamizaje permiten la oportunidad de modificar la historia natural de estas lesiones. La falta de 

programas de tamizaje eficaces, de amplia cobertura encaminados a la detección y tratamiento 
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de  lesiones preinvasoras antes que progresen a un cáncer invasor es el motivo más importante 

que explica la alta incidencia del CC en los países en desarrollo. 

 Los estudios epidemiológicos actuales sobre la historia natural del CC indican que el número de 

mujeres que pueden desarrollar lesiones precursoras es de dos a cinco veces mayor que las que 

desarrollan cáncer invasor. La tasa de mortalidad normalizada por edad  en los países con alta 

incidencia de CC es de 10 por 100,000 mujeres o aún mayor1, en estos países la inversión para 

realizar tamizaje o screening del cáncer cervicouterino o sus lesiones precursoras es limitada. 

Dichas tasas de mortalidad se reducirían en al menos un 30% si las mujeres tuvieran acceso a la 

detección temprana y al tratamiento apropiado similar  al  que las mujeres reciben en  los países 

desarrollados 2,6. 

 Los avances en la inmunología, genómica y proteómica han permitido entender las bases 

celulares y moleculares de muchas enfermedades9. El entender la carcinogénesis  y  la 

progresión tumoral a partir de la relación causal entre el virus de papiloma humano (VPH) y el 

CC, ha permitido iniciar nuevos paradigmas clínicos dirigidos a su prevención primaria y 

secundaria 6,10.  

 

II.1 Historia natural de la neoplasia intraepitelial cervical y del cáncer cervicouterino. 
 
El CC es el cáncer mas frecuente en el mundo relacionado con infección. Estudios 

epidemiológicos clásicos demostraron el papel central del comportamiento sexual  en el origen 

de las lesiones precursoras y el CC invasor sugiriendo que un agente infeccioso transmitido por 

vía genital causaba esta condición. A principio de los ochentas, los distintos VPH oncogénicos  

fueron aislados de biopsias de CC por diversos estudios moleculares, demostrándose que la 

expresión de los oncogenes virales E6 y E7 se relacionaba con la etiología del CC. En los 

noventas, diferentes estudios epidemiológicos  de casos y controles, indicaron que las 

infecciones persistentes por VPH oncogénicos  son el factor de riesgo mas significativo o 

necesario, pero no suficiente (se requieren diferentes condiciones que en el huésped influencian 

el riesgo de progresión) para desarrollar CC 1,6. Actualmente el conocer la interacción de los 

factores biológicos del huésped y del virus en la patogénesis del CC nos permiten entender 

globalmente la persistencia de la infección, su carcinogénesis y la progresión tumoral 11,12. 

La lesión precursora directa del CC es la displasia severa ó lesión intraepitelial escamosa (LIE, 

diagnóstico basado en estudio citológico) de alto grado, o neoplasia intraepitelial cervical (NIC, 

diagnóstico basado generalmente en estudio histológico) tipo 3. La mayoría de las displasias 

leves/moderadas, LIE de bajo grado o NIC 1-2 evolucionan generalmente a la regresión, no 
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progresan porque la infección viral es eliminada por la respuesta inmunológica de la paciente. 

Uno a dos tercios de las LIE de alto grado o NIC 3, -conceptualizadas como  lesiones 

preinvasoras- al no ser tratadas adecuadamente, progresaran a  lesiones  tumorales invasoras 

en un periodo de pocos años11,12. 

Para  entender la historia natural y la biología del CC es imperativo comprender la infección del 

epitelio cervical por  el VPH y los factores fisiopatológicos concomitantes asociadas en el cérvix 

uterino . 

 

- Factores de riesgo identificados clínicamente  o co-factores de progresión. 

La prevalencia de la infección por VPH en la mucosa del cérvix uterino en mujeres con actividad 

sexual es de 20 a 40%, aumenta en la segunda y tercera década de la vida y decrece 

marcadamente después de los 30 5.  Se ha observado que poblaciones que registran alta 

incidencia de CC mantienen elevada prevalencia de infección con VPHs. La infección persistente 

por VPH es condición necesaria para el desarrollo de la carcinogénesis cervical y se requieren 

otras condiciones denominadas factores de riesgo (denominación clínica) o co-factores de 

progresión (denominación biomédica)   o factores que favorecen su desarrollo 6,13,14. 

Los factores de riesgo identificados corresponden a ciertos antecedentes ginecoobstétricos y 

aspectos socioculturales, como baja escolaridad, inicio de relaciones sexuales a temprana edad, 

elevado número de parejas (participación del hombre como vector, el cual se incrementa  

asociado a contactos sexuales frecuentes con prostitutas), alta paridad (5 o más partos), 

presentación del primer parto antes de los 18 años, tabaquismo, pobre higiene genital,  procesos 

inflamatorios cervico-vaginal persistentes, infecciones sexuales intercurrentes, consumo 

prolongado de anticonceptivos orales 7,8,13,14. El presentar todos o casi todos estos  factores, 

aunados a la no-participación en programas de tamizaje para el CC se asocian a la no detección 

oportuna de NIC y al desarrollo de CC. Las  infecciones de transmisión sexual provocadas por 

Chlamydia trachomatis, virus del herpes simple tipo 2 15, y virus de la inmunodeficiencia humana, 

así como  ciertas deficiencias nutricionales escasamente conocidas que también intervienen 

como co-factores en la etiología del cáncer cervical. 

Los diferentes factores de riesgo clínicos en las pacientes para  desarrollar el CC corresponden a 

microtraumatismos celulares o procesos inflamatorios crónicos que participan en la carcinogénes 

como co-factores moleculares de promoción tumoral simultáneamente o poco después de que la 

infección de los VPH oncogénicos ha provocado la iniciación 8,10. Los diferentes señalamientos 

moleculares  en donde participan estos co-factores moleculares en la carcinogenesis, se 

conocen muy parcialmente. 
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 Los factores como la edad, en la cual se practica la primera relación sexual y el número de 

parejas sexuales (6 o más parejas) son indicadores de riesgo de infección por VPH, más que 

factores de riesgo directos para desarrollar CC. La monogamia, el inicio de actividad sexual 

tardíamente, la  adecuada higiene personal y el uso de métodos anticonceptivos de barrera 

(condón) ayudan a la prevención primaria del carcinoma cervicouterino 14. La infección por VPH 

es transmitida comúnmente por contacto sexual y puede provocar una lesión escamosa 

intraepitelial temporal, la mayoría de estas lesiones son controladas entre los 6 a 12 meses 

después,  probablemente por la participación eficiente de  la respuesta  inmunológica local. Sin 

embargo en un pequeño porcentaje de mujeres, la infección por VPHs de alto riesgo persiste y 

progresa a NIC 1, NIC 2, NIC 3, carcinoma in situ, y sin tratamiento quirúrgico, a carcinoma 

invasor de células escamosas o adenocarcinoma. 

 Los conocimientos actuales sobre la historia natural del CC indican que el número de mujeres 

que cursan con lesiones preinvasoras cervicales es de dos a cinco veces mayor que las que 

desarrollan cáncer invasor 5 . 

 

-Susceptibilidad genética 

La infección persistente de VPH de alto riesgo en las mujeres que progresan a cáncer invasor 

puede depender que el sistema inmunológico responda contra los antígenos virales que son 

presentados por los alelos del HLA. Las variaciones génicas relacionadas con el polimorfismo 

natural-HLA (antígeno leucocitario humano) de las mujeres, ha sido investigado en relación a la 

susceptibilidad para la infección persistente por VPH y para la progresión a carcinoma cervical. 

Actualmente los diferentes estudios sugieren que la mujeres con los alelos del HLA como los -

DRB1*1301, -DQA1*0501(determinación por PCR-SSP)  se asocian a protección o  a menor 

susceptibibilidad que la mayoría de las mujeres, para ser infectadas persistentemente  por VPH y 

desarrollar CC 11, en cambio el –DQB1*0402, -DQA1*3011  como recientemente se identifico, 

corresponde a alelos positivos a la asociación de CC.  Debido a que los genes polimórficos del 

HLA participan en la respuesta inmunológica y que probablemente diferentes alelos confieran 

escasos niveles de riesgo para CC, se requieren estudios futuros en poblaciones numerosas que 

exploren dichas asociaciones. Las mujeres que  no desarrollan CC a pesar de exposiciones 

repetitivas a la infección por VPH (p.e. prostitutas), o mujeres de familias con elevada 

susceptibilidad  para el CC (p.e. presentación en hermanas, madre/hijas) son poblaciones 

interesantes para estudiar su  polimorfismo HLA asociado al CC12. 
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 La influencia de la susceptibilidad génica de las pacientes para la infección persistente por VPH 

o para  desarrollar de CC en el contexto de sus haplotipos específicos  de  HLA ha sido difícil de 

identificar, y parece tener limitada importancia. 

 

- Infección persistente y carcinogénesis del virus de papiloma humano. 

Aunque el modelo de carcinogénesis cervical es uno de los más estudiados en Oncología10, 

diferentes eventos específicos y la secuencia molecular de otros, no han sido aun determinados. 

 Diferentes características biológicas globales de los VPHs son importantes en la infección 

persistente y en la carcinogenesis, entre las cuales destacan: las variantes de los diferentes 

genotipos de VPH oncogénicos, la influencia de su carga viral y el grado de  integración viral al 

ácido desoxirribonucleico (DNA) de las células en la infección, todas estas han sido parcialmente 

exploradas debido a limitaciones metodológicas, y son actualmente motivo de investigación. La 

información disponible en variantes de VPH 16  y VPH 18, sugieren que las variantes virales no-

europeas se asocian a  un riesgo mayor de carcinogénesis 16,17. Berumen y col. han reportado 

alta prevalencia de variantes Asiático-Americanas de VPH 16 en las mujeres mexicanas 18. La 

mayor carga viral  usandola como marcador en estudios de casos y controles inicialmente ha 

demostrado asociación con mayor riesgo para desarrollar CC 19,20. La medición de la carga viral 

con los  métodos previamente utilizados presenta limitaciones,  y recientemente se puede 

determinar mediante la PCR (reacción en cadena de la polimerasa) de tiempo real o PCR-

cinética, lo cual  mejora su especificidad  y con ello probablemente su correlación clínica. Aunque 

los VPH son típicamente encontrados en forma episomal en las lesiones cervicales iniciales, su 

integración al genoma del queratinocito ha sido asociada a la oncogénesis y a la progresión a 

CC. Los ensayos experimentales han tenido limitaciones para determinarla, sin embargo la 

reciente detección de secuencias VPH integradas por ligación a la PCR  (DIPS-PCR)  parecen 

distinguir entre la formas virales episomal e integrada, y con ello explorar su correlación clínica 
12,21. 

En la patogénesis del CC participan tres principales procesos, dos de ellos directamente 

relacionados con la participación del VPH de alto riesgo. El primero es debido al efecto de las 

oncoproteínas virales E6 y E7,  el segundo al efecto de la integración del DNA viral en las 

regiones cromosómicas asociadas a la regulación de diferentes protooncogenes y  genes 

supresores tumorales. En el tercero, participan los co-factores moleculares de los factores de 

riesgo clínico, que sumados a los 2 procesos previos propician mayor inestabilidad genómica, 

inmortalización y transformación  celular. El desarrollo del CC requiere de la aparición secuencial 

de múltiples y progresivas alteraciones genéticas 22. 
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Concomitantemente a la transformación tumoral del queratinocito, otras múltiples alteraciones 

genéticas participan e  inciden en la respuesta de los mecanismos naturales involucrados en la 

respuesta inmunológica antitumoral local (se comentan adelante).  

   

- Éxito y fracaso del tamizaje y del tratamiento convencional del cáncer cervical invasor.  

En países desarrollados con adecuados programas de tamizaje para CC,  los estudios 

citológicos y el tratamiento de lesiones precursoras son una de las principales cargas de atención 

en el mantenimiento de la Salud  Pública en las mujeres a partir de la 3ª. decada de la vida. En 

estos, la incidencia de lesiones  invasoras  es importantemente baja y el costo estimado de vida 

salvada por año en estas mujeres es de varios miles de dólares 23.  

Aproximadamente el 40% de los adultos activos sexualmente son infectados por VPH 5. Más del 

90% de las infecciones cervicales por VPH se resuelven espontáneamente, e incluso en 

ausencia de programas de tamizaje específico,  el CC se desarrolla solo en una minoría de 

mujeres. El tamizaje parece solo beneficiar a una pequeña fracción de mujeres, sin embargo este 

beneficio es invaluable. 

Los procedimientos de  tamizaje  comúnmente están basados en el estudio citológico cervico-

vaginal (Papanicolaou) o la exploración  colposcópica. La incidencia del cáncer cervicouterino 

podría reducirse hasta un 90% si los procedimientos de tamizaje fueran eficientes y se lograra 

una cobertura amplia en la población en riesgo. Las mujeres con  lesiones preinvasoras pueden 

ser detectadas y tratadas exitosamente, lo cual tiene el potencial de prevenir el desarrollo del 

cáncer invasor, tanto como  reducir su incidencia, morbilidad y mortalidad. 

 La prueba de Papanicolaou es específica para la detección de las lesiones de alto grado y de 

cáncer, sin embargo su sensibilidad  es moderada, en un meta-análisis reciente se comprobó 

que su sensibilidad global fué de 51% y su especificidad de 98% 24. El tamizaje mediante  

visualización amplificada del cérvix o colposcopía es un procedimiento que permite identificar las 

lesiones preinvasoras cervicales; en este método se aplica una solución diluida de ácido acético 

al cuello uterino antes de proceder al examen visual. Las células anormales adquieren un 

aspecto blanquecino temporal al ponerse en contacto con esta solución, siendo estas zonas las 

convenientes para muestreo histopatológico; su sensibilidad es similar y su especificidad es 

discretamente menor al del estudio citológico. Las lesiones cervicales aceto-blancas se asocian 

frecuentemente a infecciones de VPH oncogénicos 25. 

Con el uso de la colposcopía los procedimientos quirúrgicos hospitalarios para el tratamiento de 

las lesiones cervicales preinvasoras han sido sustituidos por procedimientos que se llevan a cabo 

en consultorio (ambulatorios), convirtiéndose en ágiles, accesibles y mejor aceptados por las 
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pacientes. El criterio de tratamiento mas comúnmente aceptado es tratar sólo las lesiones 

precancerosas de grado alto (NIC II y III) frecuentemente mediante resección con asa 

electroquirúrgica y solo vigilar periódicamente  las  lesiones de bajo grado (NIC I). La estrategia 

del "examen colposcópico y tratamiento inmediato" en sospecha de lesiones precancerosas 

parece promisorio, pero sigue siendo polémico por la probabilidad de que una proporción de las 

pacientes sean sobretratadas.  

Por la elevada asociación de NICs con la presencia de VPH oncogénicos, se han establecido 

otras pruebas de tamizaje que identifican estos virus por medio de metodologías de biología 

molecular. Las técnicas para detectar los VPHs son  la PCR y la captura de híbridos (Hybrid 

Capture II de Digene Corporation),  que permiten identificar tipos virales de alto y bajo riesgo; el 

uso de esta última metodología como tamizaje ha sido aprobada por la FDA de Estados Unidos. 

Ambas metodologías son similarmente  sensibles  y menos específicas  que el Papanicolaou 

para el diagnóstico de LIEs o NICs. 

Una de las grandes utilidades de combinar  los estudios de determinación molecular de VPH y 

citología cervicovaginal es aumentar el valor predictivo negativo para NIC; cuando ambos 

resultan negativos, estas mujeres no requerirán tamizaje a corto/mediano plazo y podrían 

revisarse hasta después de 5 años. 

