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Resumen

El cAncer cervicouterino (CaCu) representa en la actualidad un gran problema de
salud publica en el mundo. Uno de los mayores retos en la investigacion es desarrollar una
estrategia terapéutica efectiva en contra de neoplasias cervicales avanzadas vy
asociadas a la infeccién persistente por el virus del papiloma humano de alto riesgo (HR-
HPV). En este sentido propongo una novedosa estrategia terapéutica basada en terapia
génica viral como tratamiento para el CaCu. Esta estrategia tiene una perspectiva para
su aplicacién en lesiones precancerosas y cancerosas del cérvix e independiente de los
genotipos de HPVs asociados a la neoplasia. La propuesta estuvo enfocada al uso de un
gen de la interleucina 12 (IL-12) como activador de la respuesta inmune celular, y al gen
gue codifica para la proteina temprana E2 de HPV 16 por su propiedad de induccién de
apoptosis en células transformadas por el VPH. Adicionalmente, mediante ingenieria
genética se le acoplo un promotor inducible por la proteina E2 de HPV al gen de la IL-12,
con la finalidad activar la transcripcion de la IL-12 en células positivas a la proteina E2
(estadios precancerosos) y en células transformadas con el HPV (cdncer, negativos a E2)
co-administrando ambos genes. De esta manera, se generaron tres vectores adenovirales
recombinantes con los genes terapéuticos, AACMVE2HPV 16, AACMVmIL-12 y AdE2mIL-12.
Se evalud su efecto anti-tumoral en un modelo tumoral murino HPV 16 positivo en un
contexto de ratones inmunocompetentes. Previamente, se determino la expresion las
proteinas terapéuticas por los adenovirus recombinantes mediante western blot. A
Ratones Balb/c de 6 semanas de edad con un volumen tumoral entre 20 y 30 mm3 se les
administrd via intratumoral con 5X105 PFUs de los adenovirus recombinantes de manera
independiente. Un grupo de ratones se les co-administrd los adenovirus AACMVE2HPV16 y
AdE2mIL-12. Adicionalmente, se compard el efecto antitumoral de los adenovirus
mencionados anteriormente con un adenovirus control que lleva el gen de la proteina
verde fluorescente (AACMVGFP). Los ratones fratados con el vector ACMVHPV16E2
fueron capaces de inhibir el crecimiento tumoral 15 dias después de la administracién de
las particulas virales. Por otro lado, el grupo de ratones tratados con el vector ADCMVmIL-
12 se observd un claro efecto de inhibicidn del crecimiento tumoral y este efecto fue
permanente. El efecto observado por la co-administracion de los adenovirus
AdCMVE2HPV16E y AdE2mIL-12 fue muy similar al efecto del tratamiento con el virus
AdCMVmIL-12. Con estos resultados se demuestra un claro efecto de inhibicién del
crecimiento fumoral por la IL-12 y E2 en el modelo tumoral murino evaluado, lo que indica
su potencial aplicacién como fratamiento para el control de lesiones tempranas y de
neoplasias cervicales de alto grado asociadas a la infeccién por el HPV.



Introduccion

El cdncer cervicouterino (CaCu) es una de las neoplasias de mayor
importancia en la salud publica global. Las altas tasas de incidencia de mortalidad y
morbilidad ocasionadas por este tfipo de cdncer, superadas solo en algunas
poblaciones por el cncer de mama, merece atencién especial para el desarrollo de
nuevas estrategias para su confrol y tratamiento.’2 La agencia internacional para la
investigacién en cdancer (IARC) revela gue aproximadamente, el 83% de los casos
ocurren en paises en vias de desarrollo y en regiones altamente marginadas. Las tasas
de incidencia y mortalidad debidas al CaCu, son cerca de 15 veces mds altas en
paises pobres comparadas con paises desarrollados.3
El principal factor etioldgico asociado al desarrollo del CaCu, es la infeccidn
persistente por el virus del papiloma humano (HPV) de alto riesgo.45 Los genotipos
virales 16 y 18 estdn predominantemente asociados al desarrollo de lesiones pre-
cancerosas y carcinomas ano-genitales. Los cuales son el foco de atencion para el
desarrollo de vacunas profildcticas y terapéuticas para el control del CaCu. La
infeccién persistente del HPV de alto riesgo al epitelio cervical, genera lesiones que
conllevan a la transformaciéon e inmortalizacidn del epitelio y eventualmente su
evolucién a cdncer. Interesantemente durante este proceso, el estado fisico del HPV
es determinante en la progresion de la malignidad y ademds es congruente con la
expresion diferencial de las proteinas virales en los diferentes estadios del desarrollo
del CaCu.¢ En estadios precancerosos el HPV se encuentra en forma episomal, con la
expresion de genes virales involucrados en la replicacién productiva viral (E1 y E2);
mientras en estadios avanzados el genoma viral se encuentra integrado al genoma

de la célula huésped y favorece la expresion de los oncogenes E6/E7 de HPV.7-9

Por ofro lado, se ha demostrado la presencia de un estado de inmunosupresion
generado en el sitio del tumor, resultado de la expresion y represibn de genes
importantes de la respuesta inmune y de la célula tumoral (MHC clase |, CD3¢, Fas,
citocinas, etc.).1012 Parficularmente, hemos detectado altos niveles de las citocinas IL-
10 y TGF-B en estadios avanzados del CaCu asociados a la infeccién por el HPV y
ademds estas citocinas son reguladas por las proteinas E2, E6 y E7 del virus del
papiloma humano.'214 Estos eventos generan un microambiente tumoral muy
favorable para evadir al sistema inmune lo que se traduce en la implantaciéon del
tfumor en el cérvix y conduce a la progresion de la malignidad.'314 No obstante ante
estos eventos desfavorables a la respuesta inmune, el desafio es revertir el estado de



inmunosupresion local y activar a la respuesta inmune celular para eliminar a la célula
fumoral.

Este conocimiento previo de la biologia del HPV, de la patologia y evolucidn tumoral,
la base celular y/o molecular de las neoplasias y ademds las alteraciones de la
respuesta inmune, nos permite plantear nuevas perspectivas de cémo entender,
prevenir, abordar y establecer estrategias profildcticas y terapéuticas para el
fratamiento de las neoplasias asociadas a la infeccion por el HPV.1519 Particularmente,
este proyecto estd enfocado en el desarrollo de una estrategia terapéutica en contra
de lesiones pre-cancerosas y neoplasias cervicales de alto grado asociado a la
infeccién por el HPV de alto riesgo. Ademds de la aplicacién de tecnologias como el
DNA recombinante y la terapia génica como una herramienta en el diseno,
mecanismos de liberacidn de genes terapéuticos y aplicacidn de una nueva
generacion de vacunas terapéuticas.

Recientemente, dos vacunas profildcticas han sido aprobadas por la Food and Drug
Administration (FDA) para su uso contra la infeccion del virus del papiloma humano.
Gardasil (Merk & Co. Inc) y Cervarix (GlaxoSmithKline) son vacunas generadas de una
mezcla de particulas de virus (VLPs) derivadas de la proteina L1 de la capside de los
HPV tipos 6, 11 (Cervarix) y 6, 11, 16 y 18 (Gardasil); estas vacunas estdn aprobadas
para su aplicaciéon en mujeres adolescentes (9-15 anos de edad) y jévenes (16-26
anos de edad) sin infeccién y lesidon cervical.2'24 Con lo cual se pretende que se
tenga una protecciéon del 70% de los casos de cdncer asociados a los HPV 6, 11, 16y
18.25 Sin embargo, de acuerdo con la historia natural del cédncer cervical, se tendrian
resultados sobre la proteccién de las vacunas en por lo menos 10 anos, y los casos de
cdncer asociados a otfros genotipos de HPV no serian cubiertos. Por ofro lado, los
casos actuales de cdncer cervicouterino en el mundo no estdn considerados con
estas vacunas, por lo que la investigacidn de vacunas o estrategias terapéuticas
contra el cdncer cervicouterino tienen que seguir siendo apoyadas.2

En este sentido, debido al conocimiento previo de la respuesta inmune contra
tumores, biologia celular y molecular del cdncer cervicouterino asociada a la
infeccién por el virus de papiloma humano, se propone una novedosa estrategia
terapéutica basada en fterapia génica como tratamiento para el cdncer
cervicouterino. Esta estrategia estd visualizada para corregir algunas alteraciones
detectadas en cdncer cervical, manipulando el ciclo replicativo del HPV y activando
la respuesta inmune. Ademds con un enfoque dirigido a células neopldsicas
infectadas por el HPV independiente del genotipo asociado y con una perspectiva
aplicacion tanto en estadios precancerosos como estadios avanzados del CaCu.
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De esta manera se propone a la interleucina 12 como gen candidato activador de la
respuesta inmune celular, acoplado a la secuencia promotora ACCNsGGT (repetidal)
gue reconoce la proteina E2 de los HPVs, llamada elemento de respuesta a la
proteina E2. Asi, la activacion transcripcional del gen de la interleucina 12 es
dependiente de la proteina E2 en células HPV positivas. Adicionalmente, se pretendid
usar al gen de E2 de HPV 16 por su propiedad de inductor de apoptosis en células
tumorales transformadas con HPV. Es decir la co-administracion de ambos genes E2 y
la IL-12 con un promotor especifico para papilomavirus como estrategia terapéutica
contra de neoplasias cervicales establecidas, tendrd un efecto de reversion del
crecimiento tumoral mediada por la induccion de apoptosis en las células tumorales
HPV positivas y por la activacion de la respuesta inmune celular. Adicionalmente, |a
estrategia terapéutica puede ser aplicada en lesiones cervicales de bajo grado
cuando el HPV estd en forma episomal aplicando solo la IL-12 con el promotor
inducible por la proteina E2 y aproyechar la expresion basal de E2 del tejido cervical.
En general la estrategia terapéutica fue visualizada para su aplicacidn mediante
terapia génica viral usando vectores adenovirales recombinantes con los genes E2 y
la IL-12 en un modelo experimental tumoral murino HPV 16 positivo caracterizado en
nuestro laboratorio. En este trabajo se generaron cuatro adenovirus recombinantes
para su aplicacién en un modelo tumoral murino HPV positivo en un contexto de
ratones inmunocompetentes. Se determiné que el adenovirus recombinante que
expresa la proteina E2 de HPV 16 (AACMVE2HPV16), fue capaz de inhibir el
crecimiento tumoral hasta el dia 15 después de la administracién de las particulas
virales, posteriormente el tumor comienza a crecer lenfamente sin alcanzar el
crecimiento de los ratones sin fratamiento. Por otro lado, se determind un claro efecto
de inhibicién tumoral cuando se evalud el adenovirus recombinante que expresa la
IL-12 (ADACMVmIL-12). La co-administracion de los adenovirus AACMVE2HPV16 y
AdE2mIL-12 (adenovirus que expresa la IL-12 bajo el control de un promotor que
responde a E2 de HPV 16), fue muy similar al efecto de inhibicién tumoral generado
por el vector AACMVmIL-12. Sin embargo, el tratamiento con los adenovirus
AdCMVGFP (virus que expresa la proteina verde fluorescente) y el AdE2mIL-12, no
mostraron efecto antitumoral, solo se observé menor crecimiento tumoral frente a los
ratones sin tratamiento. Con estos resultados se demuestra un claro efecto de
inhibicion del crecimiento tumoral por la IL-12 y E2 de HPV 16 en un modelo tumoral
murino, lo que indica su potencial aplicacién como tratamiento para el control de
lesiones tempranas y de neoplasias cervicales de alto grado asociadas a la infeccidn
por el HPV.
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Parte I: Epidemiologia del Cancer Cervicouterino