Las mujeres en  riesgo de contraer CC necesitan información completa y precisa para 

comprender los distintos procedimientos de prevención y detección oportuna. Los programas de 

prevención del CC deben además de ocuparse regionalmente de abordar  temas sobre  las 

barreras culturales, emocionales y  otros obstáculos que influyen para que las mujeres puedan 

utilizar adecuadamente  los servicios de tamizaje 24,26. Al respecto, en un estudio de  mujeres 

mexicanas los principales obstáculos encontrados para asistir a los programas de tamizaje 

fueron: la falta de información  sobre el cáncer cervicouterino o sobre las pruebas de 

Papanicolaou, la idea de que el cáncer es una enfermedad incurable, las dificultades que sienten 

en la relación con el personal de atención de salud, la oposición de sus parejas sexuales para 

ser exploradas y su negativa personal a someterse a un tacto vaginal 27. Para que un programa 

de prevención de CC sea eficaz, debe estar integrado por un conjunto de servicios de educación, 

de tamizaje y de tratamiento de lesiones preinvasoras, con cobertura de la mayoría de las 

mujeres en riesgo. Si cualquiera de estos aspectos no se aplican conjuntamente, difícilmente se 

alcanzarán efectos positivos significativos 24. 

El diagnóstico y tratamiento ambulatorio de las pacientes con lesiones preinvasoras de CC se ha 

incrementado importantemente en los últimos años empleando colposcopía y técnicas de 

criocirugía,  o resección con láser o asa electroquirúrgica. En múltiples ciudades del país, los 
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grupos médicos especializados del Sector Salud y de  atención privada realizan diariamente 

cientos de estos procedimientos. 

Sin embargo cuando la lesión preinvasora de alto grado o NIC 3 no es tratada, rompe la 

membrana basal, penetra en el estroma cervical e infiltra  los  vasos linfáticos y venosos. 

Progresivamente invade el segmento distal del útero, vagina,  los tejidos parametriales, 

ligamentos uterosacros, extendiéndose hasta la pared pélvica y órganos vecinos y puede enviar 

metástasis a los diferentes ganglios pélvicos  y para-aórticos. El CC sigue usualmente un relativo 

patrón ordenado de progresión metastásica de los ganglios pélvicos, a los ganglios  para-aórticos 

y a sitios distantes. Aunque las metástasis hematógenas son poco frecuentes, los pulmones, los 

ganglios extrapélvicos, el hígado y los huesos son los sitios mas afectados7,8. 

En el diagnóstico y tratamiento de las pacientes con cáncer cervicouterino invasor  se han 

presentado cambios puntuales en los últimos años. Destacan el mejoramiento en la 

estratificación de la etapas clínicas iniciales;  progresos importantes han sido la subetapificación 

de la etapa clínica I en: IA1, IA2, IB1 y IB2, en la cual cada  etapa clínica o extensión del tumor 

se relaciona con esquemas terapéuticos e índices pronósticos específicos. En la etapa IA , el 

diagnóstico se establece midiendo   la invasión microscópica del estroma en milímetros, y en la   

IB midiendo el volumen tumoral en centímetros. Otro avance importante ha sido la identificación 

de tipos histopatológicos de CC de peor pronóstico (carcinoma de células pequeñas, 

neuroendocrino y de células claras) 7,8,28. En general las pacientes con cánceres invasores 

tempranos (etapas IA2, IB1, y algunos IIA con pequeño volumen tumoral) son tratados con 

histerectomía radical o radioterapia, y los pacientes con tumores localmente avanzados (etapas 

IB2 a IVA) empleando radioterapia. En los últimos años las pacientes con CC avanzado han sido 

tratadas con radioterapia combinada con  quimioterapia con lo cual se mejoran parcialmente los 

índices de respuesta terapéutica 29,30. 

 

 

 

II.2 El cáncer cervicouterino como modelo viral de neoplasia, cuya iniciación y 
transformación tumoral se  relaciona con la infección persistente de  los  VPH 
oncogénicos. 
 

 La causa subyacente primaria del CC es la  infección persistente del epitelio cervical por los 

VPH oncogénicos por muchos años. 
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Los principales pasos  para desarrollarse el cáncer cervical incluyen la infección por VPH, la 

persistencia de la infección, la progresión a pre-cáncer, la carcinogénesis,  la transformación 

tumoral, y la invasión local,  regional y a distancia 6,12. Frecuentemente en la infección genital por 

VPHs, la paciente se mantiene asintomática por muchos años. La prevalencia de la infección 

genital por VPH en mujeres y hombres con actividad sexual es del 20 al 40%. La infección 

persistente por los VPHs oncogénicos se asocia a la etapa de iniciación tumoral y los diferentes 

co-factores moleculares locales (relacionados con los factores de riesgo clínicos para CC)  

participan en la etapa de promoción tumoral. Ambas condiciones, aunadas a una deficiente 

respuesta inmunológica local  conllevan a la carcinogénesis cervical y a la progresión tumoral 

6,7,8,12. 

Los VPHs son virus no encapsulados de doble cadena de DNA con tamaño de 8000 nucleótidos 

y contienen 8 genes o marcos de lectura abiertos denominados E1, E2, E4, E5, E6, E7 (genes 

tempranos “E”, no estructurales) y L1 y L2 (genes tardíos “L”, estructurales). Por la homología de 

su  DNA se han identificado más de 100 tipos; cada uno  de ellos puede presentar subtipos y  

variantes, cuya variación genómica es de 5 a 10 % y de 0.1 a 5% respectivamente. Ensayos in 

vivo e in vitro  han demostrado  que  las proteínas E6 y E7 de los VPHs de alto riesgo 

oncogénico (16, 18 y otros menos frecuentes como 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 54, 56, 58, 59, 66, 

68 y 69) son capaces de inmortalizar y transformar las células epiteliales. 

Como hemos mencionado en la infección cervical por los VPHs, tres condiciones biológicas 

pueden influir para provocar infección persistente y  carcinogénesis: el tipo de variante viral, la 

influencia de su carga viral y el grado de integración viral al DNA  de las células; la participación 

precisa de cada una de estas condiciones es solo parcialmente conocida, y actualmente es 

motivo de análisis 18,19,31.  

Los viriones infectan las células basales del epitelio estratificado de la mucosa cervical  (forma 

episomal) presentando replicación de tipo no-citolítica. Tanto en esta capa de células como en 

las parabasales los VPHs expresan las proteínas tempranas E1, E2, E5, E6 y E7 confinadas al 

núcleo y en escasa cantidad (esto potencialmente limita la presentación antigénica efectiva, 

comparativamente en otras condiciones en las cuales el virus se replica activamente). Las 

células infectadas siguen expandiéndose verticalmente  diferenciándose terminalmente a células 

escamosas en donde  las proteínas E4, L1 y L2 son expresadas en abundante cantidad (sitio 

anatómicamente superficial donde las células inmunocompetentes tienen acceso limitado). Es en 

este estrato celular  donde el  DNA de los VPHs oncogénicos se integra en el genoma de la 

célula huésped y las oncoproteínas E6 y E7 predisponen que las células infectadas se 

transformen en displásicas (promueven la proliferación, evitan la apoptosis, retardan la 
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diferenciación celular y producen el engrosamiento atípico del epitelio) y que se desarrollen las 

lesiones preinvasoras cervicales.  

Tres principales procesos participan en la patogénesis del CC, dos de ellos directamente 

relacionados con los VPHs de alto riesgo. El primero es debido al efecto de las oncoproteínas 

virales E6 y E7 sobre los genes supresores tumorales p53 y Rb,  el segundo al efecto de la 

integración del DNA viral en las regiones cromosómicas asociadas a la regulación de diferentes 

protooncogenes y  genes supresores tumorales. En el tercero, participan los co-factores 

moleculares relacionados con los factores de riesgo clínicos, que sumados a los 2 procesos 

anteriores propician mayor inestabilidad genómica, y conducen a la inmortalización y 

transformación  celular 31. El desarrollo del CC requiere de la aparición secuencial de múltiples y 

progresivas alteraciones genómicas. 

La zona de transformación cervical es un anillo de tejido (sitio donde frecuentemente  se 

desarrollan áreas de metaplasia escamosa) y guarda alta susceptibilidad para la carcinogénesis 

por VPH. Los VPH penetran a la mucosa cervical a través de microlesiones del epitelio y se 

introducen en las células basales.  Los tres genes virales, E5, E6, y E7 se colocan inicialmente 

episomales  (extracromosómicos) y luego se integran al DNA del queratinocito (lo cual permite la 

estabilización del RNAm viral).  Los genes E6 y E7 tienen el papel más importante en la 

transformación maligna,  sus proteínas son expresadas constitutivamente en lesiones 

preinvasoras como invasoras. Diferentes estudios  revelaron que la oncoproteína E6 promueve la 

degradación de la proteína p53 (reguladora del ciclo celular,  que reconoce el DNA dañado y lo 

repara, y cuando esto no es factible induce la apoptosis) y la E7 bloquea la función a  la Rb (que 

también regula el ciclo celular, liberando la inhibición del factor de transcripción E2f sobre los 

diferentes genes de proteínas que favorecen la proliferación celular). Ambas provocan 

alteraciones en el crecimiento celular, particularmente en aquellas con anormalidades en el DNA. 

Además, E6 funciona activando la telomerasa, bloquea la proteína pro-apoptótica-BAK, lo que 

conlleva a evitar la apoptosis y  secundariamente aumenta  la inestabilidad cromosomal; y E7 

estimula la expresión de las ciclinas A y E, e inactiva  los inhibidores de cinasas dependiente de 

ciclinas Waf1 y Kip1. E7 parece ser el oncogen predominante en provocar inestabilidad 

cromosómica y  aneuploidía. 

Los VPH oncogénicos se integran predominantemente en localizaciones cromosomales semi-

específicas  o sitios frágiles como 8q24 y 12q15, lo cual provoca la activación "cis" de diferentes 

proto-oncogenes. Poco tiempo después se detectan anormalidades cromosomales como pérdida 

de la heterocigocidad  por deleción de uno o  de los dos alelos  en las regiones relacionadas con 

genes reparadores del DNA o genes supresores tumorales, localizados en 3p14-22, 4p16, 5p15, 
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6p21-22, 11q23, 17p13.3, 18q12-22, y 19q13 31, acumulándose mas mutaciones, algunas de las 

cuales son significativas para desarrollar el fenotipo tumoral. Se han identificado diferentes 

alteraciones genómicas en clonas celulares de carcinoma cervicouterino, destacándose entre 

ellas, mutaciones en p53, y K-ras, sobreexpresiones de HER-2/neu, bcl-2, EGFR, 

metaloproteasas, VEGF, c.myb; y reducción o pérdida  en la expresión de moléculas HLA-clase I, 

y de  nm23. Muchas de estas alteraciones genéticas han  sido asociadas a comportamientos 

biológicos diferentes en la evolución de la enfermedad de las pacientes con CC 9. 

Finalmente los queratinocitos transformados mantienen un fenotipo por el cual esquivan las 

señales locales celulares que suprimen su crecimiento, adquieren su propia señalización de 

crecimiento independiente de señales externas, evaden la apoptosis, desarrollan un ilimitado 

potencial de proliferación, generan su propia red de vasos sanguíneos para obtener los 

nutrientes y el oxigeno que necesitan (angiogénesis) y desarrollan mecanismos que permiten 

que las células tumorales se separen del tumor principal, penetren al torrente sanguíneo y 

linfático y alcancen tejidos distantes donde crecen como tumores secundarios o metástasis 32. 

Concomitantemente a la transformación tumoral del queratinocito, otras múltiples alteraciones 

genéticas participan e  inciden en los mecanismos naturales involucrados en el procesamiento y 

presentación de  los antígenos por la célula. 

 Para  entender globalmente la historia natural de la infección por el VPH y la biología del CC es 

imperativo conocer además las condiciones fisiopatológicas locales asociadas. Los diferentes 

factores de riesgo clínicos conocidos en las pacientes para  desarrollar CC se traducen como 

microtraumatismos celulares o procesos inflamatorios irritativos crónicos que en la 

carcinogénesis participan como  co-factores moleculares de promoción  tumoral concomitantes a 

la infección por los VPH oncogénicos, la cual ha provocado la iniciación tumoral 8. Las diferentes 

redes de  señalamientos en el desarrollo de la inmortalización y  carcinogénesis donde participan 

estos co-factores moleculares, se conocen muy parcialmente (p.e. modificando el balance 

oxidativo-antioxidativo celular  que influye en la regulación transcripcional de múltiples genes) 
33,34. 

. 

II.3 Respuesta inmunológica contra el cáncer cervicouterino 

 

Los pasos fundamentales en la inmunodefensa contra las infecciones virales son el 

reconocimiento del antígeno, la amplificación de la respuesta adaptativa celular y la regulación 

de esta; cuando alguno de ellos falla se puede presentar la persistencia de la infección viral.  
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Aproximadamente el 40% de los adultos activos sexualmente son infectados por VPH 5 . Las 

respuestas inmunológicas innata y adaptativa contra el VPH son capaces de eliminar  en mas del 

90% de estas infecciones, lo que protege consecuentemente  del desarrollo de tumores 

relacionados con los VPHs oncogénicos 11,35. Sin embargo en la infección viral del queratinocito 

se presentan diferentes condiciones fisiopatológicas que limitan teóricamente la respuesta 

inmunológica efectora local. La erradicación de la infección por VPHs en sujetos sanos, requiere 

desarrollar una activación efectiva tanto de respuesta innata como de la adaptativa. Así en los 

pacientes  que cursan con inmunosupresión  (p.ej. sujetos transplantados que toman 

medicamentos inmunosupresores) o inmunodeficientes (p.ej. infectados por HIV), el riesgo de 

infección persistente y secundariamente de transformación a malignidad se incrementa 

importantemente 11,36, lo que sugiere que el sistema immunólogico juega un papel importante en 

la prevención de estos tumores 36-40. La ignorancia inmunológica  del huésped a la infección por 

VPH puede permitir el ciclo replicativo del virus, lo cual conduce a la infección persistente.  

 La primera línea de defensa en las mucosas contra la infección viral es la respuesta 

inmunológica innata (RII);  en esta participan, citocinas, células centinelas locales, el sistema del 

complemento y linfocitos citotóxicos no-específicos llamados asesinos naturales (NK). Poco 

después la RII interactua con la respuesta inmunológica adaptativa (RIA) y se  inicia la respuesta 

celular específica a través de linfocitos B y T. Un gran eslabón para ambos tipos de respuestas 

es la participación de  las células presentadoras profesionales de antígenos, especialmente las 

células dendríticas y el patrón de citocinas liberadas.  Los linfocitos B de la paciente producen 

anticuerpos (que se unen a los viriones en la sangre y en las mucosas, disminuyendo 

potencialmente el número de células que podrían ser infectadas) en particular contra proteínas 

de la cápside L1 del VPH 35,41. Los anticuerpos neutralizan, opsonizan a los virus y mediados por 

el complemento o por citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos, lisan las particulas virales 

o las células infectadas por virus. Sin embargo aunque los linfocitos B  guardan un papel 

importante en la prevención de la infección, tienen efecto limitado contra la infección establecida 

y en la regresión de las infecciones por VPH. 

Es evidente que la respuesta inmunológica célular y especialmente la de los linfocitos T  es el 

mecanismo efector antiviral mas importante tanto en la eliminación de las células infectadas 

como de las células transformadas (reconocen y matan a las células que presentan antígenos 

virales y secretan citocinas anti-virales)42. Los linfocitos T exploran continuamente la superficie 

de todas las células y destruyen a aquellas que presentan marcadores antigénicos extraños. Los 

linfocitos T desarrollan por lo menos dos fases para responder contra los VPH: la fase de 

reconocimiento, en la cual identifican los antígenos virales y la fase efectora, en la cual  los 
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linfocitos T CD4+ liberan citocinas antivirales, organizan la respuesta inflamatoria, ayudan a 

inducir anticuerpos y linfocitos T CD8+ y probablemente maten células;  y los linfocitos T CD8+ 

matan a las células infectadas por virus, liberan citocinas antivirales, reclutan células de la 

respuesta inflamatoria y eliminan los productos virales de células vecinas infectadas 43,44. 