El cdncer cervicouterino (CaCu) representa un grave problema de salud
publica global. La agencia internacional para la investigacion en cdncer (IARC)
revela que el CaCu es la segunda causa mds comun de cdncer en mujeres en el
mundo, con una incidencia de 493,243 nuevos casos de mujeres diagnosticadas, con
273,505 muertes anualmente estimadas en fodo el mundo.2 Aproximadamente, el 83%
de los casos ocurren en paises en vias de desarrollo y en regiones altamente
marginadas. Las tasas de incidencia y mortalidad debidas al CaCu, son cerca de 15
veces mds altas en paises pobres comparadas con paises desarrollados.3

La incidencia mds alta generada por el CaCu se observaran en Africa sub-Sahara,
Melanesia, América Latina y el Caribe (LAC). Mientras las tasas de incidencia mds
bajas se presentan en paises desarrollados con una tasa estandarizadas de 14.5 por
100,000 mujeres. No obstante, las tasas mds bajas a la estandarizada se presentan en
China (6.8 por 100,000), Oeste de Asia (5.8 por 100,000) y en Ardabil y noroeste de Irdn
con 0.4 por 100,000.227 Por otro lado, la poblacién femenina originaria de LAC es
considerada como de alto riesgo para desarrollar CaCu, se estiman 72,000 nuevos
casos y 33,000 muertes registradas por ano.282? Los intervalos de incidencia ajustados
por edad son de 8.8-87.3 para el Caribe, 21.6-52.4 para América Central y 18.8-55.0
para Sur América, por 100,000 mujeres anualmente. 6 México tiene una incidencia de
29.5 por 10,000 mujeres.?8 No obstante, las Bahamas, Puerto Rico y Uruguay son |os tres
paises de LAC con tasas menores a 20 por 100,000 mujeres (figura 1).29-30

Incidencia y mortalidad por cancer cervical

América del Sur América Central

3.845| Venezuela Guayana |160

12516 México
Surinam |51 5

1831 Bolivia Brasil |19.603

1.153| Guatemala Honduras | 664

Nicaragua | 809

1.213| E Salvador

4.924| Argentina 392| Costa Rica Panama | 375

— |NCIDENCIA - CASOS
mmmsmms MORTALIDAD - MUERTES

Incidencia del cancer cervical: ASR
<215 <271 <312 <473 W<873

Figura 1: Incidencia y mortalidad por cancer cervicouterino en Latinoamericay el Caribe
WHO/ICO, Information Centre on HPV and Cervical Cancer 2002, IARC, Globocan 2002.
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En México CaCu es la neoplasia que tiene la tasa de incidencia cruda anual mds alta
comparada con otros tumores malignos en mujeres en todas las edades; 3132 o que
representa una verdadera inequidad de género e injusticia social. El Sistema Nacional
de Salud de México brinda atencidn médica aproximadamente a 9,000 casos de
CaCu. Cada ano 12,516 mujeres son diagnosticadas con cdncer cervicouterino y
5,777 mueren a causa de esta enfermedad.3032 La tasa estimada de mortalidad por
CaCu es de 11.9 por 100,000 mujeres.33 Las entidades federatfivas con las tasas de
mortalidad mds altas se presentan en Campeche, Colima, Morelos, Oaxaca,
Veracruz, Chihuahua, Chiopas, Guerrero y Yucatdn. Mientras que los estados con
tasas de mortalidad mds bajas son Nuevo Ledn, Zacatecas, Querétaro vy
Aguascalientes.33 En México en promedio 12 mujeres mueren al dia a causa de esta
neoplasia, y el crecimiento anual de muertes por CaCu es del 0.76%. Adicionalmente,
las mujeres que viven en dreas rurales tienen 3.07 veces mds riesgo de morir que las
mujeres que viven en zonas urbanos.!

Este tipo de neoplasia es prevenible cuando su diagndstico es oportuno. Para
abatir este importante problema de salud publica, desde 1974 en México se
establecié el Programa de Deteccidon Oportuna de CaCu (DOC) el cual sigue hasta
la actualidad operando en la poblacidon Mexicana. Sin embargo, la mortalidad y la
alta incidencia de casos por CaCu en etapas avanzadas reflejan indirectamente el
bajo impacto del programa DOC en México, especialmente por que el 90% de estos
casos podrian ser detectados mediante el uso efectivo y temprano de la prueba de
Papanicolaou (Pap).3435 Adicionalmente, se podrian prevenir de 20 al 60% de las
muertes generadas por el CaCu,36 y se estima que el actual programa DOC previene
menos de 13% de los casos de CaCu potencialmente prevenibles en México.3” La
Encuesta Nacional de Salud y Nutricién 2006, la cobertura de la prueba de Pap en el
pais alcanza a 38.9% de las mujeres de 20 anos y mds. Sin embargo, por entidades
federativas se observan diferencias: Chihuahua (30.2%), Sonora (30.8%). Nuevo Ledn
(32.7%), San Luis Potosi (32.8%) y Querétaro (33%) cuentan con menor cobertura. Por
ofro lado, Colima (46.7%), Quintana Roo (48.6%) y Chiapas (46.7%) son las entidades
con mayores coberturas.383? Por tal moftivo, se deben de considerar otros factores
asociados al CaCu preponderantes para el desarrollo del CaCu, para incidir sobre los
indices de mortalidad y morbilidad generados por el CaCu en los siguientes anos.

Factores de riesgo asociados al Cancer Cervical

El virus del papiloma humano (HPV) es el principal agente etioldégico asociado
al CaCu.” Sin embargo, la infeccidon por HPV es necesaria pero por si misma no es
una causa suficiente para desarrollar la enfermedad 40 La mayoria de las infecciones
por HPV son fransitorias,4! especialmente en las mujeres menores de 30 anos de edad
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cerca del 70% desaparecen en un periodo de un ano y 91% en dos anos,42-43 y un
gran porcentaje no desarrollan ninguna lesién cervical.44 El desarrollo y avance del
CaCu es un proceso multifactorial que en conjunto pueden influir en el riesgo de la
enfermedad o pueden influir en la persistencia viral. Los cuales pueden ser
considerados como: a) Factores ambientales: Infeccidon por el virus del papiloma
humano en la mujer >y en el hombre,45-46 b) Factores sociales: Respuesta del sistema
de salud,3¢ cobertura del programa (DOC),3” barreras culturales, niveles de pobreza,3s
educacion4 vy infraestructura de saneamiento.3 c¢) Factores epidemioldgicos:
Multiples parejas sexuales, 4 multiparidad,4-50 tabaquismo,50 desnutricidon,?s niveles
hormonales,s0 el uso de anticonceptivos hormonales por mds de cinco anos ' e
infecciones asociadas.5>-3  d) Factores genéticos: susceptibilidad genética
(polimorfismos) a la infeccion y persistencia al HPV.545 e) Factores del huésped:
Inmunogenética,s” inmunosupresion,s3 expresion de citocinas inmunosupresoras y pro
inflamatorias (IL-10 y TGF-B)12 %8-59 y mecanismos de evasion a la respuesta inmune!13-60
f) Factores de la infeccidon por HPV: Tipo de HPV baqjo, intermedio o alto riesgo vy
variante del HPV 5355461 (figura 2).

F. Sociales: F. Ambientales F. Epidemiolégicos:
Respuesta del sistema de salud Mujer infectado con vae_les hormonale_s_ )
Cobertura del programa de Tamizaje, _> HPV y Hombre * Taba_qUIsmo, Desnutricion
Barreras culturales, Niveles de Portador HPV Multiparidad, Inf,ec_uones
pobreza, Infraestructura y saneamiento asociadas, Mltiples
pareias sexuales
HPV - F. Huésped
Tipo de variantes « Fll—tij/eHn e,tl CC()jS * Inmunogenétiga
Virus de bajo, alto riesgo “Huespe Inmunosupresién
(IL-10 y TGF-B1)
Persistencia viral 1 / : R
Favorecida por la integracion . ) ] Persistencia viral
de genoma viral y expresion de > Cancer Cervicouterino <= Favorecida por
oncogenes virales inmunosupresion

Figura 2: Factores determinantes del desarrollo del cancer cervicouterino. Las
determinates del CaCu en la poblacion son divesas involucrando la complejidad de la historia natural de
la enferemedad ligada a la actividad sexual y a los multiples factores de riesgo biolégicos, genéticos,
ambientales, sociales, econémicos y culturales, hasta los problemas de disponibilidad de servicios de
atencion a la mujer en todas las etapas de su vida y la compresion de las barreras culturales que
dificultan la cobertura de la atencion en salud y saneamiento.Torres-Poveda KJ, et al. Rev Invest Clin.
2008;60(5):414-20. * (Modificado, Bermidez-Morales V., 2010).

El sustrato social determinado por la pobreza, la inequidad de género y el escaso
acceso a la informaciéon, baja escolaridad mantienen a grandes sectores de la
poblacion femenina en condiciones de alta vulnerabilidad y riesgo de enfermar, morir
por ésta y otras causas. Segun datos derivados del andlisis de los certificados de
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defunciéon del Instituto Nacional de Estadistica, Geografia e Informdtica (INEGI), 30.6%
del total de las mujeres que murieron por CaCu en el ano 2000 eran mujeres
analfabetas; 21.9% cursaron menos de tres anos de primaria y 13.8%, Unicamente de
fres a cinco anos de primaria, lo que indica que el 66.3% del total de defunciones por
esta causa fueron mujeres analfabetas o con primaria incompleta.4”

Por consiguiente, para poder abatir la incidencia y mortalidad generada por el
cdncer cervicouterino en México, es necesario mejorar los accesos a los servicios de
salud en comunidades vulnerables y con altos indices de CaCu, optimizar y re-
estructurar los programas de deteccidon temprana del cdncer cervicouterino en
México, considerando las entidades federativas con mayor incidencia y mortalidad
en México. Ademds, de implementar nuevas herramientas adicionalmente al Pap,
gue detecten la presencia de la infeccion por el HPV en las mujeres. La combinacion
selectiva de tamizajes podria conferir algunas ventajas para la deteccién de mujeres
con riesgo de CaCu.