Las células de los vertebrados han elaborado el mecanismo de degradar y mostrar las proteínas 

propias y extrañas en su superficie. Localmente las células dendríticas (DC) muestrean y 

presentan muy eficientemente las proteínas  de las células cercanas; una vez dentro de las DCs 

estas proteínas son procesadas en  fragmentos peptídicos. En presencia de señales 

inflamatorias de “peligro” provocadas por necrosis tumoral, trauma celular, co- infección u otras 

señales de citocinas pro-inflamatorias, las DCs expresan en su superficie moléculas co-

estimuladoras  pertenecientes a B7,  y viajan del cérvix a los ganglios linfáticos regionales donde 

los péptidos tumorales son  procesados y presentados en la superficie celular unidos a las 

moléculas clase I o clase II del MHC para interactuar con los receptores específicos de los 

linfocitos T CD8+ o CD4+ respectivamente. Así las DCs transmiten a los linfocitos T un estímulo 

de activación convirtiéndolos en “células efectoras”, denominándose  ahora linfocitos citotóxicos 

CD8+ y linfocitos ayudadores CD4+. Las células efectoras adquieren también moléculas de 

reconocimiento del sitio en el cual (“homing”) las DC tomaron el antígeno tumoral asociado (ATA) 

y regresan a dichos tejidos donde específicamente atacan a las células que presentan dichos 

ATAs. Los LTC específicos destruyen a los queratinocitos infectados, y los  linfocitos T 

ayudadores CD4+ secretan citocinas pro-inflamatorias (como la IL-2) para potenciar el efecto de 

los LTCs  y estimular la respuesta IgG2a de los linfocitos B (este isotipo de anticuerpo activa la 

cascada de complemento, se une a los receptores Fc de los macrófagos o de los linfocitos NK 

que permite iniciar la citotoxicidad dependiente de anticuerpos).  Al mismo tiempo las DC 

reclutan y secretan mediadores que aumentan el ambiente inflamatorio y promueven la 

respuesta antiviral de los linfocitos T.  Algunos linfocitos T efectores después de haber lisado (por 

medio de gránulos de perforina y granzima) o inducido el suicidio (vía Fas) a las células dianas, 

se retiran  y  estimulan su reproducción, convirtiéndose  en células de memoria, que podrán 

reactivarse nuevamente cuando se encuentren con el mismo antígeno.  Múltiples estudios han 

demostrado la importancia de la respuesta antitumoral mediada por linfocitos T contra las 

proteínas oncogénicas E6 y E7 del VPH 16 45-49. 

Diferentes razones conducen a que en  la infección por los VPH se genere una respuesta 

inmunológica poco vigorosa 44,50. Los VPHs  son  inmunógenos naturales débiles debido a que su 

patrón de composición molecular no es reconocido por los receptores de las células de la 

respuesta innata (receptores similares a Toll como T1r3 y T1r9); por estar constituidos por DNA 
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de doble cadena  (a diferencia de virus constituidos de doble cadena de RNA, que son 

inmunógenos potentes), son poco inmunógenos, no contienen señales intramoleculares de 

peligro virales (p.ej. CpG en su DNA ó RNA de doble cadena), y su expresión se presenta en 

escasa cantidad (comparado con la expresión de proteínas inmunogénicas de otros virus), 

provocando respuesta inmune innata local mínima. En estas condiciones la infección por los 

VPHs en células epiteliales, no genera un ambiente de citocinas de tipo pro-inflamatorio sino de 

tipo anti-inflamatorio, predominando imunomoduladores negativos como IL-10 y TGF-�. La 

infección por VPHs en los queratinocitos o en las lesiones preinvasoras epiteliales son limitadas 

a las células superficiales y no penetran por debajo de la membrana basal.  Los VPH mantienen 

un ciclo de vida sin salir del queratinocito infectado, inducen proliferación celular más que 

histolisis, no provocan lisis celular, por ello no inducen una respuesta inflamatoria potente; no se 

liberan citocinas ni mediadores solubles del complemento y con esto se impide la activación y el 

sinergismo entre las RII y las RIA. Además de que en general los queratinocitos y 

particularmente las células epiteliales escamosas diferenciadas tienen limitada capacidad natural 

de procesar y presentar antígenos. Además la infección por VPHs no provoca fase virémica y por 

lo tanto cursa sin presentación sistémica del antígeno 7,29, ya que su replicación esta inserta en el 

programa de diferenciación del queratinocito. Además los VPH no infectan las células 

presentadoras profesionales de los antígenos (CPPA), no provocan lisis en los queratinocitos, lo 

que impide que las CPPA  fagociten a los viriones y presenten los antígenos virales a los 

linfocitos B y T.  Por ello no se genera una respuesta sistémica inmune. Dadas todas estas 

condiciones, el aparato inmunocompetente puede tener limitada oportunidad  de identificar y 

combatir eficientemente, y la respuesta inmunológica natural contra  la infección por  VPHs se 

torna débil comparada contra la generada en la mayoría de otras infecciones virales. Por lo tanto 

en la infección por  VPHs se desencadena una  respuesta inmunológica innata limitada en su 

hospedero que a su vez bloquea la generación de señales que inicien la respuesta  adaptativa 

específica global,  por lo que frecuentemente  el huésped queda inmunológicamente ignorante de 

la infección. 

Experimentalmente se ha demostrado que  la respuesta inmunológica natural contra la infección 

primaria de VPHs es lenta en aparecer12,41, aun cuando las proteínas virales se apliquen con 

adyuvantes inmunogénicos (p.e. adyuvante de Freund). Los anticuerpos específicos contra L1-

VPH 16 se han idenficado varios meses después de la primer infección viral y los 

correspondientes contra E7  solo se detectan frecuentemente en etapas de cáncer invasor. 

También  la respuesta inmunológica celular sistémica parece presentarse tardíamente, aunque 
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su identificación ha sido difícil probablemente por la baja frecuencia de linfocitos T CD8+ 

citotóxicos de memoria anti-VPH circulantes. 

En general las infecciones virales persistentes se asocian inicialmente a una respuesta deficiente 

de defensa  celular intrínseca,  luego a una respuesta inmunológica innata deficiente y finalmente 

a una respuesta adaptativa deficiente. Siendo la apoptosis un mecanismo de defensa celular 

intrínseca que limita la replicación viral, ya que muchas células mueren rápidamente después de 

una infección viral 51, esta respuesta se encuentra probablemente bloqueada en los 

queratinocitos infectados por VPHs oncogénicos ya que  la oncoproteína E6 inhibe la apoptosis. 

Además de que en general la respuesta inmune natural del huésped contra la infección por VPHs 

es débil, los VPHs oncogénicos pueden ser ignorados porque emplean adicionalmente otros 

mecanismos aún no identificados, para  minimizar o evadir la respuesta innata y adaptativa. 

 
 -Las proteínas estructurales y no estructurales de los VPHs son el blanco antigénico de la 

respuesta inmunológica. 

Siendo que en la neoplasia intraepitelial cervical y en el CC los VPH oncogénicos expresan 

constitutivamente sus proteínas virales y algunas de ellas son moderadamente inmunogénicas, 

en teoría,  podrían ser el blanco antigénico para  desarrollar o modular la respuesta inmunológica 

local o sistémica de la paciente. 

En la década pasada se identificaron  a las proteínas E6, E7, E2, L1 como ATA del CC. Las 

principales proteínas transformantes de los VPHs de alto riesgo son las proteínas tempranas E6 

y E7. Estos ATAs se han reconocido en sus diferentes plataformas bioquímicas, desde su 

configuración génomica y proteómica hasta como  péptidos inmunogénicos restringidos en el 

polimorfismo de los diferentes alelos de las moléculas clase I del antígeno de histocompatibilidad 

leucocitario humano (HLA). La mayoría de los epítopes identificados actualmente están 

restringidos al  alelo HLA-A2+ (el antígeno de histocompatibilidad mas frecuentemente 

identificado en las poblaciones caucásicas). La proteína E6 es una proteína multifuncional cuya 

función es de transactivador transcripcional, se une  a una proteína asociada  (E6Ap) que liga la 

ubiquitina al p53,  promoviendo su degradación por el proteosoma;  induce la inmortalización de 

queratinocitos y fibroblastos en cultivos in vitro; E6 es una proteína básica nuclear y 

citoplasmática de 18 kDa,  contiene  4 residuos de cisteína formando 2 dedos de zinc. La 

proteína E7 sola, o en cooperación con E6 y ras provoca inmortalización y transformación de 

queratinocitos y fibroblastos en cultivos in vitro, induce la síntesis de DNA y la proliferación 

celular. Algunas regiones de la proteína E7 se unen al Rb hipofosforilado, e inhiben que este 

último bloquee el factor de transcripción E2f, lo cual permite la  inducción de la transcripción de 
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los genes dependientes de E2f (entre ellos Cdk2 dependiente de ciclina A) y que las células 

progresen a la fase S. E7 es una proteína nuclear y citoplasmática de 10 kDa,  parecida a la E1A 

de los adenovirus y a la Tag del SV40. La L1 es la principal proteína de la cápside viral, se 

oligomeriza en pentámeros y estos capsómeros se ensamblan en partículas semejantes a virus, 

las cuales son potentes inmunógenos. 

Las proteínas E6 y E7 del VPH16 son expresadas constitutivamente en la etapa de 

carcinogenesis y progresión tumoral,  y digeridas intracelularmente de manera “natural” por las 

enzimas del proteosoma, produciendo pequeños fragmentos peptídicos antigénicos o epítopes 

que son transportados al retículo endoplásmico, donde se combinan con las moléculas clase I o 

II del HLA. Los epítopes virales restringidos al alelo HLA-A*0201  que evocan respuesta  de los 

linfocitos T CD8+ citotóxicos (LCTs) in vivo en humanos de la proteína E6  corresponden al 

péptido 29-38-TIHDIILECV y de la proteína E7 a los correspondientes 11-20-YMLDLQPETT; 82-

90-LLMGTLGIV; y 86-93-TLGIVCPI 52. Una vez identificada la secuencia de estos oligopéptidos,  

pueden  ser sintetizados artificialmente por métodos automatizados en fase sólida. 

La identificación y secuenciación molecular de los estos oligopéptidos tumorales inmunogénicos 

requiere emplear técnicas experimentales complejas como la elusión  de los complejos  péptido-

HLA-A2+ de las células presentadoras de antigénos,  cromatografía líquida de alta presión y 

espectometría de masas. Diferentes diseños experimentales de vacunación profiláctica o 

terapéutica en animales de laboratorio con estos oligopéptidos, han demostrado respuesta 

antitumoral  local y sistémica significativa en animales in vivo, tanto como respuesta antitumoral 

de los linfocitos T específicos en humanos in vitro 46,48,49,53. En la mayoría de los protocolos de 

inmunoterapia contra NIC y CC se han empleado estos oligopéptidos tumorales como vacunas 

terapéuticas. Algunos  otros oligopéptidos de las proteínas no estructurales E6 y E7 

recientemente identificados con estas técnicas u otras igualmente complejas como el análisis 

serológico de bibliotecas de expresión de tumores humanos (SEREX) se encuentran en 

valoración para comprobar su inmunogenicidad  y su capacidad de provocar respuesta de  

prevención y protección antitumoral.  

Los LCT CD8+ anti-VPHs se pueden identificar y medir basados en dos de sus atributos: su 

capacidad para expanderse  por estimulación in vitro de células presentadoras profesionales de 

antígenos (CPPA) cargadas con la proteína o el epítope que reconocen, y su capacidad de lisar 

a las células blanco presentadoras del ATA. Los LCT específicos antivirales se pueden identificar 

por diferentes  inmunométodos, como el de microcitotoxicidad, marcando las células blanco con 

isótopos radiactivos, empleando tetrámeros de HLA unidos a epítopes específicos para identificar 
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los linfocitos T específicos, midiendo la secreción de citocinas de los linfocitos T por ELISPOT o 

por su expresión intracelular por medio de FACS. 

La modulación positiva de la respuesta  inmunológica dirigida contra las proteínas virales tardías  

estructurales (estrategia de prevención) o contra las proteínas tempranas no estructurales 

(estrategia de tratamiento)  potencialmente modificaría el curso de la infección viral y su 

persistencia, de la carcinogénesis, de  las lesiones tumorales preinvasoras e invasoras y  la 

diseminación tumoral. 

- Interacción huésped-virus en la infección por VPH, carcinogénesis y progresión tumoral. 

La infección persistente de VPH  mas los co-factores moleculares que favorecen  su persistencia 

y progresión aunados a la ineficiente respuesta inmunológica local de la paciente son 

probablemente los elementos más importantes que participan para  la carcinogénesis cervical y 

progresión tumoral.  

La primer línea de defensa en las mucosas contra la infección  viral es su respuesta inmune 

innata;  en esta  participan múltiples señalamientos parcialmente específicos de  reconocimiento 

de moléculas extrañas para responder con células de la respuesta inmune innata (macrófagos, 

linfocitos NK),  e iniciar la respuesta celular específicas (linfocitos B y T).  Las CPPA, 

particularmente las células dendríticas son un eslabón esencial de ambos tipos de respuesta.  

Los linfocitos B de la paciente producen anticuerpos particularmente contra proteínas de la 

cápside L1 del VPH 35,50, estos son efectores parciales contra la regresión de infecciones por 

VPH. El papel de los anticuerpos anti-VPH es limitado. A diferencia de los linfocitos B,  la 

respuesta de los linfocitos T es el mecanismo efector mas importante en la eliminación de las 

células infectadas y de las células transformadas.29 Diferentes estudios han demostrado 

respuesta antitumoral mediada por linfocitos T contra las proteínas oncogénicas E6 y E7 del VPH 

16 

 En diferentes modelos animales de cáncer asociados a virus oncogénicos, la inmunidad 

mediada por células es un importante mecanismo para la eliminación de las neoplasias 

subclínicas de las células infectadas por virus, específicamente los linfocitos T  CD8+  citotóxicos 

destruyen a las células tumorales de una manera antígeno-específica 45-47. La respuesta 

específica de los LTC contra los antígenos virales en mujeres con cáncer cervicouterino ha sido 

poco estudiada 54-59. Algunos grupos han demostrado la presencia de LTC contra VPH 16 en 

pacientes con neoplasias cervicales, sin embargo la proporción positiva presenta rangos de 18% 
56 a 100% 59, predominando las cifras bajas 54,56,58., o estudios de menos de 5 pacientes 55,57,59. 

Otros grupos, empleando el péptido 11-20 de la proteína E7  de VPH 16 restringido a pacientes 

con alelo HLA-A*0201 para estimular los LTC, han demostrado gran variabilidad en la detección 
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de LTC específicos anti-VPH en las pacientes 56,57. En conjunto, estos estudios indican que los 

LTC contra VPH pueden ser detectados en pacientes, pero su variabilidad sugiere diferencias 

entre la respuesta individual anti- VPH de las pacientes, o en la eficiencia  en los métodos de 

detección y re-estimulación in vitro de los LTC 60. 

Múltiples técnicas han sido usadas para valorar la respuesta de los LTC contra las E6 y 

E7 del VPH 16 en pacientes con CC, principalmente a través de los ensayos directos de 

citotoxicidad y de  ELISPOT. Probablemente las células presentadoras de los antígenos y los 

tipos de células blanco usadas para la re-estimulación y para la valoración del efecto citotóxico, 

sean el factor mas importante que provoca la variabilidad de estos resultados. Algunos grupos 

usando líneas celulares de linfoblastos B 54, células mononucleares de sangre periférica55-57 o 

células dendríticas58,59 como células presentadoras de antígenos para la re-estimulación in vitro , 

con péptidos HLA alelo específicos 55,56,58,o  proteínas solubles recombinantes 54,57,59 como ATA. 

El estudio donde se empleo células dendríticas (DC) para la re-estimulación in vitro,  pulsadas 

con proteína recombinante completa E7 59,  detectó LTC específicos contra VPH16 en 100% de 

las pacientes con CC. Sin embargo, solamente solo dos  pacientes fueron incluidos en este 

estudio 59. Las DC autólogas pulsadas con péptidos 61, o con las proteínas completas E6 y E7 

fusionadas 62, transfectadas con RNA de E6/E7 63, o transducidas con vectores de adenovirus 

asociados 64,65 han sido empleadas también para inducir una respuesta más fuerte de los LTC in 

vitro contra la proteína E7 del VPH16 en células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de 

donadores sanos. Las DC transfectadas con RNA también han sido empleadas exitosamente 

como blancos en ensayos de citotoxicidad 63. En diferentes modelos tumorales como el 

melanoma 66,  las DC transfectadas transitoriamente han también sido usadas exitosamente para 

la re-estimulación in vitro de los PBMC. Estos resultados indican que las DC tanto pulsadas con 

lisados tumorales 67, péptidos, proteínas, transfectados con DNA/RNA o tranducidos viralmente, 

son probablemente el mejor sistema de re-estimulación in vitro de los LTC antes de medir su 

respuesta citotóxica. 

Se han identificado diferentes mecanismos por los cuales los VPHs  alteran  las respuestas 

inmunes innata y celular, que se comentaran adelante. 

 

II.4 Mecanismos que emplean los VPH para evadir a la respuesta inmunológica del 
hospedero en pacientes  con cáncer cervicouterino: 

 

Los mecanismos que emplean los VPH para  evadir  la respuesta inmunológica permiten la 

persistencia de la infección viral, la carcinogénesis cervical, y la progresión tumoral. 
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Los VPH  oncogénicos alteran diferentes condiciones para que la respuesta inmunológica en 

contra  de la infección se torne ineficiente en la paciente, algunas de las mas importantes son: 

1) la proteína E7 bloquea la actividad del INF-α, inhibiendo los genes inducibles que responden a 

la infección viral en el epitelio cervical y por ello los VPH no son reconocidos como extraños 

(señal de peligro), 2) no generan respuesta inflamatoria, 3) liberándose además localmente 

citocinas inmunosupresivas como TFG-β, IL-10 e IL-13; 4) asimismo las CPP (células de 

Langerhans o células dendríticas locales) son impedidas para su maduración lo que reduce la 

presentación del antígeno tumoral asociado (E6 y E7);  induciendo con  ello, que la respuesta de 

las población de linfocitos T CD4+ y CD8+ no sea Th1-citolítica, sino de tolerancia 68. Además las 

células tumorales del CC son deficientes en el procesamiento (E5 evita el adecuado pH-

procesamiento antigénico dependiente) y  la presentación de los antígenos propios y extraños 

por una frecuente desregulación en la expresión de moléculas del clase I del complejo principal 

de histocompatibilidad (MHC, o HLA en el humano),  debido en parte a la inestabilidad génica y a  

diversas mutaciones  en el cromosoma 6, sitio de codificación y transcripción de las moléculas 

del MHC y del sistema funcional del inmunoproteosoma.  

La infección persistente de VPH  aunada a co-factores moleculares parcialmente conocidos 

(relacionados a los factores clínicos de riesgo) mas una respuesta inmunológica local fallida en la 

paciente son probablemente los elementos mas importantes que participan para  la 

carcinogénesis cervical y la progresión tumoral.  

Los VPHs  evaden frecuentemente las respuestas inmunólogicas innata y adquirida 68. Como 

hemos anotado, el sistema de defensa de la respuesta innata antiviral comprende citocinas 

liberadas por las células infectadas (interferones tipo 1, TNF-α), células centinelas locales (DCs y  

macrófagos), el sistema del complemento y linfocitos NK. Los genomas virales codifican una 

gran variedad de productos que minimizan los diferentes mecanismos de la respuesta inmune 

innata. Las citocinas participan en casi todas las fases de la respuesta inmune contra la infección 

viral, incluyendo el control de la inflamación, la inducción del estado antiviral y la regulación de la 

respuesta adaptativa, y constituyen una de las principales formas de comunicación entre la 

respuesta innata y la respuesta adaptativa inmune. Las primeras citocinas en aparecer como 

respuesta a las infecciones virales son el INF-α  y el INF-β, seguidos del TNF-α, IL-6, IL-12 e 

INF-γ . Los VPHs oncogénicos impiden la respuesta antiviral inmune innata en el epitelio cervical 

porque las proteínas E6 y E7 bloquean la actividad del INF-α  y del INF-β por inhibición,  tanto de 

su síntesis (bloqueando la transcripción de sus genes inducibles) como de algunas vías de 

señalización propias (como p48), al no emitir señales de peligro, los VPH no son reconocidos 

como extraños. Normalmente los interferones tipo 1 (α y β) son secretados en altas 
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concentraciones después de que las células son infectadas por virus, seguidas por TNF-α, IL-6, 

IL-12 e INF-γ como parte de la respuesta inmune innata. Los interferones tipo 1 inducen un 

estado antiviral por inhibir la replicación viral, inhiben la proliferación celular, estimulan el 

crecimiento y función citolítica de los NK, incrementan la expresión de moléculas clase I del MHC 

y disminuyen la expresión de moléculas clase II del MHC,  activan la síntesis de gran cantidad de 

proteínas que provocan en la célula infectada y en sus vecinas  la destrucción celular, y además 

estimulan la proliferación de los linfocitos B. Al no liberarse los INF se bloquean todas estas 

acciones 69. Experimentalmente  se  puede modular positivamente la respuesta inmune de 

protección anti-viral cuando al administrar el ATA  se añade  un estímulo inflamatorio (p.ej. 

endotoxina bacteriana).  

No obstante que normalmente en la infección por VPH se provoca una respuesta de citocinas de 

tipo pro-inflamatorio Th1 (IFN-γ, TNF-α, IL-1b, IL-6), se ha observado que cuando concurre otra 

patología cervical simultánea a la infección por VPH se produce un cambio hacia la respuesta de 

citocinas de tipo anti-inflamatorio Th2 (IL-10, IL-13, TFG-β); asi las pacientes con CIN tienen 

disminución de IL-2, IFN-γ    y elevada producción de IL-4, e IL-10 50. En general las respuestas 

Th1 y Th2 tienen una correlación inversa, cuando una se incrementa, la otra decrece. La células 

Th1 producen citocinas que promueven la respuesta inflamatoria y la actividad de los linfocitos T 

citotóxicos, y las células Th2 sintetizan citocinas que estimulan la respuesta de producción de 

anticuerpos. 

La IL-10 además de debilitar la respuesta mediada por linfocitos T, propicia baja de expresión de 

moléculas co-estimuladoras en las DCs e inhibe su migración a los ganglios linfáticos regionales. 

El TGF-β esta directamente implicado en el escape de las células tumorales del reconocimiento 

de las células inmunocompetentes, en ensayos de vacunación terapéutica al bloquear esta 

citocina con anticuerpos  anti-TGF-β ha permitido la regresión de tumores. Tomando en conjunto 

un microambiente con niveles altos de TGF- β e IL-10 y bajos de TNF-α e INF-γ, resulta en un 

nivel bajo de presentación antigénica con un bajo nivel de reconocimiento por los LCT 68; esta 

condición de respuesta inmune Th1 deficiente conduce a persistencia de la infección viral y esto 

incrementa  la oportunidad para desarrollar malignidad 50.  

La proteína E6 inhibe la adhesión  celular entre  las células epiteliales y las CPPA (células de 

Langerhans o DC locales) por baja expresión de E-caderina (la cantidad de E-caderina en la 

superficie celular de queratinocitos infectados por VPH-16 se reduce) 70. Por esto, las CPPAs en 

estos sitios son escasas y por el ambiente de citocinas anti-inflamatorias son impedidas para 

alcanzar su maduración, con  lo cual se reduce aún mas la presentación del ATA del CC a los 

linfocitos T;  induciendo con  ello, que la respuesta de las población de linfocitos T CD4+ y CD8+ 
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no sea Th1-citolítica, sino Th2-de tolerancia 35. Las proteínas E6 y E7 al ser  cargadas y 

presentadas  por DC inmaduras transmiten señales tolerogénicas a los linfocitos T.  A este 

respecto, también influye la proteína E5, la cual acidifica los endosomas, reduciendo aún mas el 

procesamiento y presentación del ATA a las CPPAs. 

 Además las células tumorales del CC son deficientes en la presentación de los antígenos 

propios y extraños por vía endógena tanto por la desregulación  frecuente en la expresión de 

moléculas de clase I del MHC, como de las proteínas del sistema de transportación del antígeno 

del citoplasma a la luz del retículo endoplásmico (Tap1-Tap2),  en parte debido a la inestabilidad 

génica y a las  diversas mutaciones que se presentan en el cromosoma 6, sitio de codificación y 

transcripción de las moléculas del MHC y del sistema funcional del inmunoproteosoma. Todo 

esto, mas un  microambiente inmunosupresivo de citocinas-Th2 permite que la célula tumoral 

escape de los mecanismos de inmunoidentificación y citotoxicidad por los linfocitos T CD8+ 

específicos 35,50.  

La presentación en escasa cantidad de antígenos extraños o “no propios” en la periferia puede 

inducir a respuesta de tolerancia inmune periférica tanto por falla de los linfocitos T al detectar el 

antígeno, o  porque la regulación inmune del linfocito T funcionalmente competente se restringe 

por la participación de linfocitos T CD4+ CD25+ inmunorreguladores negativos. Otro mecanismo 

de escape inmunológico observado durante la progresión hacia el cáncer cervical esta derivado 

de la acción de los linfocitos T por si mismos. Se ha demostrado que la expresión reducida de la 

cadena zeta del CD3 en el receptor TCR en los linfocitos T de sangre periférica en pacientes con 

CC (y en otros tumores) puede contribuir a la incapacidad del huésped para generar una 

respuesta inmunológica efectiva contra las células infectadas por VPH 41,71. 

Como mencionamos, el control local de la infección por VPH se lleva a cabo por una respuesta 

eficiente del sistema inmunológico del hospedero en la mayoría de los casos. Sin embargo en 

lesiones preinvasoras de alto grado, en carcinoma in situ e invasor se presentan  principalmente 

diversas alteraciones en los sistemas de presentación antigénica celular, mas un  microambiente 

inmunosupresivo de citocinas-Th2, esto conduce a que la célula tumoral escape de los 

mecanismos de inmunoidentificación así  como falla  en los sistemas de respuesta de linfocitos T 

CD4+ ayudadores y CD8+ citotóxicos que impiden la regresión o el control inmunológico de 

estas lesiones 68.  

 

II.5 Diseño de vacunas preventivas y ensayos clínicos de inmunoterapia contra el cáncer 
cervicouterino  
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En la mayoría de los casos, el control local de la infección por VPH se lleva a cabo por una 

respuesta eficiente del sistema inmunológico del huesped. Sin embargo en las lesiones de alto 

grado,  y de  carcinoma in situ e invasor se presentan diversas alteraciones en los sistemas de 

presentación antigénica celular, así  como falla  en el sistema de respuesta de linfocitos T CD4+ 

y CD8+,  que impide la regresión o el control de estas lesiones.  

Cuando la infección persiste, la respuesta inmunológica ha sido ineficiente para combatir  la 

infección por  VPH,  en los siguientes años se presenta la transformación tumoral asociada, y se 

desarrollan las lesiones precancerosas y cancerosas cervicales. Las poblaciones con alta 

incidencia de CC mantienen elevada prevalencia de infección por los VPHs oncogénicos,  sus 

genes y sus oncoproteínas se detectan en el 99% de los casos de CC; demostrándose 

particularmente la  co-expresión de las proteínas E6 y E7, cuya influencia mantienen el fenotipo 

tumoral. La co-expresión constitutiva de estas oncoproteínas virales en las lesiones preinvasoras 

e invasoras las colocan como el blanco  antigénico para la respuesta inmunológica del 

hospedero 41,44.  

         El sistema inmunológico es el responsable de mantener el adecuado equilibrio que necesitamos  

para mantener la tolerancia a los antígenos propios y la respuesta a los antígenos extraños. En 

el modelo inmunológico del CC y lesiones preinvasoras, las proteínas E6 y E7 se reconocen 

como sus antígenos tumorales asociados ATA. Se han identificado diferentes estrategias que los 

VPHs emplean para minimizar  la respuesta inmune, que sumadas a algunas  deficiencias 

propias del hospedero  provocan que la respuesta inmunológica anti-viral se torne tolerante o no 

efectiva para erradicar al virus41,44,68. Novedosas estrategias inmunoinvasivas consistentes en 

modular positivamente ciertos pasos de la generación de respuesta adaptativa intentan romper la 

respuesta de tolerancia inmune antiviral. Las vacunas profilácticas antivirales  tienen el objetivo 

de prevenir el desarrollo del CC, instruyendo electivamente la respuesta inmune humoral del 

hospedero mediante la administración de subunidades virales 35; las vacunas terapéuticas 

evitarían la recurrencia tumoral en condiciones de enfermedad residual mínima o se emplearían 

con la finalidad de regresión de las lesiones invasoras avanzadas por medio de la modulación 

positiva de la respuesta de linfocitos T CD8+ antivirales 72. 

Las principales estrategias que emplean los VPH para evadir la respuesta inmune son 

actualmente conocidas 68 , y  a partir de ello, diferentes grupos de investigadores trabajan en 

generar, manipular e  inmunomodular positivamente la respuesta inmune celular contra los ATA 

del CC, romper su tolerancia y tornarla efectiva.  

Las vacunas contra los VPH han sido desarrolladas dirigidas hacia 2 principales blancos 

clínicos: pacientes quienes en riesgo de ser expuestas al virus (prevención) y quienes cursan con 
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infección por VPH o neoplasia asociada al VPH establecidas, que requieren tratamiento para 

evitar progresión futura de la enfermedad (terapéutica) 

Se han iniciado grandes esfuerzos para construir vacunas profilácticas contra  los VPHs de alto 

riesgo, y emplear estrategias racionales inmunoterapéuticas adyuvantes a los tratamientos 

convencionales en pacientes con CC recurrentes o con alto riesgo de recurrencia (actualmente 

se encuentran registrados 7 protocolos de inmunoestrategías contra el CC en el Instituto 

Nacional del Cáncer de EE UU; uno de ellos emplea la aplicación de virus recombinantes con E6 

y E7 en pacientes con CC en etapas clínicas iniciales: 

http://clinicaltrials.gov/ct/show/NCT00002916).  

La respuesta inmune humoral más efectiva obtenida contra las infecciones por VPHs es la 

generación de  anticuerpos neutralizantes que reconocen los epítopes conformacionales 

específicos contra la proteína de la cápside L1.  Estos anticuerpos neutralizantes generados, en 

títulos bajos representan la protección humoral contra futuras infecciones del mismo genotipo de 

VPH y son actualmente la principal estrategia en la vacunación profiláctica anti-VPHs.  

Las infecciones persistentes y las lesiones tumorales asociadas a VPH se acompañan de 

respuesta inmunológica adquirida débil por los LTC anti E6 y E7; la activación de estos LTC es la 

base para las  diferentes estrategias de vacunación terapéutica50. En general la respuesta 

mediada por células elimina las células infectadas por virus sin dañar a las células no infectadas. 

 

- Primeros resultados exitosos de la vacunación profiláctica contra el cáncer cervical. 

Diferentes consorcios biotecnológicos, compañías farmacéuticas y grupos de  investigadores 

están trabajando desde hace más de 10 años en el desarrollo de vacunas profilácticas contra la 

infección por  los principales VPH oncogénicos 73,77.  

Las vacunas profilácticas contra los VPH oncogénicos para ser efectivas, necesitarían generar 

una respuesta inmunológica efectiva humoral en la superficie de la mucosa genital, induciendo 

anticuerpos neutralizantes dirigidos contra los epítopes conformacionales de las proteínas de la 

cápside viral, capaces de reconocer e inactivar a los VPH antes de que el virus infecte a las 

células epiteliales del huésped. Esta protección depende de la cantidad de anticuerpos 

producidos por el huésped, de su disponibilidad en el sitio de la infección y de la duración de su 

presencia; sustancialmente se requieren mantener niveles altos de anticuerpos IgA en la 

superficie de las mucosas por largos periodos de tiempo. 

Las vacunas preventivas contra la  infección por VPH de alto riesgo  tendrán un impacto a 

mediato plazo sobre la prevalencia del CC. Si estas vacunas provocaran protección contra la 

infección por VPH y se aplicaran en las adolescentes antes de iniciar la actividad sexual, podrían 
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prevenir el desarrollo del cáncer cervical en las siguientes décadas. El resultado exitoso tendría 

el potencial de salvar la vida de mas de 200,000 mujeres en el mundo por año. 

 Una vacuna profiláctica ideal contra los VPHs requiere varios atributos, como el de no provocar 

riesgos,  ser barata en su producción y venta,  aplicarse en una sola ocasión,  que proteja por 

muchos años, y  que conlleve a una reducción significativa en la incidencia del cáncer cervical 73. 