Parte I1: Virus del Papiloma Humano y CaCu

Los papilomavirus son virus pequenos de DNA circular de doble cadena que
infectan epitelios escamosos (células que potencialmente maduran a epitelios
escamosos), generando lesiones proliferativas y verrugas de la piel.2  Los
papilomavirus humano se consideran especifico de especie y epitelio-trépicos,
infectan epitelios escamosos del tracto genital, anal, drea peri anal y la mucosa
laringea. Mds de 130 tipos de HPV han sido identificados mediante secuenciacion del
gen L1,88 considerando 10% de divergencia en la secuencia entre los tipos de HPVs.é4
Sin embargo, no todos los HPVs estdn asociados a lesiones cervicales y a cdncer
cervical, varios presentan una infeccidon esporddica en el tracto genital (de 30-40
fipos).62

Los tipos de HPVs que infectan al epitelio cervical estdn clasificados en bajo y alto
riesgo (HR y BR) dependiendo de su potencial oncogénico. Los HPVs 6y 11 de bajo
riesgo, estdn asociados con verrugas ano genitales benignas o condilomas; mientras
los HPVs de alto riego estdn asociados con cdncer ano genital y lesiones precursoras
de neoplasia intraepiteliales cervicales (NIC), predominantemente se han encontrado
los HPV 16, 18, 31, 33, 35 y 45 asociados a este tipo de lesiones cervicales.s2 Algunos
autores refieren que hay HPVs de riesgo infermedio que ocasionalmente se detectan
en lesiones cervicales y carcinomas (Tabla 1). En este sentido, virtualmente el 100% de
los casos de cdancer cervicouterino contienen secuencias de DNA de HPV genital
oncogeénico de alto riesgo. El HPV 16 se ha encontrado en el 50 al 70% de los casos y
el HPV 18 se ha encontrado en el 7 al 20% de los casos.é5 En conjunto los genoftipos 16
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y 18 son los responsables del 70% de los casos de cdncer cervicouterino avanzado en
todo el mundosé Por lo general, las infecciones genitales por HPVs de alto riesgo son
muy comunes y la mayoria de los individuos eliminan las infecciones. Sin embargo, las
mujeres que no pueden eliminar estas infecciones (10 al 15%) estdn asociadas con
persistencia viral y es un factor de riesgo para el desarrollo de malignidades ano-
genitales y de cdncer cervical.62.67-68

Tabla I: Tipos de HPV y su asociacién con enfermedad

Enfermedad Tino de HPV

Verrugas Plantar 1,2,4,63
Verrugas comunes (piel) 2,1,7,4,26,27,29,41,57,65,77, 1, 3., 4,10, 28
Verrugas planas 3,10, 26, 27, 28, 38, 41, 49, 75, 76
Lesiones cutaneas: Quistes epidermoides, 6,11, 16, 30, 33, 36, 37, 38, 41, 48, 60, 72, 73
Carcinomas laringeos
Epidermomasias verruciformes 2,3,10,5,8,912, 14, 15, 17, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 36, 37, 38, 47, 50
Papilomatosis respiratorio recurrentes 6,11
Hiperplasia focal epitelial de cuello 13,32
Carcinoma/ papiloma conjuntiva 6,11,16
Condiloma acumulata (verrugas genitales) 6,11, 30, 42, 43, 45, 51, 54, 55, 70
Neoplasia intraepitelial cervical (NIC)

No especifica 30, 34, 39,40,53,57,59,61,62, 64, 66, 67, 68, 69

Bajo riesgo 6,11, 16, 18, 31, 33,35, 42, 43, 44, 45, 51, 52, 74

Alto riesgo 16, 18, 6, 11, 31, 34, 33, 35, 39, 42, 44, 45, 51, 52, 56, 58, 66
Carcinoma cervicouterino 16, 18, 31, 45, 33, 35, 39,51, 52, 56, 58, 66, 68, 70

Meijer C, et al. Gynecol Oncol, 2006,103:12-17.

Un factor importante en el desarrollo de neoplasias cervicales es su asociacién con
variantes de HPV.¢ Las variantes de HPV difieren en sus propiedades quimicas,
bioldgicas y en su patogénicidad.52 Basado sobre la variacion de la secuencia de las
regiones L1, L2 y LCR de HPV 16, cinco clusters flogenéticos han sido definidos para el
HPV 16: Europea (E), Asiatica (As), Asidtica-americana (AA), Africana-1 y Africana-2
(Af2). La oncogenicidad de variantes especificas de HPV aparentemente varia
geogrdficamente y por origen étnico de la poblacién.”! Por otro lado, se ha
observado que las infecciones con mdltiples tipos de HPV pueden estar asociadas
con las severidad de la enfermedad.’273 La prevalencia de multiples infecciones es
de aproximadamente 4.4% dependiendo de las poblaciones.’4 Las infecciones
multiples son las mds frecuentes, pero ademds se han detectado biopsias con tres,
cuatro y cinco tipos de HPV.72-73

La historia natural de cdncer cervicouterino es una serie procesos pequenos que
progresa lentamente y gradualmente a neoplasias infraepiteliales cervicales (NICT),
que puede evolucionar a grados severos de neoplasia y lesiones micro invasivas (NIC2
o NIC3) y finaimente a una lesidn invasiva o carcinoma invasor (figura 3). Algunos
investigadores, han correlacionado el tipo de HPV con diferentes grados de NIC. NICT
estd asociado con infeccion de HPV transmitida sexualmente y NIC2 y NIC3 son
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consideradas como persistencia viral y precursores de cdncer cervicouterino vy
carcinoma invasor con la integracion viral al genoma de la célula huésped.’s El
tiempo de progresidon de displasia moderada (NIC1) a displasia media (NIC2) vy
subsiguiente carcinoma cervical (CaCu) puede variar dependiendo del tipo de HPV.
Sin embargo, se han realizado cdlculos; el riesgo de progresidn de displasia media a
displasia severa es de 1% por ano, mientras el riesgo de progresion de displasia
moderada a severa es de 16% en un periodo de 2 anos y 25% en 5 anos.’¢

Cérneo

Granular

Epidermis
Suprabasal | s

Basal

Dermis= oL S #
CIN 2 CIN 3 Carcinoma

—
HPV Episomal

. o HPV Integrado
Persistencia viral

Figura 3: Desarrollo de cancer cervicouterino. La infeccién por HPV de alto riesgo en el
epitelio cervical genera una serie de lesiones cervicales que evolucionan a neoplasias intraepiteliales
cervicales (NIC) y eventualmente al desarrollo de un carcinoma cervical. Durante el proceso de
desarrollo del cancer cervicouterino, el estado fisico del genoma de HPV experimenta cambios
importantes y estan asociados con los eventos patolégicos. En NIC grado 1y 2 el genoma viral esta en
forma episomal y en NIC 3 el genoma viral se integra al genoma de la célula huésped. El proceso de
integracion esta asociado con la transformacién e inmortalizacion de la célula epitelial. Doorbar J. J
Clinical Science, 2006;110:525-541.° (Modificado, Bermiidez-Morales V., 2010).

Los cambios celulares y del tejido cervical ocasionados por la infeccidon persistente
por HPV, han sido ampliamente analizados y su interpretaciéon ha generado dos tipos
de sistemas de clasificacion (Tabla 1l). El sistemma de neoplasias infraepiteliales
cervicales (SNIC) y el Sistema Bethesda (SB). El SNIC, estd basado en la arquitectura
del tejido y promueve el concepto de una enfermedad que evoluciona de lesiones
precursoras a cdncer invasor.” El SB fue generado para entender a las neoplasias
cervicales e infroduce la descripcion histoldégica. Este sistema clasifica a las
anormalidades cervicales escamosas en cuatro categorias: a) Células escamosas
atipicas (ASC), b) Lesiones intraepiteliales de bajo grado (LSIL), c) Lesiones
infraepiteliales de alto grado (HSIL) y d) Carcinoma de células escamosas.
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Tabla Il: Lesion y su asociacion con enfermedad

Sistema NIC Sistema Bethesda Interpretacion
Normal Normal Células normales
Las células escamosas no aparecen completamente
Células escamosas atipicas normales. Algunas veces los cambios estan
relacionados con la infeccién de VPH
NIC 1 LISL: Lesiones intraepiteliales Representa solo una displasia leve o crecimiento celular
cervicales de bajo grado anormal. Se caracteriza por estar confinado al 1/3 basal

del epitelio cervical

NIC 2/3 HSIL: Lesiones intraepiteliales Representan una displasia moderada, confinada a los
cervicales de alto grado 2/3 basales del epitelio cervical

. Carcinoma de células Carcinoma Considerada también de alto grado, la displasia es

escamosas invasivas severa y cubre mas de los 2/3 de todo el epitelio

. Carcinoma de células cervical, en algunos casos incluyendo todo el grosor del

glandulares invasiva . . - )
revestimiento cervical. Esta lesion es considerada como

un carcinoma in situ

La infeccidn de HPV tfransmitida sexualmente dirige a tres posibles resultados
dependiendo del tipo de HPV que esté involucrado. i) Verrugas anogenitales
(condiloma acumulata), generadas alrededor o sobre de los genitales y/o el ano en
mujeres y hombres. Estas infecciones estdn asociadas a los HPV 6 y 11, raramente
generan carcinomas. Muchas de estas infecciones son asintomdticas o se resuelven
espontdneamente de 3 a 4 meses. ii) Infecciones latentes o inactivas, las cuales
pocas personas conocen que estdn infectadas ya que raramente se generan
sinfomas y el drea infectada histologicamente es normal. El DNA de HPV estd presente
en el 10% de las mujeres con citologia normal. Principalmente, estdn asociados los
HPV 6 y 11.ii) Infeccién activa asociadas a HPV de alto riesgo, causando cambios en
las celulas infectadas del tejido epitelial del pene, uretra, vagina, ano, vulva y genera
neoplasias intfraepitelial cervical y cdncer cervicouterino (Tabla 1).78

Biologia Molecular del Virus de Papiloma Humano

Virién

Los viriones aislados de verrugas se visualizan por microscopia electronica
como particulas esféricas de simetria icosahédrica de aproximadamente 55 nm de
didmetro. El componente bdsico de la capside son los capsdmeros, un pentdmero en
forma de estrella formado de la proteina L1. Los capsdémeros estdn unidos en forma
de cruz mediante puentes disulfuro entre los residuos cisteina de las moléculas de la
proteina L1. La capside viral completa consiste en 360 moléculas de L1 y algunas
moléculas de una proteina L2 (posiblemente 12 por viridn).7? El viriobn contiene una
molécula sencilla de DNA circular de doble cadena de 8,000 pb, asociada con
histonas formando un mini cromosoma. La organizacién genética de todos los
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papilomavirus es muy similar. El genoma contienen 6 ORFs que codifican para é genes
de transcripcion temprana (E) y para 2 genes de transcripcion tardia (L), que
codifican para proteinas de la capside.4579-80 Adicionalmente, el genoma contiene
una secuencia no codificante llamada, regidon larga de control (LCR), la cual
contiene los elementos de regulaciéon transcripcional viral (figura 4). El genoma de los
papilomavirus es transcrito como una compleja unidad franscripcional larga, con
varios promotores, dos sitios de poly A (temprana y tardia) y splicing alternativos,
como resultado existen multiples oportunidades de regulacidon post-tfranscipcional de
la expresion génica de papilomavirus. En tumores y en lineas celulares que contienen
el DNA de HPV 16, el genoma viral esta actividad transcripcional 8182 revelando varios
RNAmM policistronicos putativos que son generados por splicing alternativos para
codificar los productos de genes tempranos y tardios (figura 4).81.84-86

Region Larga de Control: LCR.

La regién larga de control, (LCR del ingles long control region) de los
papilomavirus (PVs) es un segmento gendmico que contiene varios elementos de
respuesta-cis que controlan la expresidén de los genes de los PVs y su replicacion
(figura 5). El LCR representa aproximadamente del 7 al 11% del genoma total,
aproximadamente alrededor de 850 pb en los HPVs genitales flagueados por los
genes L1 y el sitio de inicio de transcripcién del gen Eé. Mientras los PVs pueden estar
estrechamente relacionados, el LCR de los PVs no muestra semejanzas en la
secuencia extensa de nucledtido; solo existe un gran nUmero de motivos (motifs)
cortos conservados y aparentemente estdn relacionados entre los HPVs genitales o
entre otros HPVs.87 Por lo que se ha especulado que estos motifs estdn relacionados

con las funciones de los HPVs.88

Solo cuatro secuencias estdn suficientemente bien caracterizadas y consideradas
comunes enfre los PVs. Las cuales son (i) Un sitio de poliadenilacion para los RNAmM
tardios, el cual es muy cercano al extremo 5°del LCR, (i) Sitios de unidn de la proteina
E2, los cuales varia en posicion relativa y en nimero; 4 en HPV genitales a 10 en BPV-1,
(i) un sitio de unién de la proteina E1 vy (iv) la caja TATA (TATA box) del promotor del
gen E6.82 Se ha determinado ampliamente las funciones de regulacidon de la
transcripcion y replicaciéon del LCR de los PVs. Particularmente para los HPVs genitales,
se ha propuesto un modelo de la organizacion del LCR. Un segmento 57, un segmento

central y un segmento 3.
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Figura 4: Genoma y transcritos de HPV 16
Schwartz S. Front Biosci. 2008;13:5880-91.%"
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Figura 5: Regién larga de control de HPV 16. La figura representa la organizacién
de la region larga de control del genoma de HPV 16. De manera general esta constituida por tres
regiones importantes. i). Un segmento 5, ii). Un segmento central y iii). Un segmento 3". Se
muestra el promotor temprano, el origen de replicacion y secuencias enhancer tejido especifico.
Importantemente, se presentan cuatro elementos de respuesta ala proteina E2 de HPV, tres
presentes en la regién 3" y el cuarto se presenta en el segmento 5°.