Por la dificultad de replicar grandes cantidades de VPH en el laboratorio, las vacunas 

profilácticas han sido diseñadas empleando subunidades virales (componentes virales 

purificados, pentámeros repetitivos de L1 construidos por biotecnología), mas que utilizar virus 

vivos atenuados o inactivados. Actualmente la mayoría de los ensayos en  vacunas profilácticas 

emplean las partículas semejantes a virus (PSV), estas partículas recombinantes se construyen 

con una o las dos proteínas tardías estructurales. La proteína L1 sola o en combinación con L2,  

se ensamblan en forma de cápsides vacías (sin los genes tempranos no-estructurales). La L1 

tiene la capacidad de autoensamblarse en las PSV cuando son expresadas en sistemas de 

cultivo de células procariotas o eucariotas (levaduras, células de insecto) 78. Las PSV de L1 se 

parecen a los viriones de VPH en el exterior, pero por dentro se encuentran vacías, no contienen 

DNA viral (no son infecciosas). Las PSV de L1 incluyen los epítopes conformacionales de L1 que 

inducen anticuerpos neutralizantes. La inmunización  con PSV de L1 de diferentes tipos de VP 

susceptibles en  modelos animales (conejo, perros, bovinos) protegieron a los animales 

vacunados contra  la infección viral  inducida por  la  aplicación de  altas dosis  de VPs y 

generaron adecuada respuesta de los linfocitos B, determinada a través de  títulos elevados de 

anticuerpos neutralizantes 79.  

Diferentes ensayos clínicos en fase I-II  demostraron  que las PSV de L1 son fuertemente  

inmunogénicas, induciendo títulos elevados de anticuerpos por lo menos 40 veces mas altos  a 

los encontrados en la infección natural; su aplicación fue bien tolerada, y generaron respuesta 

inmune humoral local y sistémica 80, e incluso respuesta celular 79,81. 

Recientemente se ha reportado los primeros resultados exitosos de la vacunación profiláctica 

anti-VPH 16 y menos del 1% de las mujeres presentaron reacciones adversas, el estudio fue 

comparativo (placebo vs. PSV de L1- VPH 16) y doble ciego en  mujeres jóvenes 75, fue realizado 

en 16 centros hospitalarios de EE. UU. empleando la vacuna monovalente desarrollada por los 

Laboratorios Merck. Se demostró que la vacunación indujo protección significativa contra la 

infección persistente de VPH 16, títulos altos y persistentes de anticuerpos neutralizantes 

específicos y protección para desarrollar lesiones premalignas cervicales asociadas al virus. En 

este estudio, 2392 mujeres recibieron 3 dosis de vacunas con PSV de L1-VHP 16 por vía 

intramuscular y tuvieron  seguimiento de 17.4 meses, la incidencia de infección viral persistente 
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del grupo que recibieron placebo fue de 3.8 % de mujeres/año y en el grupo vacunadas de 0%; 

además se presentaron 9 casos de NIC relacionados con VPH 16  en el primer grupo (placebo) 

contra ninguno en las jóvenes vacunadas. Estos resultados orientan a  que esta estrategia tiene  

gran potencial de reducir la incidencia del CC a mediato plazo.      

 En teoría, las vacunas  polivalentes que cubran los cuatro  VHPs de alto riesgo prevalentes -16, 

-18,-45,-31) podrían prevenir el 80% de los casos  incidentes  de CC. Si las niñas/adolescentes 

fueran vacunadas contra estos VPH oncogénicos y  este Programa alcanzara  el mismo efecto 

provocado por  la vacunación contra el virus de la hepatitis B en niños africanos y asiáticos 

(iniciada en 1984, por el cual la prevalencia de hepatitis B decreció del 10.5% al 1.7% en 1992, 

aunado a  una reducción impresionante de prevalencia de carcinoma hepatocelular), podría 

visualizarse el inicio del fin del CC junto con el de  otros múltiples carcinomas relacionados con la 

infección por  los VPH oncogénicos 82.   

Nos encontramos aún distantes de tener las condiciones idóneas que se requieren para la 

aplicación masiva de la vacuna profiláctica contra el CC,  existiendo actualmente algunos 

inconvenientes o limitantes: son caras, se requieren múltiples aplicaciones, el empleo de una 

proteína purificada (no DNA) hace que su producción y administración sea  compleja,  y solo 

protegería de la infección de un solo genotipo viral. Se requieren de evaluaciones futuras en 

ensayos clínicos fase III que superen los inconvenientes o limitantes actuales en estudios 

controlados que involucren a mas de 10,000 voluntarias (p.ej. emplear vacunas compuestas por 

los VHPs oncogénicos prevalentes, solos o en combinación con los VPHs  no oncogénicos 

asociados a la presentación de condilomas y verrugas genitales-tipos 6 y 11). Particularmente 

para reducir el costo en su producción o simplificar la administración de PSV de L1 se planea 

utilizar vacunación administrada  por vía de mucosas (inhalación) o transdérmica, o como 

comestible (construcción de frutas o cítricos VPH-transgénicos, empleando vectores o plásmidos 

recombinantes que expresen la proteína completa L1, o los capsómeros de L1 capaces de 

inducir anticuerpos neutralizantes). Otra alternativa es emplear PSV quiméricas compuestas con 

las proteínas L1 y L2 (proteínas estructurales) y algunos polipéptidos de las proteínas E6 y E7 

(proteínas no-estructurales) para ampliar el panorama de ensayos combinados de vacunación 

profiláctica/ terapéutica. 

Aún quedan múltiples cuestionamientos por contestar relacionados a la eficacia y duración de la 

respuesta inmunológica que provocarían las vacunas profilácticas contra el CC.  

 

- Resultados preliminares de la inmunomodulación positiva mediada por linfocitos T como 

tratamiento adyuvante en  lesiones preinvasoras y en cáncer cervical.  
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Recientes estudios han demostrado que la respuesta citotóxica de  los linfocitos T CD8+ en 

cooperación con los linfocitos T CD4+ son factores esenciales en el desarrollo de una respuesta 

inmunológica eficiente para la regresión de lesiones precancerosas y tumores 83-85.  

La respuesta inmunológica celular natural contra las proteínas no estructurales del VPH es 

generalmente débil,  sin embargo la generada contra la proteína E7 es discretamente intermedia. 

El fundamento de la inmunoterapia contra el CC invasor es inmunomodular positivamente la 

respuesta mediada por linfocitos T eficientes contra las  células epiteliales tumorales infectadas 

que expresan las proteínas E6 y E7 de los VPH oncogénicos. Los estudios en modelos animales 
45-47 preclínicos 83,86,87  indican que estas vacunas pueden erradicar los tumores positivos a VPH. 

Los intentos iniciales de inmunoterapia contra el CC se han llevado a cabo en pacientes con 

etapas clínicas avanzadas 58,88,89, quienes per se están inmunodisminuidos debido al gran 

volumen tumoral y por los tratamientos de radioterapia y quimioterapía recibidos. Más aún, estos 

intentos se han realizado frecuentemente sin tomar en cuenta las alteraciones en la respuesta 

inmunológica innata y en el procesamiento y presentación antigénica. A pesar de todas estas 

limitantes, en escasas pacientes inmunizadas  han sido inducido respuestas celular y humoral 

específicas de tipo parcial, con  muy limitado efecto clínico-terapéutico. Los estudios de 

inmunoterapia en pacientes con lesiones cervicales preinvasoras-VPH positivas son 

probablemente el modelo clínico mas representativo para valorar el efecto de inmunomodular la 

respuesta anti-VPH mediada por linfocitos T.  

La estrategia de vacunación terapéutica o inmunomodulación positiva mediada por linfocitos T 

contra las lesiones preinvasoras o el CC es aún más novedosa que la vacunación profiláctica, y 

solo se han realizado escasos estudios clínicos en fase  I-II. Las vacunas terapéuticas o la 

inmunomodulación positiva de la respuesta inmunológica celular adquirida esta basada en 

administrar cantidad suficiente de antígeno tumoral asociado al CC en sus diferentes plataformas 

(presentaciones), y modificar las condiciones locales de inmunosupresión a través de emplear 

citocinas pro-inflamatorias y adyuvantes celulares del tipo CPPA especialmente células 

dendríticas. Los ATA pueden administrarse en forma de péptidos sintéticos previamente 

identificados como epítopes (restringidos particularmente a los alelos HLA-A2), proteínas 

recombinantes, PSV quiméricas, vectores virales o plásmidos recombinantes. Otras formas de 

administrarlos que son actualmente menos utilizados, es como lisados tumorales o células 

tumorales apoptóticas. Los ATAs son colocados o introducidos en las CPPA, empleando 

diferentes estrategias metodológicas genómicas  como pulsarlas, transfectarlas, infectarlas, e 

hibridarlas para su subsecuente presentación y  estimulación de  los linfocitos T.  
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Las vacunas terapéuticas teóricamente podrían beneficiar a las mujeres quienes ya han sido 

infectadas por VPH o quienes cursan con lesiones preinvasoras o  con CC-VPH positivo (que 

corresponden al 99% de los casos). Su aplicación se dirige a ser adyuvante terapéutico de los 

tratamientos convencionales. Este tipo de vacunas podrían ayudar a limitar que  no progresaran 

las lesiones de bajo grado, provocar regresión en lesiones de alto grado, prevenir la recurrencia 

del CC en condiciones de alto riesgo postratamiento, limitar o erradicar el tumor primario, o 

controlar la diseminación de las metástasis.  

 En ensayos clínicos inmunoterapéuticos  en fase I-II, las pacientes han sido vacunadas con 

epitopes-HLA específicos de  las proteínas E6 y E7 y menos frecuentemente con las proteínas 

completas recombinantes o con los vectores virales recombinantes. En las pacientes con cáncer 

invasor avanzado no se ha observado  respuesta clínica significativa 58,72,90,91 y solo en casos 

esporádicos se ha obtenido respuesta parcial, como en el de una paciente con CC metastásico 

en al cual se empleo células dendríticas pulsadas con la oncoproteína E7 del VPH 18 y se 

obtuvo remisión temporal de su enfermedad y mejoramiento en su calidad de vida 92. Los 

ensayos de  vacunación terapéutica en   pacientes  con lesiones preinvasoras son también 

escasos, y en ellos se han obtenido  respuestas completas en 18% 93 y respuestas parciales en 

50% de los casos 93-95. 

A pesar que no se ha demostrado respuesta clínica en las pacientes con lesiones invasoras 

vacunadas con finalidades terapéuticas, sí, se han demostrado en 10-30% de los casos, 

respuestas humorales y celulares valoradas en ensayos inmunológicos  in vitro. En estos 

estudios se demostró tanto la generación de  linfocitos T citotóxicos anti-virales, como de  

anticuerpos neutralizantes  específicos contra las proteínas E6 y E7 de los  VPHs oncogénicos 

59,89,93,96.  

Una de las actuales estrategias de este tipo de inmunoterapia anti-tumoral es emplear células 

dendríticas (la CPPA conocida mas eficiente) autólogas pulsadas in vitro con los antígenos 

tumorales, utilizándose como adyuvantes en la estimulación de los linfocitos T contra E7 de VPH 

16 y VPH 18 72,97,98. Siendo un campo  de investigación muy reciente, los primeros resultados han 

reportado respuestas limitadas, pero prometedoras. Se está investigando en algunos ensayos 

clínicos sobre diferentes variables del uso de células dendríticas relacionadas con la frecuencia y 

periodicidad de su administración.  

También se pueden combinar estrategias de vacunación profiláctica junto a vacunación 

terapéutica empleando por ejemplo PSV quiméricas 86,87 como ATA en los ensayos clínicos.  
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II.6 Perspectivas de las vacunas profilácticas y terapéuticas contra el cáncer cervicouterno 
 
 En los países desarrollados, los recursos económicos y humanos que se invierten anualmente 

en los programas de detección oportuna de CC,  y del tratamiento de lesiones preinvasoras es 

uno de  los principales rubros del presupuesto destinado a la Salud  Pública.  Este esfuerzo,  ha 

permitido abatir considerablemente la incidencia de las lesiones cervicales   invasoras y disminuir 

notablemente la prevalencia del CC. Varios miles de dólares es el  costo estimado por año de 

vida salvada en estas mujeres 23. En los países parcialmente desarrollados, la inversión 

económica destinada al tratamiento del CC, a la detección oportuna del CC y al tratamiento de 

lesiones preinvasoras siendo significativa, logra solo desafortunadamente un impacto limitado 

para disminuir la prevalencia de este tipo de neoplasia.  Si las vacunas profilácticas  protegieran 

a la mayoría de las mujeres de las infecciones de los VPHs oncogénicos prevalentes, se podría 

reducir el número de intervenciones o atenciones médicas como colposcopías, biopsias, 

tratamientos de lesiones preinvasoras e invasoras con el consecuente el importante ahorro de 

recursos y con la notable reducción de la morbimortadidad causada por el CC. Considerando 

esto, es teóricamente rentable invertir en la construcción de vacunas profilácticas y terapéuticas 

contra el CC. 

Para alcanzar el éxito en la estrategia de  inmunoterapia en el modelo del CC se requieren dos 

principales condiciones: 1) que la célula blanco transcriba y traduzca la proteína antigénica 

tumoral en cantidad suficiente, la cual contenga epítopes inmunodominantes que puedan ser 

presentados por las moléculas del HLA, que las vías del procesamiento y presentación de los 

antígenos se  mantengan integras y eficientes,  que la célula infectada sea  susceptible de 

apoptosis, y que no secrete o exprese inhibidores locales de la función efectora de los linfocitos 

T;  2) que el sistema inmunológico adaptativo cuente con linfocitos T efectores con los receptores 

apropiados para los epítopes  blancos susceptibles de intervensionismo inmunológico, en 

suficiente cantidad (por clonación de linfocitos T efectores), capaces de viajar al tejido blanco, y 

contener los mecanismos efectores eficientes, para  provocar respuesta anti-tumoral de duración 

suficiente 35.    

Actualmente para la generación de  vacunas profilácticas anti-VPH de aplicación masiva, existen 

algunos limitantes como es el que las PSV son difíciles de producir a gran escala, y su 

producción es relativamente costosa. Una alternativa sería generar  vacunas de DNA,  mediante 

la amplificación el gen de interés (tanto de las proteínas E6/E7 y L1/L2) en plásmidos bacterianos 

recombinantes; estas estrategias se encuentran actualmente en investigación 99-101.  
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Los resultados recientes exitosos de vacunación profiláctica son preliminares, requieren de 

reproducirlos en series numerosas a través de ensayos clínicos de fase III, para demostrar su 

gran impacto de beneficio. Mientras esto se alcanza, el papel preponderante en la prevención y 

control del CC sigue siendo  el tamizaje o “screening” basado en los procedimientos del estudio 

citológico cervical de Papanicolaou en conjunción con las pruebas de identificación del DNA de 

los VPH y la  colposcopía.  

Las vacunas terapéuticas para el control de infecciones persistentes, lesiones preinvasoras y CC 

son aún experimentales y requieren de mayores esfuerzos de investigación clínica para mejorar 

sus resultados. Se deben superar diferentes retos como la escasa presentación antigénica de las 

oncoproteínas  de los VPHs, que son expresadas en bajos niveles, incrementar los epítopes 

inmunodominantes restringidos a los principales haplotipos de HLA, aumentar  el mínimo tráfico 

de las poblaciones efectoras de linfocitos T en sitios de las mucosas infectadas por VPH, donde 

los señalamientos de inflamación son débiles, inducir  el aumento de la respuesta innata que 

ayude a la resolución de la infección persistente, entre otros.  

 El desarrollo de tratamientos multimodales inmunológicos  que induzcan una respuesta potente 

anti-viral  evitarán su evasión de la respuesta adaptativa y contribuirán al control de las lesiones 

preinvasoras e invasoras. Para ello, múltiples estrategias se han propuesto: 1) emplear 

diferentes sistemas o plataformas de presentación de ATAs (genes, epítopes múltiples, proteínas 

recombinantes), en diferentes combinaciones o secuencias para cebar, aumentar o reforzar la 

respuesta inmune celular antitumoral.; 2) aumentar la antigenicidad de los oligopéptidos 

previamente identificados, buscar nuevos  ATAs de segunda generación, empleando la 

estrategia denominada “inmunología reversa” 102-104; 3) aplicar los protocolos de inmunoterapia 

en pacientes en etapas clínicas tempranas con enfermedad mínima residual; 4) incorporar a los 

ensayos inmunoterapéuticos basados en linfocitos T, estimuladores de la respuesta inmune 

innata como fracciones de microorganismos inmunogénicos (Listeria monocytogenes) 105,o como 

proteínas de choque térmico o polinucleótidos antigénicos como los  oligodeoxinucleótidos-CpG 

106. También se podrían  obtenerse epítopes inmunodominantes a partir epítopes subdominantes 

conocidos por medio de la adición de señales de activación como moléculas co-estimulatorias, o 

modificar 1 o 2 AA en la secuencia peptídica  de los epítopes subdominantes (mimotopes) para 

aumentar su inmunogenicidad; y podría aumentarse la respuesta efectora celular por medio de 

bloquear los linfocitos supresores naturales T CD4+ CD25+. 

Asimismo además de emplear los ATA virales como blanco de la respuesta inmunológica en 

pacientes con CC, se podrían emplear otros blancos inmunogénicos de otras múltiples proteínas 

mutadas o  sobre-expresadas en las etapas de carcinogénesis, progresión  y diseminación 
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metastásica como las proteínas de  diferentes protooncogenes  o genes atípicos coincidentes  (p. 

ej. p21/ras, p 53, beta-catetina, telomerasa, Ki-67), o genes relacionados con la invasividad o con 

el proceso de diseminación metastásica identificados en la expresión dinámica tumoral,  con la 

finalidad de  inmunomodular positivamente múltiples linfocitos T policlonales específicos contra 

múltiples blancos inmunogénicos de diferentes proteínas en un mismo tumor. 

La evaluación de la respuesta inmunológica antitumoral in vivo en el humano es difícil, y el mejor 

método es la respuesta  clínica del paciente. Sin embargo, diferentes metodologías 

experimentales nos ayudan, y aunque  precisas para medir las etapas de reconocimiento y 

amplificación de la respuesta inmune in vitro (previamente las hemos comentado) y permitirían 

predecir la respuesta clínica. El inmunomonitoreo de la respuesta anti-tumoral de los linfocitos T 

en estas etapas es valioso  en los ensayos clínicos de inmunoterapia en este tipo de enfermedad 

neoplásica. 

Indudablemente el campo de la tecnología de las vacunas será beneficiada por los avances en la 

genómica, proteómica y la bioinformática. La efectividad de la respuesta inmune celular anti-VPH 

podría ser medida indirectamente por la determinación de  algunos parámetros de la 

enfermedad, incluyendo la carga viral, la detección local de células dendríticas maduras,  de 

linfocitos T CD4+ o CD8+ específicos activos y efectores de memoria-CCR7neg, y el  patrón  local 

de citocinas Th-1, entre otros. 
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III. OBJETIVO GENERAL 
  

El objetivo general de este estudio fue el investigar la presencia de los LTCs específicos 

de sangre periférica contra las proteínas E6 y E7 del VPH 16 en pacientes con cáncer 

cervicouterino que no recibieron  tratamiento antitumoral, empleando ensayos in vitro de 

microcitotoxicidad mediante liberación de cromo, utilizando células dendríticas autólogas 

transfectadas transitoriamente con plásmidos recombinantes que expresaron  in vitro los 

oncogenes E6 y E7 del  VPH 16 tanto como células de re-estimulación  y posteriormente como 

células blanco,. 

 

           Objetivos particulares 

 

i.Construcción de los plásmidos recombinantes  p16E6, p16E7 o pNP a partir de la 

recombinación de los genes completos de E6, E7 de VPH 16 y de la nucleoproteína del virus de 

la influenza humana A/PR/8/34 (H0N1) al vector de expresión pcDNA3 

ii. Generación de células dendríticas maduras a partir de monocitos de sangre periférica 

cultivados in vitro con la adición de GM-CSF, IL-4 y de TNF-α recombinantes humanos   

iii. Transfección de las células dendríticas inmaduras autólogas derivadas de  monocitos 

con los plásmidos recombinantes empleando el lípido catiónico  DMRIE-C como agente 

transfectante. 

Iiii  Realización de los ensayos de microcitotoxicidad in vitro, empleando a los linfocitos de 

sangre periférica estimulados por un ciclo como células efectoras, a las  células dendríticas 

transfectadas con los oncogenes E6 o E7 del VPH 16 como células estimuladoras (primera 

fracción) y posteriormente y este mismo tipo de células (segunda fracción) como células blanco.  

 

           
             III. HIPÓTESIS 
 

Los linfocitos T CD8+ citotóxicos de memoria específicos anti-VPH16 se identifican en los 

linfocitos circulantes de sangre periférica en la mayoría de las pacientes con cáncer 

cervicouterino invasor-VPH 16-positivo en los ensayos de citotoxicidad donde se emplean las 

células dendríticas autólogas maduras transfectadas con los oncogenes del VPH 16 como 

células estimuladoras y como células blanco. 
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IV. MATERIAL Y MÉTODOS 
 
 
IV.1 Diseño del estudio 
El presente estudio es un ensayo biomédico de tipo experimental para explorar in vitro la 

respuesta celular  inmunológica adquirida, particularmente la correspondiente a la  identificación 

de linfocitos T CD8+ citotóxicos de memoria efectora en sangre periférica en las pacientes con 

cáncer cervicouterino.  Para responder a la pregunta, se empleó el ensayo clásico de valoración 

de la respuesta citotóxica de los linfocitos T CD8+ que implica su co-cultivo con las células 

estimuladoras adicionando IL-2. De manera parcialmente novedosa, se emplearon a  células 

dendríticas autólogas maduras transfectadas, con los genes recombinantes, inicialmente   como 

células estimuladoras y luego como células blanco. Este tipo de adyuvante celular permite, a 

diferencia de lo que sucede en  la célula tumoral  que el procesamiento y presentación de los 

antígenos sean óptimos e incrementa la estimulación de los linfocitos T de memoria  al potenciar 

la inmunosinapsis, debido a su expresión de moléculas co-estimuladoras y de adhesión. Las 

secuencias del diseño experimental se esquematizan en la Figura 1, cada uno de los 

experimentos fueron repetidos por triplicado con ensayos controles positivos y  negativos 

simultáneos en el proceso de la realización de las metodologías. 

 
 
 
IV.1 Población de estudio   

Fueron estudiadas veintiún pacientes con cáncer cervicouterino y cuatro mujeres sanas 

sin infección viral cervical,  y con estudio citológico por papanicolaou e imagen colposcópica sin 

alteraciones. El estudio fue aprobado por el Comité de Investigación de la Institución, se obtuvo 

el consentimiento por escrito de todas las participantes en el estudio. El VPH 16 fue detectado en 

solo 12 pacientes con CC y en ninguna de las mujeres sanas, empleando la técnica de PCR 

específica para  VPH16 107. Las pacientes con CC-VPH no 16, tanto como las mujeres sanas 

negativas (control negativo) para el  HPV16 fueron investigadas y comparadas con el grupo 

experimental. Como control positivo de respuesta en el ensayo de citotoxicidad, se empleó la 

respuesta de los LTCs específicos contra la nucleoproteína del virus de influenza A, esto se 

realizó en 5 pacientes con  CC y en las 4 mujeres sanas, en quienes se obtuvo suficiente 

cantidad de células. 
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Figura 1. Diseño experimental para la valoración de la respuesta específica de los LTC contra las proteínas E6 
y E7 del VPH16 en LSP  de pacientes con cáncer cervicouterino.  Las células dendríticas autólogas derivadas de 
monocitos (DCDM)  fueron transfectadas transitoriamente con los genes E6 y E7, las cuales fueron utilizadas para re-
estimular in vitro a LTC de memoria central, y como células blanco de estas células efectoras en los ensayos de 
citotoxicidad por liberación de cromo. La mitad de las CMSP obtenidos de cada paciente fueron criopreservados a–
70oC por 8 días (muestra preservada) y el resto de los CMSP fueron procesados inmediatamente (muestra fresca).  
Los monocitos fueron separados de las CMSP y cultivados por 6 días con  GM-CSF y IL-4  para obtener DC 
inmaduras. Estas DC-inm  fueron transfectadas transitoriamente con los genes E6 o E7 y cultivadas adicionalmente 
TNF-α, por dos días obteniéndose con ello DCs maduras. Los linfocitos de sangre periférica (LSP), obtenidos de la 
muestra preservada, fueron re-estimulados con las  DCs  maduras obtenidas de la muestra "fresca" por 8 días en 
presencia de IL2. Finalmente se realizó el ensayo de citotoxicidad por liberación de cromo radiactivo, incubando los 
linfocitos activados con DCs maduras marcadas con 51Cr (células blanco) obtenidas de la muestra "preservada".  
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IV.2 Metodologías 
 

IV.2.1 Generación de células dendríticas a partir de monocitos de sangre periférica 
Fueron colectados 40  ml de sangre periférica por cada mujer en tubos heparinizados. 

Las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) fueron aislados empleando el gradiente 

de densidad Ficoll-Hypaque (Lymphoprep Nycomed, Oslo, Norway). La capa celular fue aislada y 

lavada con solución salina. Se obtuvieron un millón de PBMC por ml de sangre. La mitad de las 

células fueron criopreservadas a -70°C por 8 días (muestra congelada) y las PBMC remanentes 

fueron procesadas inmediatamente (muestra fresca). Los monocitos CD14+ fueron separados 

por selección positiva con anticuerpos monoclonales de ratón anti- CD14 humano conjugados 

con microperlas magnéticas usando tecnología de selección positiva de perlas magnéticas 

(MACS) 108-109 siguiendo las instrucciones del fabricante (Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, 

Germany). La producción fue generalmente 1-1.5x105 monocitos/ml de sangre. Alícuotas de  

7.5x105 monocitos fueron sembrados en  pozos por duplicado o triplicado en una placa de 6 

pozos (Corning, NY) con el medio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, St. Louis Missouri)  enriquecido 

con 2 mM de L-glutamina, 1 mM de piruvato de sodio, 100 UI/ml de penicilina, 100 µg/ml de 

estreptomicina, 0.1 mM de aminoácidos no esenciales, 10 mM de Hepes (pH7.2), 50 µM of β-

mercaptoetanol, y 10% de suero bovino fetal (FCS; Hyclone, Logan, UT). Las células fueron 

cultivadas por 8 días en un incubador humidificado a 37° con 5% de CO2. Después de los días 2, 

4 y 6 del inicio del experimento, el medio RPMI fue complementado con 800 unidades/ml de GM-

CSF humano recombinante (BD-PharMingen, Palo Alto, CA) y 500 unidades/ml de IL-4 

(Calbiochem-Novabiochem Co., La Jolla, CA) para inducir la diferenciación de los monocitos a 

células dendríticas 110,111(Figura 1). Las células dendríticas derivadas de monocitos (DCDM) 

fueron verificadas empleando anticuerpos fluorescentes por medio de FACS en los días 6 y 8 

después del inicio del experimento. Los diferentes anticuerpos monoclonales de ratón anti-

humano en contra de los antígenos para identificar los inmunofenotipos de células dendríticas 

inmaduras y maduras  fueron conjugados con diferentes fluorocromos (FITC, -PE o -PerCP), , en 

particular anti-CD3, anti-CD13, anti-CD14, anti-CD19, anti-CD25, anti-CD-45, anti-HLA-A2, anti-

DR, anti-CD83 (Beckman-Coulter, Miami, FL) y anti-CD86 (PharMingen, San Diego, CA), como 

previamente ha sido reportado (35, 38-41). Las células fueron analizadas por FACS Coulter 

Epics XL-MCL con  láser de Argón de 15 mV a 488 nm. Al día 6 del cultivo, se obtuvieron las 

células dendríticas inmaduras (negativas para CD3, CD13, CD14, y CD19, baja expresión MHCI, 

MHCII, CD83 y CD86, y positivas para CD25, CD45; datos no mostrados). Estas células 

dendríticas inmaduras fueron transitoriamente transfectadas con los vectores recombinantes (ver 
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abajo) agregando ademas 10 ng/ml TNF-α recombinante humano (Biosource International, 

Camarillo, CA)  para promover su maduración (negativas para CD3, CD13, CD14, y CD19, 

positivas para CD25, CD45, y alta expresión de  MHCI, MHCII, CD83 y CD86; datos no 

mostrados); 66,110,111. 

 
 
IV.2.2 Transfección de las células dendríticas inmaduras autólogas derivadas de 
monocitos (MDDCs) con DNA 
Construcción de plásmidos: Los genes E6 y E7 del genoma clonado de VPH16 fueron 

amplificadas por PCR usando la DNA polimerasa Pfu (Stratagene, La Jolla, CA) con primers que 

contenían sitios de restricción en los extremos 5´ (secuencias subrayadas en los siguientes). La 

secuencia y posición de los primers fueron: 

5'- AGCGGATCCATGTTTCAGGACCCACAGGAGCGACCCG -3' (posiciones 104-131) y 5'- 

AGCGAATTCTTACAGCTGGGTTTCTCTACGTGTTCTT–3 (posiciones 532-559) para E6 y 5´-

AGCGGATCCATGCATGGAGATACACCTACATTGCATGA-3´ (posición 562-590) y 5´-

AGCGAATTCTTATGGTTTCTGAGAACAGATGGGGCACA-3´ (posición 830-858) para los genes 

E7. La amplificación y clonación de los genes E6 y E7 fueron realizados como se describió 

previamente 112. Los genes E6 y E7 fueron subclonados dentro de los sitios de restricción 

BamHI/EcoRI del vector pcDNA3 de expresión fuerte en mamíferos (Invitrogen, Carlsbad, CA) 

generando los plásmidos p16E6 y p16E7, respectivamente (Figura 2A). El gen completo de 

nucleoproteína del virus de la influenza humana (posiciones 46-1542; 113) de la cepa A/PR/8/34 

(H0N1) clonado en el vector pCR2.1 (Invitrogen) fue donado por el Dr. Fernando Esquivel 

Guadarrama de la Universidad Autónoma de Morelos, México. El gen de NP (nucleoproteína) fue 

obtenido por el corte de las enzimas de restricción Kpn I y Xho I y subclonado en los sitios 

correspondientes al vector pcDNA3 (Invitrogen), dando como resultado el plásmido pNP. Todas 

las construcciones moleculares de plásmidos fueron verificadas por secuenciación de DNA en un 

secuenciador automatizado Applied Biosystems  (ABI 310). 

Transfecciones celulares: Las células dendríticas inmaduras autólogas  MDDC fueron 

transitoriamente transfectadas con las construcciones de plásmidos p16E6, p16E7 o pNP el día 6 

de cultivo usando dos lípidos catiónicos: con DMRIE-C (Invitrogen) y Lipofectamine- plusTM 

(Invitrogen), como fue previamente reportado 108. Brevemente, 5 µI de los agentes transfectantes 

fueron combinados con 2 µg del plásmido recombinante de DNA-pcDNA3 y mezclados con 500 µl 

de medio RPMI libre de suero y adicionadolos a las células dendríticas. Las células fueron 

incubadas por 4 horas a 370C en un incubador de CO2, al cabo de este tiempo el medio de 
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cultivo fue reemplazado con RPMI más 20% de FCS mas 10 ng/ml de TNF-α recombinante 

humano. Después de 48 horas de incubación, las células dendríticas maduras transfectadas 

derivadas de la muestra fresca fueron usadas para la estimulación in vitro por una semana de los 

linfocitos separados de sangre periférica depletados de monocitos (LSP), mientras que aquellas 

derivadas de la muestra congelada fueron usadas como células blanco en ensayos de 

citotoxicidad (Figura 1). 