Segmento 5 del LCR de HPVs genitales. Este segmento tiene un tamafo aproximado
de 300 pb flanqueado por el coddn de terminacidn L1 y un sitio de unién a la proteina
E2. Este segmento contiene el sitio de terminacién vy el sitio de poliadenilacién para la
transcritos tardios, ademds de los elementos de regulacion negativa que actian
sobre la estabilidad de los RNAmM tardios.?2 En HPV 18 y 16 se localiza un promotor que
controla la expresidn de los genes tardios, sin embargo, no se ha detectado en otros
tipos de HPVs genitales. La funcidon del sitio de unidon a E2 en este segmento no se
conoce con exactitud, pero se ha reportado que puede influir en la transcripcién del

promotor de E4/E7 in vitro.

Segmento central del LCR de HPVs genitales. Este segmento estd flanqueado por los 2
sitios de unidn de la proteina E2 (#1 y #2). Tiene un tamano aproximado de 400 pb y
se ha reportado que estd involucrado como enhancer francripcional epitelio
especifico de HPV 16, 18 y 11.8991 En esta regidn se localizan varios elementos de
regulacién para factores de transcripcién, los cuales se ha especulado que son
reconocidos por factores de transcripcidn de la célula epitelial o tejido especifico, sin
embargo no se ha demostrado que sean exclusivos de las células epiteliales. El
enhancer localizado en este segmento, adicionalmente estd involucrado en modular
la expresion viral en respuesta al estado fisioldgico y de diferenciacion de los
keratinocitos del huésped en las diferentes capas del epitelio estratificado
queratinizado. Esto es el resultado de la union diferencial de factores de transcripcion

en sitios afines en el enhancer que pueden modular la expresion presente en el
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microambiente celular.8? En este segmento se han identificado 11 tfipos de factores de
franscripcion que pueden unirse in vifro en mds de 20 sitios diferentes en el enhancer
de HPV 16, como: AP1, cEBP, receptor de glucocorticoides, receptor de estrégenos,
NFI, NF-IL6, Oct-1, PEF-1, TEF-1, TEF-2, y YY1.8? Este segmento central estd flanqueado
por el tercer sitio de unién de la proteina E2, el cual estd involucrado en la replicacion

inicial y ademds modula la transcripciéon de los genes Eé y E7.

Segmento 3” del LCR de HPVs genitales. Este sesgmento tiene un tamano aproximado
de 140 pb, y contiene un sitio de unidn para la proteina E1, el cual se identifica como
el origen de replicacion. El sitio de inicio de la franscripcion, el cual se localiza 5 pb
upstream del ATG del gene Eé, y localizado 90 pb downstream del sitio de unidén de la
proteina E1. Ademds contiene un sitio de unidn para el factor de transcripciéon SP1 y
dos sitios de unién para la proteina E2 y una caja TATA. Estos cuatro sitios (SP1, E2 vy
TATA BOX) forman son un complejo de nucledtidos que modula la actividad
promotora para los genes Eé y E7. La caja TATA es requerida para la unién del factor
de franscripcién TFIID y establecer el complejo de pre-iniciaciéon, el factor SP1
favorece o median el efecto del enhancer. Los sitios E2 se fraslapan con la caja TATA
y con el sitio SP1, la unién de la proteina E2 a sus sitios de unidn desplaza a los factores
de transcripcién TFIID y SP1, lo cual ha apoyado la hipdtesis que la proteina E2 tiene
una funcién individual y ademds estd interconectada con factores reguladores que
favorecen o reprimen la expresidn génica. La unidn de SP1 al promotor temprano
asociado a E2, puede estar involucrado en la represidon transcripcional de los
oncogenes E6 y E7, mietras que la asociacién con la proteina E1 favorecen la
replicacion viral.8? Sin embargo, cada HPV tiene su propio arreglo de elementos
reguladores en el LCR y estd sujeto a la expresidon diferencial y a la presencia de los

factores de transcripcidén que favorece o reprimen la expresidon de los genes virales.

Proteinas de Transcripcion Temprana (E)

Las proteinas que son expresadas tempranamente en el ciclo viral estdn
involucradas en la iniciacidon de la expresidon de las proteinas virales, replicacién del
DNA viral y en la proliferacién del ciclo celular en presencia de factores anti-
proliferativos. En la tabla lll se ilustra las proteinas de transcripcidn temprana que son

expresadas por los HPVs y sus principales funciones bioldgicas.
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Tabla lll: Funciones de proteinas de transcripcién temprana

Proteina Funcién

El Helicasa, ATPasa, Proteina de unién a ATP para iniciar la
replicacion del DNA

E2 Factor de transcripcién viral. Se une con la proteina E1 para iniciar
lareplicacion viral importante para la encapsulacion del genoma

E4 Interacciona con proteinas del citoesqueleto para el ensamble de
los viriones

E5 Actividad transformante, sobre regula receptores relacionados con
factores de crecimiento

E6 Interacciona con p53 e induce su degradacién por la via de la
ubiquitina, con E7 inmortalizan keratinocitos

E7

Se une con la proteina de retinoblastoma, desregula el checkpoint
de G1/S

Proteina E1: Es una proteina iniciadora de la replicacién viral y tiene un papel
critico en mantener el genoma viral en un estado episomal durante el ciclo de vida
viral. E1 muestra algunas similitudes en secuencia y estructura con el antigeno T largo
de poliomavirus, involucradas en iniciacion de la replicacién viral.?2 En BPV, E1 es una
fosfoproteina que tiene actividades de ATPasa y helicasa. E1 y la proteina E2
fransactivador completa, son requeridas para la iniciacion eficiente de la replicacion
del DNA viral in vivo. E1 y E2 forman un complejo en solucidon y este complejo se une
con alta afinidad al origen de replicaciéon, el cual contiene sitios de unidn para ambas
proteinas.?3-94 La unidon del complejo E1:DNA en conjunto con la maquinaria de
replicacion de la célula huésped favorecen la iniciacion de la sintesis de la nueva
hebra de DNA. Adicionalmente, la proteina E1 estd involucrada en regular la
transcripcion viral y transformacién.?s
Tanto el gen de El, como la proteina (en estructura y funcién), estdn altamente
conservados entre los PVs.% El ORF de de BPV-1 codifica para dos productos génicos.
Una fosfoproteina nuclear completa de 68 a 72 -kDa (E1), la cual es requerida para la
replicacion del DNA viral, y una fosfoproteina pequena de 23-kDa (E1-M) la cual se ha
descrito que estd involucrada en la amplificacion del DNA viral durante la fase
vegetativa de la infeccidn del BPV-1.

Proteina E2: La proteina E2 de los PVs es un regulador de la tfranscripcién y
replicacion viral, por lo que es considerada como una proteina de suma importancia
en el ciclo de vida viral.8s El gen de E2 codifica para una proteina altamente
fosforilada de 48 kDa para BPV-1 y 42 kDa para HPV 16.979? La proteina E2 estd
compuesta por tres dominios funcionales (figura 6). i) Un dominio N-Terminal (E2NT)
compuesto de aproximadamente 200-aminodcidos el cual estd altamente
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conservado entre los PVs (E2 Sequence Database, http://hpv-web.lanl.gov), esté
dominio de ftransactivacién es el responsable de la interaccion con factores
transcripcionales virales y de la célula huésped; tales como Spl, TFIIB y AMF. ii) Un
dominio de Bisagra flexible rico en prolinas (no conservada entre los PVs) une al
dominio E2NT vy al iii)j dominio Carboxilo-Terminal (E2CT) estd compuesto de
aproximadamente 90 a 100 aminodcidos, este dominio es el responsable de la unidn
a DNA en forma de homodimero.97.100

Transactivacion Dominio de Unién a DNA
1 1% Bisagra 280 365

[ Dominio N-Terminal ]—N\/\/\/\/\—[ Dominio C-Terminal ]
Fosforilacion
/ / \ \ Rico en Pralina / \
HPVElL AMF-1 SP1 TFIIB Dimerizacion Reconocimiento a DNA
(ACCgN,CGGT)

Figura 6: Estructura de la proteina E2 HPV. La proteina E2 de los HPVs tiene
un peso molecular aproximado de 42 kDa. Este factor de transcripcién puede formar un
homodimero, cada monémero esta estructurado en tres dominios. Un dominio C -Terminal el
cual tiene implicaciones de reconocimiento del DNA reconociendo la recuencia ACCN6GGT.
El dominiode Bisagra que sirve de unién a los dominios y un dominio N-Terminal con
funciones de transactivacion.

Dominio de transactivacion, E2NT: Este dominio estd formado por dos dominios, un
dominio B-hoja anti-paralela y un dominio helicoidal conteniendo tres hélices anti-
paralelas. El domino de transactivacién es dimérico en la estructura cristalogrdfica y
se ha sugerido que este dominio favorece la oligomerizacién en la interacciéon entre
la unidn de moléculas de E2 y a sitios de unién a E2 distantes sobre el genoma viral,
mediante la formacion de loops del DNA.'® Este dominio es el responsable de la
activacion transcripcion al interactuar con promotores que contienen elementos de
respuesta a la proteina E2. Adicionalmente, se ha determinado que la funcion de
transactivacién de este dominio es independiente del dominio de bisagra, pero no es
claro si el dominio de dimerizacidn es esencial para ejercer su funcidn de
transactivacion.?8.100

Dominio de Bisagra: Este dominio conecta a los dominios E2NT y E2CT. Esta regidon esta
pobremente conservada entre los PVs.% La fosforilacidn de serina (Ser) en este
dominio es critico para la replicacion del DNA, y para las funciones de regulacion de
E2 de HPV-11 durante la transcripcion y replicacion del DNA viral; por lo que se ha
propuesto que este podria ser un segundo dominio de transactivacion en BPV-1 que
puede alterar la cinética de la unidén la proteinas TBP al DNA.10T Adicionalmente, se ha
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propuesto que este dominio favorece que el dominio E2CT interaccioné con mayor
afinidad al DNA.97.102

Dominio de Unién a DNA: La estructura cristalogrdfica del dominio carboxilo terminall
(85 aminodcidos), consta de una estructura -barril anti-paralela que se une a DNA. La
figura 7 muestra a la proteina E2 en forma de un dimero interaccionando con el DNA
mediante el dominio de unidn a DNA, este dominio estd constituido por una
subunidad en forma de ocho formado por cuatro p-barril anti-paralela; y un par o-
hélices simétricamente posicionadas fuera del barril conteniendo residuos de
aminodcidos que son requeridos para la interaccion especifica con el DNA.103