 
IV.2.3 Detección de la expresión de E6, E7 y NP en células dendríticas transfectadas 
 El RNA fue extraído de las células dendríticas maduras transfectadas por medio de Trizol 

(Invitrogen) usando las condiciones recomendadas por el fabricante. El RNA purificado fue tratado 

con DNasa I para evitar su contaminación con DNA. Un µg del RNA total fue transcrito 

reversamente usando el kit GeneAmp RNA PCR (Perkin-Elmer) siguiendo las instrucciones del 

fabricante, en 20 µl del producto de la reacción, de estos, 5 µl fueron tomados para la amplificación 

de E6 y E7 por PCR, como fue reportado previamente 112. La secuencia y posición de los primers río 

arriba (F) y río abajo (R) fueron designadas como sigue:  

F104 (ATGTTTCAGGACCCACAGGAGCGACCCGGA posición 104-133),  

R393 (CACACTAAACAATTAATCCACATAATTG posición 393-418), 

F648 (CAATTAAATGACAGCTCAGAGGAGGAG posición 648-666),  

R830 (ACACGGGGTAGACAAGACTCTTTGGTATT posición 830-858). 

Los transcritos del gen E6 fueron detectados con los primers F104/R393 y los del gen E7 con los 

primers F648/R830. Los experimentos de RT-PCR fueron estandarizados con la detección de los 

transcritos de actina usando los siguientes primers:  

ACT1 (ATCATGTTTGAGACCTTCAA, posición 1854-1874 y ACTinv 

(CATCTCTTGCTCGAAGTCCA, posición 2172-2152) 112.  
La expresión proteínas E6 y E7 del VPH16  y de NP del virus de influenza (VI-A  fue 

identificada en las células dendríticas maduras transfectadas MDDCs usando anticuerpos 

monoclonales-IgG1 de contra la proteína E6 del VPH16 (HPV-C1P5: sc-460, Santa Cruz 

Biotechnology Inc, Santa Cruz, CA),  contra la proteína E7 del VPH16 (HPV 16-E7: sc-6981, 

Santa Cruz Biotechnology), y contra la nucleoproteína de virus de influenza A/PR/8/34-H0N1  

(MCA400, Serotec Inc, Raleigh, NC); estos anticuerpos fueron introducidos intracelularmente y 

detectados con FACS. Las células fueron permeabilizadas para la identificación intracelular 

usando el kit Fix and Perm Cell (Caltag Laboratories, Burlingame, CA). Brevemente, 1x105 

células (50 µl) fueron lavadas tres veces con 5 ml de buffer FACS (PBS + 1% BSA + 0.1% azida 
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de sodio) y después incubados con 100 µl de solución fijadora por 15 min  a temperatura 

ambiente. Las células fueron lavadas con 5 ml de buffer PBS e incubadas con 100 µl de medio  
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Figura 2. Expresión de la proteína  E7 en DC autólogas maduras transfectadas transitoriamente con el gen 
clonado de E7.  Se muestran representaciones esquemáticas parciales de las construcciones plasmídicas en el   
panel A. Los genes completos de  E6 (posiciones 104-559) y E7 (posiciones 562-858)  del VPH  16  fueron clonados 
en el vector  pcDNA3 frente al promotor del CMV, obteniéndose los recombinantes p16E6 y p16E7, respectivamente. 
Los transcritos de los genes E6 y E7  fueron medidos por RT-PCR a partir del RNA obtenido de las  DCs transfectadas 
transitoriamente con p16E6 o p16E7, respectivamente. Se muestra en el panel B: el DNA obtenido de las 
transfecciones con p16E7, usando el lipido catiónico  DMRIE-C (carril 3), o Lipofectamine plusTM (carril 4)  como 
agentes transfectantes; en los carriles  2 y 5 los resultados de las DCs transfectadas con el vector vacio de pcDNA3. 
La expresión de las proteínas E7 y E6 fue medida en las  DCs transfectadas con  las construcciones p16E6 o p16E7 
(panel C) o con el plásmido vacío  pcDNA3 (panel D),  empleando anticuerpos monoclonales de ratón contra las 
proteínas E6 o E7 de VPH16 respectivamente, y un anticuerpo secundario anti-ratón marcado con PE. Las DCs 
maduras fueron identificadas mediante el anticuerpo  anti-CD83-FITC y la fluorescencia fue detectada por  FACS. 
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para permeabilizar la membrana celular y 20 µl de anticuerpos anti-E6, anti-E7, anti-NP, o  con 

anticuerpos control de diferentes isotipos  por 15 minutos a temperatura ambiente, y después 

lavadas con PBS. Los anticuerpos IgG1 de cabra anti-ratón (Becton Dickinson) conjugados con    

-FITC o -PE- fueron utilizados para identificar las proteínas intracelulares marcadas, siguiendo 

las instrucciones del fabricante. El anticuerpo anti-IgG2 anti-ratón (Becton Dickinson) conjugado 

con FITC  fue usado como control negativo. Finalmente las células fueron resuspendidas en 0.5 

ml de paraformaldehído al 1.0% y almacenadas en oscuridad a 40C. El análisis  citométrico de 

triple color fue desarrollado en un Coulter FACS Epics XL-MCL. Los datos fueron analizados con 

el software EXPO2. 

 
IV.2.4 Ensayos de microcitotoxicidad in vitro  

Los LTC específicos contra E6, E7 de VPH16 y NP de VI-A/PR/8/34-H0N1     fueron 

cuantificados mediante ensayos de citotoxicidad de liberación de 51Cr estándar por 4 horas. Los 

LTC de las pacientes y las controles fueron activadas usando células dendríticas autólogas 

transitoriamente transfectadas derivadas de monocitos producidas in vitro a partir de PBMC 

recién aisladas.  Las DCDM obtenidas de las alícuotas congeladas de PBMC fueron usadas 

como células blanco (ver Figura 1). La viabilidad celular de las PBMC recién aisladas y  de las 

descongeladas fueron monitoreadas excluyendo células muertas con la  tinción de azul de 

tripano. Para su estimulación in vitro, la fracción de LSP depletados de monocitos de CMSP 

(células efectoras) obtenidas de la fracción congelada, fue incubada  en co-cultivo por 8 días con 

células dendríticas transitoriamente transfectadas en una proporción 20:1.  Se adicionó IL-2 (10 

ng/ml) (Biosource International, Camarillo, CA) a las placas de cultivo en los días 1, 3, 5 y 7 [39]. 

Al octavo día, las células estimuladas fueron entonces lavadas con PBS y utilizadas para el 

ensayo de citotoxicidad. Las células blanco transfectadas fueron marcadas con 200 µCi de 

cromato de sodio en solución de cloruro de sodio (actividad específica de 5 mCi/ml; Amersham 

Biosciences, Buckinghamshire, England) por 90 min a 370C. Las células fueron lavadas con PBS 

y dispuestas por triplicado en placas de fondo redondo de 96 pozos a una concentración 

promedio de 5x103 células/pozo, para ser usadas en el ensayo de citotoxicidad. Los LTC 

estimulados junto con las células blanco marcadas fueron incubadas a 37oC por 4 horas a cuatro 

diferentes  proporciones de célula efector/célula blanco en un volumen final de 200 µl/pozo.  Esta 

suspensión celular fue centrifugada y los sobrenadantes fueron coleccionados para realizar la 

determinación de c.p.m.   del 51Cr en un contador Cobra II Auto-gamma (Packard Bioscience Co, 

Fullerton CA).  La liberación espontánea y máxima de 51Cr fué determinada al incubar solo 
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células blanco con 100 µl de medio de ensayo y con la adición de  5% duodecil sulfato de sodio, 

respectivamente. El porcentaje de lisis específica fue calculada con la siguiente fórmula: 

porcentaje de lisis específica =   [(liberación experimental - liberación espontánea)/ (liberación 

máxima - liberación espontánea)] x 100. 

 
 
IV.2.5 Análisis estadístico  

Todos los experimentos fueron desarrollados en triplicado. Para los ensayos de 

citotoxicidad de LTC, los resultados fueron expresados con el valor de la media ±  el valor de la 

desviación estándar. La significancia estadística de las diferencias entre los grupos en la proporción  

100:1 de las células efectores/células blanco fue establecida por la prueba de t-Student y  la 

diferencia de los resultados de las diferentes proporciones de las células efectoras/células blanco, a 

través por la prueba de ANOVA de dos vías. Las diferencias fueron consideradas significativas a un 

nivel de p<0.05. El software utilizado para los análisis estadísticos  fue el Sigma Stat (SPSS Inc., 

Chicago, Illinois).  
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V. RESULTADOS 
 

Las células dendríticas autólogas transfectadas transitoriamente con los genes  E6 o E7 

de VPH 16 fueron usadas para detectar la respuesta específica de los linfocitos T CD8+ 

citotóxicos anti VPH16 en pacientes con cáncer cervicouterino (Figura 1). Estas DC autólogas 

transfectadas fueron usadas para i) una ronda de estimulación in vitro (8 días) a los linfocitos T 

CD8+ citotóxicos de memoria central y ii) como células blanco en ensayos de liberación de 51Cr 

para los linfocitos T CD8+ citotóxicos de memoria efectora. Inicialmente, se comparó la eficiencia 

de la transfección de las células dendríticas con las construcciones de plásmidos E6 o E7 a 

través del empleo de dos diferentes agentes de lipofección. La transcripción de RNA de  las 

oncoproteínas  E6 y  E7 fue mayor empleando DMRIE-C como agente tranfectante, que con la 

Lipofectamine- plusTM medidos por RT-PCR (Figura 2B). Para verificar la traducción del 

codificado por RNAm, se midió el contenido protéico a través de su tinción intracelular por FACS. 

La expresión de la proteína E7 del virus del papiloma humano 16 se detectó intracelularmente en 

alrededor del 10% de las células dendríticas transfectadas, al menos 24 horas (Figuras 2C y 2D) 

y 48 horas después de la transfección. La E6 del VPH16 y la NP del virus de influenza fueron 

detectadas con frecuencia similar (datos no mostrados). Las células dendríticas fueron 

empleadas 48 horas después de la transfección tanto para la estimulación de los LTC de 

memoria o como para células blanco para el ensayo de citotoxicidad (Figura 1). Para investigar si 

estos linfocitos específicos de memoria son estimulados por células dendríticas durante la 

activación in vitro y si funcionan como estas, como células blanco de los LTC activados, se 

exploró inicialmente a dos pacientes con cáncer cervical, una paciente fue positivo en la 

identificación de VPH16 por PCR (P4 in Tabla 1) y la otra, negativo (P20 in Tabla 1). Las células 

dendríticas transfectadas con el plásmido pNP que contenía al gen del virus de Influenza A, 

estimularon los LTC de memoria central y fueron lisadas por LTC de memoria efectora 

específicos en ambas pacientes (Tabla 1),  indicando que las células dendríticas transitoriamente 

transfectadas utilizadas para la reestimulación in vitro de los LCT y como células blanco para 

ensayos de citotoxicidad, son capaces de clonar y activarlos y por ello detectar la respuesta 

inmunológica de los LTC. Además, los datos indicaron que una respuesta citotóxica de los LSP 

anti-NP específica se presenta en pacientes con cáncer cervicouterino a pesar de sus lesiones 

neoplásicas. En contraste, una respuesta específica de los LTC contra las oncoproteínas E6, E7 

de VPH 16 solo fueron detectadas en pacientes positivas para VPH16, mostrando 

potencialmente que este método de análisis es capaz de detectar una respuesta citotóxica  

específica de los LSP en contra de los epítopes E6 y E7 de VPH 16 en pacientes con CC.  
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Utilizando este método de análisis, se investigó el status de la respuesta inmune 

específica de los LTC contra las oncoproteínas  E6 y E7 de VPH 16 en 19 pacientes adicionales 

con CC, 11 positivos y 8 negativos para VPH 16, y cuatro mujeres sanas negativas para HPV 16, 

como controles (Tabla 1). La obtención de sangre periférica fue realizada antes que las pacientes 

hubieran sido tratadas en alguna forma. La respuesta específica de los LTC en contra del 

antígeno NP del virus de  influenza A fueron evaluadas en los casos en los cuales  hubo 

suficiente material celular disponible. 

En general, las respuestas de los linfocitos T CD8+ citotóxica NP-específicas fueron 

similares tanto en las pacientes con cáncer cervical positivas  (promedio 44.3±4.3; P1, P2 y P4, 

en Tabla 1) como negativas (promedio 37.5±9.5; P14 y P20 en Tabla 1) para VPH 16, y para las 

pacientes sanas exploradas (promedio 39±4.8) (Tabla 1; p>0.05, test-t). Estos resultados 

confirman que la respuesta inmunológica de memoria NP-específica de los LTC no está 

comprometida en el conjunto de pacientes estudiadas con el CC. Las respuestas citotóxicas de 

los LSP en contra de E6 y E7 de VPH16 fueron significativamente altas en pacientes VPH 16-

positivas que en las pacientes VPH 16-negativas, (p<0.001, ANOVA de dos vías) y no se 

encontraron diferencias de respuesta  para  las proteínas E6 y E7 (Figura 3). En las pacientes 

VPH16-positivas, los promedios de la respuesta citotóxica E6 y E7 específica de los LSP se 

incrementaron con las proporciones mayores de células efectores/células blanco, p.ej. de 11.5% 

para E7 en 12.5:1 a 47.1% para E7 en 100:1 (Figura 3), evidenciando la especificidad de los 

ensayos de citotoxicidad. Se encontraron similares tendencias para el antígeno NP en todas las 

pacientes con cáncer examinadas (Figura 3). El porcentaje de lisis específica de células 

dendríticas autólogas en la proporción  de 100:1 de efectores/blanco fue comparada en las 

pacientes y en las mujeres controles (Figura 4), en las pacientes VPH 16-positivas, la lisis varió 

entre 22 a 59% tanto para el antígeno E6 como para el E7 y la mayoría de ellas (85.7%) fue 

superior de 30% (Figura 4 y Tabla 1). En contraste, la respuesta de los LTC en pacientes con 

cáncer VPH16-negativas varió de 2 a 14% y fue similar a la encontrada en los controles sanos 

(Tabla 1), apoyando la especificidad  de la respuesta contra los epítopes de las oncoproteínas 

del  VPH 16. La diferencia de la respuesta citotóxica de LSP entre las pacientes con CC-VPH 16-

positivas, y CC-VPH 16-negativas es totalmente diferente en contra de antígenos independientes 

no reactivos a los LCT p.ej. de las células asesinas naturales. Se esperaría que tales células 

fueran activadas de manera similar en ambos grupos de pacientes.  

Estos resultados mostraron claramente que la respuesta específica de los LCT en contra 

de las oncoproteínas E6, E7 de VPH 16 ha sido inducida y puede estar presente sistémicamente 

durante el curso de la enfermedad en pacientes con CC-VPH 16-positivas.  
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Tabla1. Respuesta de los CTLs- HPV16 específicos en pacientes con CaCu 
y controles. 