Figura 7: Modelo de la proteina E2 HPV y su interaccién con el DNA

Unién de la proteina E2 al DNA: Dieciocho aminodcidos presentes en la proteina E2
son los responsables de Ia unidén con la doble hélice del DNA. En la posicién 340 el
residuo cisteina es muy sensible a la oxidacion, este residuo hace contacto directo
con el DNA, cuando este residuo es sustituido por otro (glicina, serina, alanina) la
proteina E2 se une al DNA pero no es capaz de inducir la transcripcion eficientemente
en células de mamifero.1%4 Por otro lado, la alta afinidad de la proteina E2 a el DNA se
ha calculado en los rangos de 4.5x10-9M a 2X10-11M.105-10¢ | gs proteinas E2 de los PVs se
unen a la secuencia palindrémica ACCgNNNNcGGT (sitio de unidon a E2),%5 los
nucledtidos internos y la secuencia flanquéate puede tener mucha influencia en la
afinidad de la unién de E2.9? Los nucledtidos en lefras minUsculas son considerados
como preferidos pero no son requeridos para el reconocimiento especifico por E2. La
region central NNNN es referida como el “spacer. espaciador’ y el tamano es
absolutamente conservado entre los PVs, lo que varia es la composicidon en secuencia
varia entre los tipos.105

Regulacién Transcripcional: MUltiples sitios de unidén a la proteina E2 se han
encontrado en el LCR de los genotipos de PVs, y estos estdn relacionados con su
actividad franscripcional. En BPV-1, 12 palindromes se han encontrado en su genoma
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y 5 sitios adicionales difieren en un nucledétido. En los genomas de HPV de alto riesgo
hay 4 sitios de unidn a E2, los cuales estdn localizados upstream del promotor
temprano (Ps7 en HPV-16, Pios en HPV-18) que regulan la expresidn de los oncogenes
Eé6 y E7, ademds de la replicacién del genoma viral en conjunto con la proteina E1. La
posicion y organizacién de los sitios de unidén a E2 en el LCR es muy importante para la
represion transcripcional, activacion de la franscripcion y para la replicacion del
genoma viral. Esto es el resulfado del orden de unién de E2 vy los sitios vecinos de unidn
a factores franscripcionales,’” como a los factores tfranscripcionales SP1 y TFID. En
muchos casos los sitios de E2 préximos al promotor tienen baja afinidad por la proteina
E2 en comparacion con los sitios upstream del promotor.106108-109 Esto ha permitido
plantear un modelo en el cual bajos niveles de E2 a su unidn al DNA estd relacionado
con la alta afinidad a sitios E2 upstream y activacion transcripcional, en contraste
altos niveles de la proteina E2 baja afinidad a sitios préximos al promotor estdn
relacionados con represion transcripcional (figura 8).

Represion

Activacién Transcripcional Transcripcional Promotor
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P105
Ap1 GRE TEF APl cre e TATA TATA —»
//ﬂ—m)r)e (N ed 1w Wil <
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Figura 8: Regulacion transcripcional de la proteina E2. La organizacién de los
elementos de regulacion transcripcional E2 (ERTEZ2) presentes en la region larga de control es muy
particular de los HPVs. En el LCR del HPV 16 los ERTE2 cercanos al promotor temprano, la proteina
E2 tiene funciones de represion transcripcional y los ETE2 tadios E2 favorece la transcripcion de los
genes virales.

Perdida del ORF de E2 por integracion viral: La proteina E2 de los PVs reprime la
expresion de los oncogenes Eé y E7 de HPV cuando el genoma del HPV estd en forma
episomal en la célula huésped.!10-112 La represion transcripcional ocurre a través de la
interaccién de la proteina E2 a los sitios de unidn a E2 en el LCR. En carcinomas
cervicales positivos a HPV 16 y 18, comUunmente estdn asociados con la integraciéon
del genoma viral dentfro de los cromosomas de la célula huésped (Figura 3).113 La
infegracion usualmente ocurre con la ruptura del ORF de E1 y E2, en consecuencia
hay pérdida de la expresidon de E2 y estd relacionada con la pérdida de la expresidon
de los genes E6 y E7 de HPV.114115 De esta manera, la integracion del genoma de HPV
y la pérdida de la expresion de E2 puede ser un paso muy importante en el proceso
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carcinogénico que resulta en la desregulaciéon de la expresion de los oncogenes E6 y
E7.

Funcién antiproliferativa de la proteina E2: Las primeras observaciones sobre el efecto
de inhibicién de crecimiento celular, fueron realizadas por Francoise Thierry, 1987. La
induccién de la expresion ectépica de la proteina E2 de HPV en células Hela,
demostrando que E2 tiene funciones antiproliferativas.!1¢ Por ofro lado, otros grupos
han reportado este efecto antiproliferativo en lineas celulares derivadas de
carcinoma cervical e induce senescencia y arresto celular.17-18 Las proteinas E2 de
HPV 16, HPV 18 y BPV 1 inducen arresto del ciclo celular especificamente en células
de carcinoma asociadas a la infeccidon con HPV, este efecto estd relacionado con la
represion transcripcional de los oncogenes Eé y E7; y tanto el dominio de
fransactivacion como el dominio C-Terminal son requeridos para ejercer este
efecto.!19-120 En células de carcinoma cervical, la expresidn ectopica de E2 induce
principalmente arresto en G1 del ciclo celular, asociado con la represidn
transcripcional del oncogén Eé; lo cual generd la estabilizacion de p53 y en
consecuencia se activa al gen p21, lo que conduce al arresto celular en la fase G1.121
El prologado arresto celular en células Hela por la expresion, ademds genera
senescencia replicativa.22 Por otro lado, la represidn de la expresion de E7 juega un
papel muy importante en el fenotipo de senescencia celular el cual estd ligado a la
activacion de p21.123

Apoplosis inducida por E2: Adicionalmente a la induccidn del arresto del ciclo celular,
se ha demostrado que las proteinas E2 de varios HPVs de alto riesgo pueden inducir
apoptosis cuando E2 es suministrada de manera ectdépica en células Hel.a.120 124125 |
proceso de apoptosis es acompanado con fragmentacion de DNA,119.121-123
condensacion de la cromatina, formaciéon de cuerpos apoptdticos y exposicion de
fosfatidilserina en la superficie de la célula (tincién de annexina V).122 Por otro lado, el
dominio de unidn a DNA de la proteina E2 no es indispensable para la induccién de
apoptosis, ya gue mutaciones puntuales en este dominio no afectan la activacion de
la muerte celular.9. 124125 En contraste, el dominio E2NT es suficiente para inducir la

muerte celular mutaciones en este dominio abaten la actividad pro-apoptdtica de
E2.119-120,123,125

Adicionalmente, se ha demostrado que la proteina E2 tiene propiedades pro-
apoptdticas en lineas celulares derivadas de carcinomas negativas a HPV, tales
como, MCF7 (cdncer de mama), saos-2 (osteocarcinoma), 808F, NIH3T3 y en células
epiteliales primarias.'24 Estos resultados indican que la actividad pro-apoptdtica de E2
es independiente de otras funciones virales, tales como la represién transcripcional de
Eé6 y E7. La actividad de induccidén de muerte celular de E2, parece ser una funcion
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auténoma por la cual la proteina E2 puede modificar directamente la fisiologia de la
célula.120

El papel de p53 en la induccidn de apoptosis por E2 es aun controversial. Varios
reportes indican que el efecto pro-apoptdtico de E2 en células transformadas por
HPV es independiente de |la actividad transcripcional de p53.117 Sin embargo, ofros
reportes, indican que E2 de HPV 16 puede inducir apoptosis mediante dos vias. Una
via involucra la unidn de E2 a p53 en células transformadas con HPV, en lineas
celulares transformadas o no con HPV y en células normales. La segunda via requiere
de la union de E2 al genoma viral y opera solamente en lineas celulares tfransfomadas
con HPV. Mutaciones en E2 pueden reducir significativamente la unidn de la proteina
a p53 y no hay activacién de apoptosis en células no transformadas con HPV y en
células normales, pero la mutacidén no afecta la capacidad de induccidon de
apoptosis en células transformadas con HPV.126 Por otro lado, la proteina E2 de HPV 16
en ensayos de fransfeccion transitoria no es capaz de inducir la activacion de
apoptosis en células carentes de p53.125 Sin embargo, en células Saos-2, donde p53
esta mutado, las células son sensibles a la muerte celular independiente de p53.124 Se
ha especulado, que el método de fransfeccion puede estar involucrado en la
induccién de apoptosis, y se podria especular que la vida media de la proteina E2 en
fransfecciones fransitorias tiene menor actividad comparado con sistemas de
fransfeccion con sistemas virales. Por lo tanto, es controversial el papel de p53 en la
induccién de apoptosis por E2 y ademds, pueden existir diferentes mecanismos de
induccién de apoptosis entre las proteinas E2 de alto riesgo HPV 16 y HPV 18.

Adicionalmente, la actividad pro-apoptdtica de E2 estd relacionada con los tipos de
HPV oncogénicos. E2 de HPV 6 y 11 relacionados con lesiones benignas, no inducen
apoptosis. En cambio los HPV de alto riesgo asociados a cdncer cervicouterino
inducen apoptosis.’20.127 Ademds, la via la apoptosis estd relacionada con la
localizacion celular de la proteina E2 en lineas celulares de carcinoma cervical
después de su re-introduccién. Proteinas E2 de bajo grado permanecen en el nicleo,
mientras que las proteinas E2 de HPVs de alto riesgo permanecen tanto en el nicleo y
citoplasma.'?0 La induccidon de apoptosis es causada por la acumulacidon de la
proteina E2 en el citoplasma y estd relacionada con la activacién de pro-caspas 8.
120,124 En ensayos de transfeccidon con E2 en presencia de un inhibidor especifico para
caspasas (Z-VAD-FMK) la muerte celular es inhibida y no hay activacion de caspasa 8.
Ademds, se ha determinado que el domino E2CT estd implicado en la induccién de la
apoptosis y en la actividad proteolitica de las caspasa 8. Una forma delectada de la
proteina E2 de HPV 18 (carboxilo terminal), aumenta considerablemente la muerte
celular de células HeLa comparacién con la proteina completa. Por otro lado, se ha
especulado que la actividad pro-apoptdtica de E2 durante el ciclo viral vegetativo,
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podria estar involucrado en los estadios finales de la produccién viral en la
diferenciacion del epitelio queratinizado.'2 Se propone que E2 se acumula en el
citoplasma de las células diferenciadas, seguido de la amplificacién del genoma
viral, de tal manera que la acumulacidon de E2 podria entonces inducir apoptosis en
células productivas y lo cual favorece la liberacién de los viriones (figura 9).

Infeccion por HPV

—_ Induccion de Apoptosis

3 (Liberacion de viriones)
- Replicacion gel DNA viral vagstativo
_| - Represion de ESE7

Estado Eplsomal
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- Control ds expresion de ESET

I Proliferacion Celular

Figura 9: E2 y su funcidn pro-apoptética en el ciclo viral vegetativo. Se ha
especulado que la funcién pro-apoptotica de la proteina E2 en estadios precancerosos previa a la
integracion viral, esta relacionada con la induccién de apoptosis de la célula epitelial para la
liberacion de viriones.

Efecto antitumoral de E2: Adicionalmente a la actividad pro-apoptdtica de la
proteina E2 de papilomavirus, se ha observado que tiene actividad antitumoral. El
primer reporte sobre la actividad anfitumoral, fue detectado en un modelo de
papilomas en conejos, donde E2 induce regresion tumoral y fue asociada a
capacidad de la proteina E2 proteina para induccion de altos titulos de anticuerpos y
se siguiere que la regresidn tumoral es dependiente de la activacidon de la respuesta
inmune celular.128129 Sin embargo, los estudios con mayor trascendencia sobre el
efecto antitumoral, fueron realizados en modelos de ratébn generados por la
administracién de lineas celulares derivadas de carcinoma cervical (Hela) en un
contexto de ratones inmuno-deficientes. El crecimiento tumoral fue tratado con un
vector viral atenuado recombinante (basado en el virus de vaccinia Ankara, MVA)
que expresa la proteina E2 de papilomavirus bovino. La regresién tumoral fue del 80%
de los ratones tratados con el virus de vaccinia.!30 Los ratones tratados mostraron
actividad citotéxica contra las células tumorales, el afecto antitumoral fue asociado a
la activacion de la respuesta inmune humoral, la produccién de anticuerpos anti-
tumor son capaces de activar a los macréfagos y destruir a las células
eficientemente.’®! Estos estudios estdn basados en un sistema de ratones inmuno-
deficientes inyectados con lineas celulares humanas derivadas de carcinoma
cervical. Sin embargo, no se ha demostrado el efecto antitumoral de la proteina E2
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de papilomavirus humano ya sea de conejo, bovino o humano en un modelo tumoral
murino en ratones inmunocompetentes.

En estudios de fase Il se evalud el potencial uso del MVA E2 virus como tratamiento
contra lesiones precancerosas (NIC | y NIC ll) asociadas con la infeccidon de HPV
oncogénicos. Los pacientes fueron fratados con el virus de vaccinia recombinante
MVA E2 después de confirmar la infeccién del HPV por medio de andlisis citoldégico y
colposcopia. Adicionalmente, ninguno de los pacientes recibid previo tratamiento
para la infeccién del HPV. Después de considerar los criterios de inclusidon y exclusidon
del protocolo, se evalud seis semanas después de la aplicacidon del virus
recombinante, determinando la presencia o ausencia del DNA de HPV y la presencia
de infeccién remanente.132

Proteina E4: El RNAm que codifica para E4 es un producto (E1AE4) muy
abundante en las células y predominantemente es una proteina citoplasmdtica de
17kDa.12! Esta proteina sufre un rompimiento de la regidon N-terminal, generando
especies pequenas de E4 de 16kDa (-15 a.a.), 11kDa y 10kDa (- 59 a.a.),'34la regidn
C-terminal estd involucrada en su dimerizacién.!35 En verrugas asociadas a HPV 1 la
expresion de E4 estd relacionada con la replicacion del DNA viral en estado
vegetativo y ocurre preferencialmente arriba de las células de la capa basal.!3¢ Una
caracteristica de ciertas proteinas E4 es su capacidad para agregarse en el
citoplasma y en el nicleo en forma de inclusiones granulares. Se ha observado que
las proteinas E4 en ciertas lineas celulares pueden asociarse a los filamentos de
keratinas y en ciertos casos pueden causar colapsos de las mismas (HPV16).137

Proteina E5: El ORF de los HPV que infectan mucosas, esta rio abajo del ORF
del gen de E2 y codifica para una proteina altamente hidrofébica asociada a
membrana, con propiedades fransformantes y muy poco conservada enfre los
HPV’s.138 Todas las proteinas son capaces de transformar fibroblastos de roedores
favoreciendo la sintesis de DNA y coopera con el oncogén ras para la transformacion
de las células epiteliales y de células de rindn de rata de recién nacido.
Adicionalmente, E5 se une a varias proteinas y receptores celulares. Se une al
receptor del factor de crecimiento epidermal (EGF-R), al factor de crecimiento
derivado de plaquetas fipo B (p PDGF-R), a-adaptina (p125), forma complejos con una
proteina de 16K que ha sido identificada con una ATPasa H+ vacuolar,'38 se une a la
proteina p31 asociada a células B (Bap31),'3 kariofeina B3.140 En células transfectadas
con E5 se sobre-expresa c-fos y c-jun, ademds inhibe el tfransporte del complejo de
histocompatibilidad clase I. 141

Proteina Eé: Las proteinas E6 de HPV consisten de 151 aminodcidos, son
proteinas relativamente pequenas dificiles de purificar en formas nativas y poco
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solubles. Estas proteinas de HPVs contienen estructuras secundarias con alto
contenido de a-hélice y B-plegadas, formando dos dedos de zinc caracterizados por
un motif CXXC.142 Las proteinas Eé6 de HPV son derivados de genes de expresion
temprana, constituyen uno de los principales oncogenes de HPV con multiples
funciones. Se ha demostrado que la proteina Eé es un fransactivador transcripcional o
co-activador,'4 tiene propiedades hiperproliferativas, impide la diferenciacién de las
células epiteliales e induce la formacion de tumores.'44 La proteina E6 de HPV de HR
son suficientes para inmortalizar células epiteliales humanas y coopera con E7 para
inmortalizar keratinocitos primarios humanos en cultivo.45 Sin embargo las proteinas E6
de HPV de BR, son incapaces de inmortalizar este tipo de células.4 La capacidad de
inmortalizacién de las proteinas E6 de HR radica en su unidn a proteinas celulares, en
parficular con E6AP y E6BP, modulando los procesos celulares. El complejo E6-E6AP
pueden unirse in vitro a p53,147 desregulando las funciones de la proteina supresora de
tumores y ademds Eé estd involucrada en la degradaciéon de p53 donde este proceso
requiere la formacién de un complejo ternario formado entre Eé, E6AP y p53. Sin
embargo las proteinas E6 de HPV de BR como HPV 6 y HPV 11 no tienen la capacidad
de degradar a p53.148 Adicionalmente, se ha determinado que las proteinas Eé de
HPV de HR interaccionan y subsecuentemente inactivan varias proteinas celulares
importantes en el control de la apoptosis, influyendo en la transcripcidn de genes
supresores de tumor, mantenimiento la organizaciéon epitelial y el control de la
proliferacion celular (figura 10).14¢
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Figura 10: Proteina E6 de HPV de alto riesgo y su interaccion con proteinas celulares
Tungteakkhun SS., et al. Arch. Virol. 2008;153:397-408. 4

Proteina E7: Las proteinas E7 de HPV contienen aproximadamente 98
aminodcidos y estan estructuradas en tres regiones o dominios conservados llamados
CR1, CR2 y CR3.% El dominio CR1 comprende al amino N-terminal, el CR2 contiene
un motif LXCXE el cual estd implicado en la unidn con miembros de la familia
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supresora de tumor pRb y el dominio CR3 consiste de dos motifs dedo de zinc.150
Adicionalmente, E7 contiene un sitio de fosforilacién por caseina cinasa Il que dirige el
ciclo celular de la fase G1 a la fase S y tiene un impacto en el crecimiento celular.151
Una de las principales funciones de la proteina E7 en el ciclo viral es su capacidad
para unirse y degradar a la proteina pRb. Esta familia de proteinas (pRb) son
consideradas como uno de los mayores confroladores del ciclo celular, la forma
hypofosforilada de pRb se une al factor transcripcional E2F, el cual estd involucrado
en la regulaciéon del ciclo. En células normales, la fosforilacidn de pRb por complejos
de cinasas-dependiente de ciclinas dirige la liberacibn de E2F e inducen la
transcripcion de genes de la fase S. La proteina E7 bloquea el control del ciclo celular
a través de la unidn y degradacion de pRb hiposforilada dependiente de la via del
proteosoma, sustituyendo la liberaciéon del complejo E2F.152153 |nteresantemente, la
capacidad de las proteinas E7 para unirse y degradar a pRb estd relacionada con
dos regiones separadas de la proteina E7. El motif LXCXE presente en el dominio CR2
estd involucrado con la unidn a pRb, mientras los residuos involucrados en la
degradacion de pRb estdn localizados en el dominio N-terminal.54155 La degradacién
de pRb es una caracteristica de las proteinas E7 de HPV de HR, sugiriendo
fuertemente que esto favorece a la carcinogénesis cervical (Figura 10).15%6 Ademds E7
se une a otras proteinas de la familia de RB, como p107 y p1300, ejerciendo similares
efectos sobre la modulacién de las funciones de E2F. Adicionalmente, E7 interacciona
con la histona clase | desacetilasa (HDACs) el cual actia como un co-represor
transcripcional induciendo la remodelacién de la cromatina a fravés de la des-
acetilacién de las histonas,’s” Las proteinas E7 de HPV de HR inducen la
transformacion e inmortalizacion en diversas células lineas celulares, como NIH 3T3,
BRK, fibroblastos de embridn de rata, C127 y 3Y1.1%8 Eé coopera con E7 para el control
del microambiente celular lo cual favorece la replicacién del genoma viral, via la
activaciéon transcripcional e induccidn de sintesis de DNA, lo que favorece la
diferenciacion celular y promoviendo el crecimiento celular.” Estos eventos y la
asociaciéon o activacion transcripcional con diversas proteinas celulares (p300,p300-
CAF, TBP, TAF-110, AP1, Akt, pé00, etc) favorecen inestabilidad gendmica, control de
ciclo celular inmortalizacién celular, activacion de crecimiento celular y en
consecuencia favorecen la transformacién y la carcinogénesis cervical (figura 11).
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Figura 11: Multiples pasos de la carcinogenes cervical asociada a la infeccién por HPV y a la
expresiéon de los oncogenes E6 y E7. El esquema representa los eventos sucesivos que estan involucrados
en la carcinogénesis cervical. EI HPV infecta células basales del epitelio cervical generando una lesion cervical que
puede ser eliminada por la respuesta inmune. Cuando la infeccién viral persistencia la lesién cervical puede evolucionar
a una neoplasia intraepitelial cervical (NIC) y a una displasia. Este paso es crucial para la integracién viral y este evento
favorece la expresion continua de los oncogenes E6 y E7. Estos dos oncogenes pueden interactuar con varias proteinas
celulares que repercuten en la supresion de la respuesta inmune, inmortalizan y transforman a la célula huésped, inhiben

el proceso de apoptosis y estos eventos repercuten en la evolucién de la carcinogénesis cervical. Yugawa T, et al. Rev
Med Virol. 2009;19:97-113, " Modificado (Bermutdez-Morales V., 2009)
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Proteinas de Transcripciéon Tardia (L)

Proteinas de transcripcién tardia (L): La capside de los papilomavirus es de
600A° de didmetro y estd compuesto de 72 capsdémeros y estd formada por dos
proteinas de franscripcion tardia (L1,L2). Cada capsémeros contiene cinco
mondmeros de la proteina de la capside mayor L1 de 55-kDa. La capside
adicionalmente contiene 12 copias de la capside menor L2 de 72-kDa, asociadas con
12 capsdmeros pentavalentes.’> Mientras |la proteina L2 no es requerida
estrictamente para el ensamblaje y es critica para la infectividad de los viriones y
pseudovirus.”? La expresion de L1 o L1-L2 recombinantes en una variedad de sistemas
de expresion, generan un auto ensamblaje de particulas similares a virus (VLPs)
similares a un viridn nativo.’¢0 La reconstruccién tridimensional de micrografias
crioelectréonicas de viriones de BPV, los capsdémeros de 9-A° estdn formados de por 36
copias de L2 por virion.'$ Esta proteina tiene una analogia con las proteinas de la
capside menor del virus del poliomavirus, VP2 y VP3, y con las proteinas de la capside
mayor, VP1.161-162 L a regidn amino terminal, de la proteina L2 contiene secuencias
alfamente conservadas entre los papilomavirus humano y animales, por o que es
considerada como una proteina candidata para vacunas profildcticas y terapéuticas
contra HPV.1¢3