   % Lísis específica (media ± E.E.)c

 Etapa DC-transfectadas con los antígenos 

Pacientesa    Clínicab E6 E7 NP 
Pacientes con cáncer cervicouterino-HPV16-positivo  
P1   IIB 49±2.4 ND 44±4.1 
P2 III 40±8.7 ND 37±5.3 
P3 III 47±8.9 46±1.4 ND 
P4 IIA 59±3.9 50±6.4 52±5.1 
P5 III 44±5.3 51±11.5 ND 
P6 IV 30±0.5 22±2.7 ND 
P7 IIB 22±3.0 53±4.8 ND 
P8 III 53±8.5 55±6.8 ND 
P9 IIB 41±1.3 42±4.9 ND 
P10 III 52±6.9 46±6.1 ND 
P11 IV 43±1.3 ND ND 
P12 III 36±3.2 57±10.2 ND 
Pacientes con cáncer cervicouterino-HPV16-negativo  
P13 IV 6±3.6 3±1 ND 
P14 IIB 14±7.1 7±2.8 28±3.9 
P15 III 5±0.6 12±0.6 ND 
P16 IIB ND 2±2 ND 
P17 IIB 11±5.9 8±2 ND 
P18 III ND 2±2 ND 
P19 III ND 5±5 ND 
P20 IIA 4±2.5 11±0.9 47±8.3 
P21 III 9±4.9 4±2.2 ND 
Controles HPV16-negativo. 
C1 Control 1±0.7 11±1.2 50±4 
C2 Control 6±1.7 4±0.4 35±1.9 
C3 Control 8±3.5 2±0.8 28±2.6 
C4 Control 4±2.7 5±2 43±5.6 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

aTodos los pacientes fueron analizados antes del tratamiento. 
bLa etapa clínica fue establecida de acuerdo a la Federación Internacional de 

Ginecología y Obstetricia (FIGO). 
c El % de lisis específica fue determinada en la proporción de 100/1 de  E/B . 
ND. No determinada 
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Figura 3. Promedio del índice de citotoxicidad de los LTC contra las oncoproteínas E6 y E7 en pacientes con 
cáncer cervicouterino  HPV16-positivo y HPV16-negativo. La respuesta de los LTC contra las proteínas  E6 y E7 
del VPH16 fue medida en 12 pacientes con CC-VPH 16-positivo y en 9 pacientes con CC-VPH 16-negativo usando la 
metodología descrita en la Figura 1. La citotoxicidad contra la  nucleoproteína (NP)  del virus de  influenza A fue 
medida solo en  5 pacientes con cáncer cervicouterino y en las mujeres sanas. La citotoxicidad fue medida por 
triplicado en 4 diferentes relación de proporciones entre los LSP y las células blanco. En la figura  se grafica  el 
promedio y el error estándar para cada grupo.   
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Figura 4. Citotoxicidad de los  LTC contra las oncoproteínas E6 y  E7 de pacientes con cáncer cervicouterino-
VPH 16-positivo y –VPH 16-negativo y de mujeres normales.   El promedio y la desviación estándar de la lisis 
específica de la proporción 100:1  de células efectoras/célula blanco  de cada paciente incluidos en la Figura 3, son 
graficados. En el  Panel A se muestra la respuesta de los  LTC contra la proteína NP del virus de influenza A, en 4 
mujeres controles y en 5 pacientes con cáncer cervicouterino. En el Panel B se muestra la respuesta de los LTC contra 
la proteína E6 del HPV16 en 12 pacientes con CC-VPH 16-positivo, en 6 con CC-VPH 16-negativo  y en 4 mujeres 
control. En el Panel C se muestra la respuesta de los LTC contra la proteína E7 del VPH16 en 9 pacientes con CC-
VPH 16-positivo, en 9 con CC-VPH 16-negativo y en 4 mujeres control. La respuesta de los LTC contra el antígeno NP 
fue utilizado como control positivo.   
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VI. DISCUSIÓN 
   

En este estudio, la respuesta de memoria específicas  de los LCT contra E6 y E7 de VPH 16 fue 

detectada en PBMC  de todas las pacientes investigadas con CC VPH16-positivas que no 

recibieron algún tratamiento. Usando células dendríticas autólogas transitoriamente 

transfectadas con plásmidos recombinantes con los genes E6 o E7 de VPH 16, los LTC de 

memoria fueron activados y detectados con alta sensibilidad. Los LTC específicos para NP 

fueron detectados en las 5 pacientes exploradas con CC (VPH16-positivas o negativas) y en las 

mujeres controles. Los resultados de este trabajo indican que la respuesta inmunológica  de los 

LTC per se no está alterada (fase de reconocimiento y efectora in vitro) en pacientes con CC 

contra los antígenos específicos de la  enfermedad, ni tampoco para otros antígenos irrelevantes 

a la enfermedad.  

La transfección de las células dendríticas usando  el lípido catiónico DMRIE-C fue exitosa 

y eficiente, como fue mostrado, por la detección de la expresión de RNAm por RT-PCR y la 

identificación de proteínas por el análisis de FACS intracelular. Se obtuvo que el 10% de las DC 

maduras-CD83 positivas  reaccionaron con los anticuerpos E6 y E7 del VPH 16, esto podría 

tratarse de una subestimación de la expresión, ya que muy pocas moléculas debajo de los 

niveles de detección del análisis de FACS pueden ser suficientes para conferirle  la sensibilidad 

de lisis a los LTC específicos. De 20 a 60% de las DC que fueron lisadas en los ensayos de 

liberación de 51Cr, sugieren una positividad más alta  de expresión del antígeno viral en las DC 

tranfectadas. La liberación de proteínas de VPH o péptidos desde las DC apoptóticas, resultarían 

en presentación cruzada, o por la transferencia de exosomas del complejo epítope-MHC célula a 

célula,  podrían ser mecanismos adicionales que contribuyen al incremento de la positividad del 

antígeno de las DC blanco 114.  Obviamente, una respuesta primaria de los LTC contra  las 

oncoproteínas E6 y E7 del VPH 16  fue generada durante el curso de la enfermedad en 

pacientes con CC-VPH 16-positivas. Una sola re-estimulación in vitro no es suficiente para 

primar células T "inocentes", como se observó a través de la falta de reactividad de las pacientes 

con CC VPH16-negativas y las mujeres controles sanas, por lo que no sucedió la activación y 

expansión de las células T de memoria  por arriba del umbral de sensibilidad en nuestro ensayo. 

En ambas poblaciones control, mujeres sanas y pacientes con CC-VPH 16-negativas, no 

encontramos respuesta significativa a pesar de que sus LSP se expusieron durante una semana 

a los antígenos del VPH 16, esta condición podría ser una ventaja, cuando se quisiera 

discriminar una respuesta fuerte  inducida por el uso de vacunas de la respuesta de memoria 

provocada por  la exposición previa.  
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 Los resultados contrastan marcadamente con aquellos de estudios previos donde los 

autores investigaron las células T restringidas al alelo HLA-A*0201, tanto por DC autólogas 58 o 

por PBMC 56  cargadas con péptidos específicos HLA-A*0201 E7 86-93 o E7 11-20, 

respectivamente.  En estos estudios solo 18.2% (2 de 11) 56 y 20% (1 de 5) 58 de las pacientes 

con CC VPH16-positivas se encontraron LTC específicos para E7 de VPH 16. Sin embargo, 

resultados similares a  los nuestros, los LTC de todas las pacientes (5) 58  respondieron contra el 

epitope 58-66 restringido al alelo HLA-A*0201 de la nucleoproteína del virus de influenza A. En el 

estudio 56, donde emplearon PBMC, se encontraron resultados similares a los nuestros solo 

cuando  los linfocitos T fueron re-estimulados in vitro después de 14 días (por lo menos dos 

ciclos de estimulación). Las DCs son mucho  mejores células presentadoras de antígenos en la 

re-estimulación  in vitro  de los LTC que las líneas celulares B transformadas por EBV 110,111. La 

detección de LTC específicos contra las proteínas del virus de influenza en los pacientes con 

VPH 16 positivo en los 3 estudios  tanto como en los pacientes con CC-VPH 16 negativos de 

nuestro estudio, sugiere que la respuesta inmunológica de los LTC (fase de reconocimiento y 

efectora in vitro)   no esta alterada, aún en pacientes con CC tratados 56,58. 

Varios factores pueden explicar la diferencia de la mayor proporción de respuesta de LTC 

anti E7 de VPH 16 en de los pacientes con CC-VPH-l6 positivos, comparando los estudios 

previos y el nuestro. La etapa clínica, el estado de tratados y no-tratados, el uso de péptidos-HLA 

específicos o de las proteínas completas como antígenos, el cargar o transfectar las  DCs y el 

uso seleccionado o no de los linfocitos T CD8+ para ser re-estimulados in vitro, pueden ser 

elementos trascendentes que inciden en su  valoración. Las etapas clínicas del CC  fueron mas 

avanzadas en nuestro estudio que en los correspondientes, realizados por  Ressing y col. 56 y 

por  Steller y col. 58,  nuestros resultados coinciden con los encontrados en pacientes con 

melanoma maligno, en donde la proporción de pacientes a quienes se les detecto LTC 

específicos fue mucho mayor en etapas avanzadas que en etapas iniciales 115. Estos datos 

sugieren que siendo la etapa clínica mas avanzada, el tumor es mas grande y puede exponer 

mayor cantidad de ATA, y esto puede incrementar la probabilidad de que el paciente genere una 

respuesta primaria específica durante el curso de la enfermedad.  Todos las pacientes 

reportados en los estudios de Steller y col. y de Ressing y col., fueron tratadas con radioterapia 

local mas quimoterapia o cirugia antes de que los LTC  fueran medidos,  la radioterapia y la 

quimioterapia pueden suprimir la respuesta inmunológica local, como se ha comunicado 

previamente 116,  y esto puede influir en la detección de los LTC específicos anti-E7 de VPH16, 

pero no en los LTC específicos contra los epitopes del virus de influenza, sin embargo, la 
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mayoría de los LTC específicos anti-E7 de VPH16 de memoria central circulan sistémicamente y 

deberían de conservarse aún después que la  aplicación de la radioterapia.  

Además de los oligopéptidos 86-93, 11-20 y 82-9052 de la proteína E7 que se anclan en la 

molécula del alelo HLA-A*0201, se han identificado mas recientemente otros, restringidos a otros 

alelos del HLA 44,117. Algunos oligopéptidos pueden ser mas inmunogénicos que otros, como el 

caso del E7 11-20, el cual ha demostrado generar  LTC específicos en pacientes con lesiones 

intraepiteliales escamosas (SIL) y en lesiones invasoras de CC 56. Por ello, el uso de la proteína 

completa como antígeno genera una mayor cantidad de péptidos inmunogenicos y con ello 

puede obtenerse mejores oportunidades de inducir LTC oligoclonales específicos, como se ha 

demostrado previamente 67,118. En el estudio realizado por  Steller y cols., las DCs fueron 

cargadas por oligopéptidos antigénicos, mientras que en nuestro estudio fueron transfectadas 

transitoriamente con el gen que codifica la oncoproteína completa. Existe evidencia de que los 

genes transfectados, expresan y producen mayor cantidad de antígeno 67.  Por otro lado, las 

proteínas pulsadas a las DCs  son dirigidas principialmente por la vía de moléculas MHC clase II 

en su presentación, estimulando con ello, mayormente la respuesta de los linfocitos T CD4+ 

"helpers".  En contraste, la presentación las proteínas expresadas por la transfección de genes 

se realiza predominantemente por la vía de las moléculas  MHC clase I, lo que resulta de una 

mejor y mas directa respuesta de los LTC 41.  A diferencia de este reporte, en el estudio de 

Steller y cols., los linfocitos T CD8+ fueron seleccionados previamente antes de su re-

estimulación in vitro. Los linfocitos T CD4+ participan habitualmente y aumentan la producción de 

los LTC de memoria  in vivo 118-120. La ausencia de linfocitos CD4+ durante la re-estimulación in 

vitro de los LTC puede contribuir a detectar una menor proporción de LTC específicos 118, sin 

embargo, esta variación experimental no explica completamente las diferencias en la detección 

de los LTC-VPH16 específicos, ya que la respuesta de los LTC específicos anti-NP del virus de 

influenza fue similar entre los diferentes estudios. Sin embargo la baja respuesta de LTC 

encontradas por los diferentes estudios refleja una baja inducción de ellos en las pacientes con 

cáncer cervicouterino. 

Nuestros métodos de re-estimulación y las variables de nuestro modelo parecen ser 

adecuados para la detección diferencial de la respuesta de los linfocitos T citotóxicos específicos, 

la especificidad aumento, ya que la influencia de primar inmunologicamente in vitro  con un ciclo 

de re-estimulación a los LTC no fue detectada en las mujeres sanas  y en las pacientes con CC-

VPH 16-negativo. La sensibilidad aumento también, debido a que mayor cantidad de epitopes 

disponibles y mejor presentación cruzada 121, lograda después de la transfección con el gen de la 

proteína completa. Las DC como blanco pueden ser mas sensibles de la acción citotóxica de los 
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LTC por su elevada expresión de moléculas MHC-epitopes y de señales co-estimuladoras, 

resultando con ello un mayor porcentaje de lisis específica en los ensayos con liberación de 51Cr. 

De acuerdo a ello, en la valoración de la respuesta de los LTC específicos puede tener mayor 

ventaja medir el efecto citotóxico que la liberación de IFN- γ por ELISPOT.  

La mayoría de las vacunas terapeúticas probadas y otras en desarrollo contra el cáncer 

cervicouterino han sido diseñadas para inducir LTC especificos contra los epitopes de E6 y E7 de 

VPH16 58,88,95,123 y emplean como ATA proteínas completas recombinantes de  E6 o E7 o sus 

genes clonados en vectores virales de adenovirus o vaccinia,  así como péptidos HLA 

específicos.  Aunque la induccción de LTC específicos en pacientes con cáncer cervical ha sido 

variable en estos estudios (13%, 4 de 29 96; 33%,1 de 3 88; 71%, 5 de 7 58), ninguna de estas 

vacunas ha detenido el crecimiento tumoral o ha incrementado la sobrevida de estas pacientes, 

sugiriendo que otras deficiencias inmunológicas además de la insuficiente inducción de la 

respuesta de los LTC  pueden participar en la ejecución de la respuesta eficiente mediada por 

células 44,124. Así, la transformación maligna puede ser acompañada frecuentemente por una 

significativa baja regulación de las moléculas  MHC clase I 124,125,  de proteínas TAP y de 

moléculas de adhesión celular (ICAM-1) 126;  de alteración del  interruptor de citocinas para 

cambiar el microambiente tumoral de tipo  Th1  (IL-2,IFN-γ) al correspondiente de tipo Th2  (IL-

4,IL-10) 41,124,127, lo cual contribuye a la falla en la respuesta clínica de los diferentes protocolos 

de inmunoterapia en pacientes con cáncer cervicouterino.  
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      VII. CONCLUSIONES 
 

Se lograron la obtención in vitro de células dendríticas autólogas inmaduras a partir de monocitos 

de     sangre periférica, y  la tranfección transitoria y maduración de las células dendríticas 

autólogas derivadas de monocitos con los genes E6, E7 del VPH-16 y el NP del VI  A/PR/8/34, 

junto con la adición de TNF-α recombinante humano. 

Se realizaron 53 ensayos de microcitotoxicidad in vitro para valorar la respuesta celular    

específica de los linfocitos T CD8+ de las pacientes con cáncer cervicouterino contra los 

epítopes de las proteínas E6, E7 del VPH-16 y los de la proteína NP del VI A/PR/8/34, con 

ensayos y controles simultáneos positivos y negativos. 

En nuestro estudio, en casi todas las pacientes con cáncer cervicouterino-VPH 16 positivo 

(11/12) sus linfocitos T CD8+ de memoria efectora de sangre periférica fueron expandidos y 

activados y mostraron respuesta de citotoxicidad contra las células dendríticas que expresaron 

epitopes de E6 y E7 del VPH-16.  

Comparando los resultados  obtenidos previamente, en los cuales se emplearon variables  

experimentales diferentes en los sistemas de estimulación y exploración de la respuesta celular, 

nuestros resultados son significativamente diferentes con valores mayores en la identificación de 

LTC específicos; esta diferencia nos la explicamos a partir de que en nuestro diseño 

experimental se emplean condiciones biológicas que facilitan expansión  e identificación de  las 

poblaciones de los linfocitos T CD8+ citotóxicos específicos en las pacientes con cáncer 

cervicouterino. 

El monitorear  la  respuesta inmunológica de los linfocitos T CD8+ citotóxicos contra los 

antígenos del los virus del papiloma humano en mujeres con cáncer cervicouterino con elevada 

sensibilidad y especificidad es clave para entender su participación en la enfermedad y son 

indicadores adicionales en la respuesta clínica de estrategias terapeúticas  de inmunomodulación 

biológica contra la neoplasia. 

El modelo experimental empleado para identificar estos LTC guarda tres cualidades que 

probablemente  incrementaron la sensibilidad y  especificidad en el inmunomonitoreo, 

particularmente i.) el uso de células dendríticas autólogas maduras como adyuvante en la 

presentación de los antígenos y activación de los linfocitos T de memoria central, ii.) el uso de la 

transfección del gen completo, lo que conduce a la presentación de múltiples epitopes  de las 

oncoproteínas virales asociadas al tumor y consecuentemente la activación potencial de oligo 

clonas de LTC, y finalmente  iii.)  el tipo de re-estimulación de los LTC de memoria central in vitro 
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limitada en tiempo , a partir de su co-cultivo con las DCs tranfectadas estimuladoras solo por un 

ciclo (ocho días).  

Nuestro método, empleando células dendríticas como células estimuladoras y como células 

blanco puede mejorar el inmunomonitero de la respuesta de los linfocitos T CD8+ citotóxicos de 

las pacientes con cáncer cervicouterino. 
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