Expresion de proteinas virales y desarrollo de cancer

A causa de que el ciclo viral de los papilomavirus estd estrechamente ligada a
la diferenciacién de las células dentro del epitelio escamoso estratificado cervical, no
ha sido posible la propagacion in vitro de los viriones de papilomavirus. Sin embargo,
ampliaomente se conoce como se lleva a cabo la infeccién del HPV al epitelio
cervical, y la expresiédn diferencial de las proteinas de HPV durante el desarrollo de la
neoplasia. En lesiones de bajo grado, asociados a la infeccidn por HPV de bajo o alto
riesgo, la infeccidn productiva es muy similar con patrones de expresion de los genes
virales parecidos y las proteinas de la capside viral pueden usualmente ser
detectadas en las células de la superficie epitelial. En lesiones de alto grado (HSIL, NIC
Iy IlI) se ha demostrado que es mds extensiva la fase proliferativa.is4
Aproximadamente el 20% de NIC | puede progresar a NIC |l, y aproximadamente el
30% de estas lesiones pueden progresar a una NIC lll, sin fratamiento alguno, vy el 40%
de NIC Il puede progresar a cdncer.'¢4 Por otro lado, el perfil de expresion de las
proteinas virales estd relacionado con la diferenciacion del epitelio cervical. En las
capas sub-basales del epitelio cervical de NIC |, se expresan bajas cantidades de las
proteinas Eé y E7, en las capas superficiales se expresan las proteinas E2, E1 y E4,
relacionado con la replicacion del genoma viral y con la produccién de viriones
(expresion de L1 y L2). En NIC I, se expresan bajos niveles de E1, E2 y L2, con menor
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producciéon de viriones. En NICIHI muy baja expresion E1, y E4 y nula expresion de L1 y
solo en las capas superficiales. Sin embargo, en cdncer cervicouterino
preferentemente hay solo expresidon de las proteinas Eé y E7 en todo el tejido epitelial
(figura 12).
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Figura 12: Perfil de expresién de proteinas de HPV y desarrollo de CaCu.
Doorbar J. J Clinical Science, 2006;110:525-541"%*

Parte 111: Respuesta Inmune contra Tumores

La inmunovigilancia tumoral se mide mediante dos tipos de mecanismos: la
respuesta inmune innata y la respuesta inmune adaptativa. La respuesta inmune
innata se considera como la primera barrera contra las células tumorales, las cuales
son reconocidas por un proceso independiente de antigeno. Este mecanismo es
mediado por un patron de receptores y de moléculas de superficie celular
expresados en la célula tumoral. Enfre las principales células que reconocen a la
célula fumoral se encuentran las células asesinas nafurales (células NK), las cuales
reconocen la baja o nula expresién de moléculas MHC | sobre la célula tumoral, asi
como proteinas relacionadas con estrés, como la expresion de MICA y MICB, que son
ligandos de los receptores NKG2D expresados por las células NK.1¢5 En relacion con la
respuesta inmune adaptativa, ésta requiere del reconocimiento de antigenos
tumorales para reconocer y eliminar la célula tumoral por medio de las células
efectoras de la respuesta inmune. Se ha demostrado que la respuesta inmune
mediada por células es la mds importante para eliminar las células neopldsicas. Esta
respuesta es dependiente de la activacidon de los linfocitos T y de las células
presentadoras de antigenos profesionales (APC).165-1¢6 La activacion de los linfocitos T,
requiere que las células dendriticas (CD) capturen y procesen el detritus celular
tumoral, migren a los nddulos linfaticos regionales para presentar los antigenos
tumorales a los linfocitos T CD8+ mediante las moléculas del MHC clase |. En este
proceso se activan tanto los linfocitos T CD4+ y CD8+ especificos contra péptidos
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especificos de tumor, los cuales son reconocidos a fravés de las moléculas del MHC.
Los linfocitos T CD8+ citotdxicos son los responsable de lisar y eliminar a las células
tumorales, por el reconocimiento de péptidos tumorales asociados a las moléculas
del MHC clase | expresado en la superficie de la célula tumoral. Por ofro lado, los
linfocitos T CD4+ son los encargados de orquestar la respuesta inmune antitumoral, ya
qgue estdn involucrados en la induccién y activacién de los linfocitos T CD8+
citotdxicos a fravés de la produccién de citocinas. Ademds, los linfocitos T CD4+ son
capaces de interactuar con las células APCs en el proceso de presentacion de

antigenos tumorales (priming) y activar a los precursores de linfocitos T CD8+ (figura
13).167-1¢8
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Figura 13: Mediadores inmunoldgicos de la respuesta inmune contra tumores.

Mediadores de la respuesta inmune contra tumores. La fase activadora de la respuesta inmune contra tumores inicia con la
captura y procesamiento de vesiculas de membrana liberadas por las células tumorales (exosomas) captadas por las
células dendriticas (CD), las cuales migran a los nodulos linfoides regionales para activar a las células de la respuesta
inmune (cross-priming). Este proceso de maduracion migracion de las CD a los nédulos linfoides lo facilita la interaccion del
receptor del CD40 de las CD con el CD40 expresado en los linfocitos T CD4+ y en las células NK T. Por otro lado, en la fase
efectora, el material endocitado del tumor se presenta a los linfocitos T CD8+ y CD4+ a través de las moléculas del MHC
clase | y Il, respectivamente. Los linfocitos T CD4+ activados son diferenciados en linfocitos T CD4+ TH1 y TH2 segun las
citocinas que secretan, y las citocinas pueden activar a la respuesta inmune humoral y celular. En la respuesta inmune
humoral, los linfocitos B activados producen anticuerpos especificos contra antigenos tumorales, mientras que en la
respuesta inmune celular, los linfocitos T CD8+ citotdxicos activados migran al sitio del tumor para reconocer y matar a la
célula tumoral. (Bermidez-Morales VH. Salud Publica Mex. 2005;47:458-68).11
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Citocinas y Microambiente Tumoral

Muchos de los eventos de la respuesta inmune estdn regulados por moléculas
solubles llamadas citocinas, las cuales son secretadas por una gran variedad de tipos
celulares, pero principalmente las producen los linfocitos T CD4+. Las citocinas son
proteinas de bajo peso molecular, que pueden secretarse o permanecer unidas a la
memlbrana celular. Para realizar su funcién bioldgica se requieren en concentraciones
de nano gramos a pico gramos. Las citocinas actian de manera autdcrina al
modular la actividad celular, o de manera pardcrina al inducir la produccidn de ofras
citocinas mediante ofras estirpes celulares. Ademds, las citocinas son importantes en
la regulacién de la proliferacién y diferenciaciéon celular, en la quimio taxis celular y en
la activacidon de células de la respuesta inmune.’®? Las citocinas se secretan en
respuesta a una amplia variedad de estimulos como: estrés celular, lesiones inducidas
por carcindgenos, infecciones o inflamaciéon. En este contexto, las citocinas estimulan
la respuesta del huésped al conftrolar el estrés y la homeostasis celular.

En general, hay dos grupos de citocinas que pueden ser distinguibles en base en su
participacién en los procesos de infeccion y/o inflamacion. Las citocinas que estdn
directa o indirectamente involucradas en los procesos inflamatorios reciben el
nombre de citocinas proinflamatorias la interleucina (IL) IL-1, IL-2, IL-6, el interferén
(IFN)-y y el factor de necrosis tumoral (TNF)-a y promueven la respuesta inmune
mediada por células. Las citocinas que suprimen la actividad de las citocinas
proinflamatorias son las citocinas antiinflamatorias. Por ejemplo, IL-4, IL-10 e IL-13, que
son potentes mediadores de los linfocitos B. De esta manera, el perfil de expresidn de
citocinas presentes en una enfermedad determinard el tipo de respuesta inmune que
se genere.70-171 Recientemente, se ha determinado que en diversos tipos de cdncer
se genera un microambiente tumoral, a causa de la expresidn o represidon de
diferentes genes (como Fas, ligando de Fas, citocinas y quimiocinas), importantes en
la respuesta inmune y de la célula tumoral; también se producen citocinas
inmunosupresoras en el sitio tumoral, las cuales favorecen la progresién del proceso
neopldsico.172

En virtud de que las citocinas tienen funciones pleiotrépicas, es dificil determinar la
participacion de una citocina en la progresiéon del cdncer. Esto se debe a la relacion
con oftras citocinas, factores de crecimiento y hormonas, que actian
simultdneamente en el sitio del tumor, asi como con el blanco celular sobre el que
actian.'”? Hay dos mecanismos que pueden explicar la participacién de las citocinas
en el desarrollo del cdncer. 1) Es posible que las citocinas favorezcan el desarrollo
tumoral al interactuar con factores de proliferaciéon, inducir la actividad de la
angiogénesis del tumor, y promover la metdstasis por el incremento de la adhesidon
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celular. 2) Las citocinas como mediadores de la respuesta inmune pueden inhibir la
expresion de las moléculas y receptores, tanto de las células de la respuesta inmune
como de la célula fumoral, las cuales estdn involucradas en la identificacion y
destruccidén de la célula tumoral (como la desregulacion de las moléculas MHC clase
| y I, de moléculas coestimuladoras y la desregulacion de la cadena zeta del
complejo TcR/CD3).173-176

En diferentes neoplasias, se ha observado una tendencia en la expresion de citocinas
anti-inflamatorias y una disminucién de expresion de citocinas proinflamatorias.176-179
Este cambio en la expresidn de citocinas proinflamatorias a anti-inflamatorias podria
facilitar la progresion tumoral por la subversibon de los mecanismos de
inmunovigilancia celular. Particularmente, se ha observado un perfil de expresion de
citocinas anti-inflamatorias en pacientes con carcinoma cervical.'8 En este sentido, la
expresion de las citocinas IL-4, IL-10 y TGF-B1 correlaciona con la severidad de la
enfermedad asociada con la infeccidén del virus del papiloma humano.'81-183 Por lo
tanto, la expresidon de un perfil de citocinas anti-inflamatorias en el microambiente
tumoral cervical favorece un estado de inmunosupresién local, el cual se asocia con
la desregulacién de varias moléculas de la respuesta inmune.'84 A favor de esta
hipotesis, se ha informado sobre varias alteraciones de la respuesta inmune en
pacientes con lesiones cervicales premalignas y malignas. Por ejemplo, se ha
determinado una baja expresidon de moléculas del MHC clase | asociada a la baja
expresion de TAP1,185 de disminucion de la expresion de moléculas coestimuladoras
como B7 sobre la célula tumoral,'8¢ de baja expresion de CD25'87y de la cadena ¢ del
complejo TcR/CD3 en linfocitos T infiltrantes de tumor y en células NKTs.188-189

Parte 1V: Vacunas contra la Infeccion por HPV y Cancer

Cervicouterino.
El gran avance en el desarrollo de vacunas contra el HPV en los Ultimos 20

anos, han sido las vacunas profildcticas, disefadas para prevenir la infeccion primaria
HPV mediante anticuerpos neutralizantes contra el virus y generando proteccion
contra la infeccién del HPV. Por el contrario, las vacunas terapéuticas que estdn en
desarrollo son disenadas para prevenir la progresidon de una lesidon intraepitelial
cervical o neoplasia establecida.

Vacunas Profilacticas

Los estudios iniciales de las vacunas profildcticas monovalentes mostraron la
seroconversion de prdacticamente todos los vacunados, con fitulos de anticuerpos
mucho mds altos que los obtenidos mediante la infeccidén natural, y capaces de
neutralizar in vitro HPVs.190193 Gardasil, vacuna cuadrivalente (Merck & Co, Inc.;
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Whitehouse Station, NJ) y Cervarix, vacuna bivalente (GlaxoSmithKline Biologicals;
Rixensart, Belgium), son vacunas preventivas aprobada por la Food and Drug
Administration en junio del 2006 (tabla V). Ambas vacunas estdn compuestas de
particulas recombinantes similares a virus HPV (VLPs). Son estructuras icosahedricas
compuestas de la proteina L1, de la capside mayor. Cuando la proteina L1 es
expresada en las células, es capaz de autoensamblarse similar a lo que ocurre
naturalmente. Ambas VLPs se ensamblan sin DNA viral, e inducen fuertemente
respuesta inmune sistémica, mediante anticuerpos neutralizantes e inmunidad
mediada por células.194197 Estudios en humanos, ambas vacunas han mostrado altos
titulos de anticuerpos especificos en secreciones cervicales de mujeres que recibieron
VPLs L1 de HPV 16.198 Entre un 5 y un 52% de las mujeres vacunadas, presentaban
anticuerpos en las secreciones cervicovaginales,'?2 y los niveles de células T activadas
especificas frente a HPV eran muy superiores a los detectados en la infeccién
natural,’”? lo que sugiere que la vacuna podria inducir respuestas inmunes
adaptativas superiores incluso a las de la infeccidn natural. Ambas vacunas son
seguras, bien toleradas y protegen con una eficacia del 100% frente a la infecciéon
persistente por los HPV16 y 18.199201 Su eficacia frente a la neoplasia cervical
intfraepitelial producida por los HPV16 y 18, precursores del cdncer cervical, es
también del 100%. En el caso de la vacuna cuadrivalente, el grado de eficacia es
igualmente elevado en la proteccion frente a las verrugas genitales por HPVé y 11. Se
conoce que la vacuna es eficaz al menos durante 4,5 anos y 3 anos, respectivamente
para la vacuna bivalente!?? y la cuadrivalente 200.202

En relacion a la historia natural del CaCu asociado a la infeccidn por el HPV, parece
I6gico pensar que la vacunacion se debe aplicar antes del contacto con el virus, es
decir al inicio de la actividad sexual, probablemente entre los 9 y los 12 anos de
edad.203-205 Los modelos matematicos reafirman la importancia de que la vacunacion
se redlice a esta edad 203-205 y e| CDC recomienda que la primera vacunacién con la
vacuna cuadrivalente se redlice idoneamente a los 11-12 afos de edad,20¢ pero
respetando, a discrecién del médico, el rango aprobado por la FDA desde los 9 a los
26 anos.208 Por ofro lado, el 30% de los canceres cervicales estén asociados a otros
tipos de HPV oncogénicos distintos del 16 y el 18, tales como los HPV 31, 33, 35, 39, 45,
51, 52, 56, 58, 59 y 66.204 A pesar de la similitud filogenética entre varios de estos tipos
en la proteina L1, las infecciones genitales por HPV se caracterizan por respuestas tipo
especificas, y sélo los HPV 6 y 11, 31 y 33, y 18 y 45 parecen compartir un epitopo
neutralizante.208 En este sentido se ha referido en la literatura que en el caso de la
vacuna bivalente podria existir proteccién cruzada con los tipos 31 y 45, con una
eficacia del 55% (IC95% 12-78) y el 94% (IC95% 63-100) respectivamente.’?? Con la
vacuna cuadrivalente, se han referido incrementos en los titulos de anticuerpos frente
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a los fipos 31, 45, 52 y 58, pero no se han publicado todavia datos de eficacia.20? En
cualguier caso, los mecanismos de esta proteccidon cruzada no estdn claros. Si
consideramos que los HPV 16 y 18 suponen aproximadamente la causa del 70% de los
cdnceres en cérvix, y los HPV 6 y 11 son responsables de prdcticamente todos los
casos de papilomatosis respiratoria recurrente y de casi el 90% de las verrugas
anogenitales, la implantacion de estas vacunas tendrd un impacto muy significativo
en estas patologias.203-205 Asi, asumiendo una eficacia tipo-especifica de al menos el
920%, y al margen de las dosis de refuerzo que pudiesen ser eventualmente necesarias,
los casos de displasia cervical de grado moderado o alto y carcinomas “in situ” entre
las mujeres vacunadas serian entre un tercio y la mitad de los encontrados en las
mujeres No vacunadas.205 El impacto de la vacunacion en displasias de menor grado
o subclinicas es dificimente evaluable y probablemente mds modesto.203-204

Tabla IV: Eficacia sobre vacunas polivalentes profilacticas de HPV

209

Cervarix, (GlaxoSmithKline)

Gardasil (Merck & Co)

Composicion Bivalente Cuadrivalente
Tipos 16 (20 pg) y 18 (20u ) Tipos 6 (20 ug), 11(40 ug), 16 (40 ug) y 18 (20
Hg)
Adyuvante AS04 Aluminio
Pauta vacunacion 0, 1y 6 meses, intramuscular 0, 2y seis meses, intramuscular

Caracteristicas del disefio de los estudios

Numero de pacientes
incluidos en los estudios

1113y 776

552

Distribucion de pacientes

EU y Canada (n=607) y Brasil
(n=506)

EU (n=251), Brasil (n=187) y Europa (n=114)

Criterios de inclusién

. 15-25 afos

. Maximo 6 parejas sexuales

. Sin antecedentes de anomalias o
enfermedades del cérvix

. Negatividad a los 6 meses y

después de 3 dosis

. 16-23 afios

. Maximo 4 parejas sexuales

. Sin antecedentes de anomalias o
enfermedades del cérvix

. Negatividad a los 7 meses

Sero-negatividad y prueba de DNA
negativo al HPV 16 y 18.

Sero-negatividad y prueba de DNA negativo al
HPV 6, 11,16 y 18.

Eficacia
Infeccién Persistente (6
meses)
Eficacia frente al objetivo CIN por HPV 16/ 18 CIN y verrugas genitales por HPV 6,11, 16 y 18
del estudio
Por protocolo
Por el tratamiento 100% (42-100) 100% (16-100)
Media geométrica de Mes 51-53 Mes 36
titulos de anticuerpos/ HPV 16 (17 veces) HPV 18 (14 HPV 16 (18 veces, HPV 18 2(veces)
infeccion natural veces)
Seguimiento méximo lo 53 meses 37 meses

publicado

Efectos adversos

Efectos adversos graves

4% vs 3.5 % (0-27 meses) y 4% vs
5% (27-53 meses), ninguno
relacionado con la vacuna

Ninguno relacionado con la vacuna

Efectos adversos locales

94% vs 88%

Licencia de Uso

Aprobado por la FDA

Aprobado por la FDA
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Las vacunas frente al HPV han demostrado su eficacia frente a la prevenciéon de la
infeccion persistente por los tipos de papilomavirus incluidos en dichas vacunas, y los
informes preliminares de los estudios fase Il de ambas vacunas también senalan una
elevada eficacia también en la prevencidn de las lesiones precancerosas cervicales,
asi como en la prevencion de las verrugas genitales en el caso de la vacuna
cuadrivalente. Quedan, sin embargo, importantes interrogantes por dilucidar, para
muchos de los cuales ya estdn en marcha estudios potencialmente aclaradores
(tabla V).

Tabla V:

Consideraciones de las vacunas profilacticas de HPV *%°

1.- La duracion a largo plazo de la proteccion, y la necesidad de una o varias dosis de refuerzo tras la primovacunacion, asi como sus
consecuencias en la relacién coste-beneficio de la vacunacion preventiva.

2.- El efecto que la vacunacion frente a una enfermedad de transmision sexual en edades tan tempranas de la vida pueda tener sobre los
conceptos y los habitos sexuales de los mas jovenes.

3.- La posibilidad de reemplazamiento de los tipos de HPV incluidos en las vacunas por otros tipos virales no incluidos.

4 .- La eficacia y el papel de la vacuna administrada en el sexo masculino, y la importancia y la rentabilidad de su eventual vacunacién.

5.- Cémo afectaria a corto y a medio plazo la introduccion de la vacuna profilactica frente a HPVa los programas de deteccion de cancer ya
implantado e institucionalizado.

6.- Determinar la estrategia de vacunacion en aquellos adultos jévenes que previamente hayan tenido un posible o probable contacto con el
virus, o incluso un contacto confirmado.

7.- Establecer la titulacion de anticuerpos protectores.

8.- Confirmar la existencia de proteccion cruzada frente a otros serotipos no incluidos en la vacuna, y evaluar la importancia de la misma en
el impacto vacunal.

9.- Evaluar la eficacia de la vacuna en la prevencion de otros canceres y formas de enfermedad relacionadas con la infeccién por
HPVdistintos del cancer de cervix.

10.- Conocer como afectara a los sujetos vacunados la exposicion posterior al virus salvaje frente al que esta vacunado, asi como a otros
tipos no incluidos.

11.- Corroborar el perfil de elevada seguridad que hasta la fecha han mostrado estas vacunas, una vez aplicadas a gran escala.

12. Establecer la inmunogenicidad y seguridad de la vacuna en poblaciones inmnodeprimidas (SIDA, transplantados) o con otras afecciones
endémicas (heptitis B, malaria)

13.- Evaluar el papel de la vacunacion en los paises mas desfavorecidos donde acontece el 80% de los canceres cervicales, y adecuar los
costos de la vacuna para lograr una implantacion eficaz en este entorno.

Por ofro lado, las vacunas profildcticas basadas en los tipos 16 y 18, de acuerdo con
la frecuencia de estos tipos de virus en la poblacidbn mexicana con cdncer
cervicouterino, 70% de estas mujeres estdn infectadas con estos tipos de virus; si la
cobertura de vacunacion, en condiciones optimas fuera del 80%, la proteccidn seria
de 25%; asi, de 4,000 mujeres que mueren al ano por cdncer cervical,
aproximadamente con un promedio de 48 anos de edad, sélo moririan 3,000, lo cual
hace todavia del cdncer cervicouterino un grave problema de salud publica. Mds
aun, el Dr. Garcia Carrancd hace un andlisis mds profundo respecto al impacto de
estas vacunas profildcticas en programas de inmunizaciones masivas. Primero, estima
el nUmero de vacunas que se requieren para prevenir un solo caso de cdncer
cervical, y luego, estima el fiempo que se requiere para que un programa de
inmunizaciones pueda tener un gran impacto sobre el niUmero de casos en una
determinada poblacién. Asi, tales cdiculos fueron hechos, tanto para paises en
desarrollo como desarrollados. La eficiencia de la vacuna fue valorada en funcién de
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la eficiencia de ésta contra un tipo en particular del HPV, y a la proporcidén de casos
de cdncer atribuidos a un tipo viral especifico. Si los tipos virales mdas comunes (16, 18,
31y 45) son responsables de 80% de los casos de cancer, y si atfribuimos una eficiencia
de 90% para una vacuna combinada confra estos tipos virales, entonces la eficiencia
de esta vacuna para la prevencion del cancer seria de 72%. Segun Garcia Carrancd,
esto significa que se necesitarian 200 inmunizaciones para paises desarrollados y 300
para paises en desarrollo, para prevenir un solo caso de cdncer cervical. Por otro
lado, si suponemos que una vacuna profildctica esté lista en cinco anos, se
necesitardn hacer inmunizaciones masivas en el ano 2010 contra el HPV en mujeres y
que la vacuna se aplicara a las menores de 15 anos de edad, que la aceptaran, no
encontrariamos diferencias hasta que este grupo de mujeres alcance el rango de
edad de la presencia de cdncer, es decir hasta los 40-45 anos de edad. De tal
manera, considerando que moririan 3,000 mujeres por ano, durante estos 30 anos lo
harian 90,000 mujeres jovenes. Estas estimaciones indican claramente que un
programa de vacunacién masiva en contra del HPV, aun siendo muy eficiente, nos
tomaria anos antes de tener un impacto real en la tasa de mortalidad por cdncer
cervicouterino en las poblaciones vacunadas. Por estas razones, es claro que
programas masivos de deteccidén temprana de cdncer se deben mejorar en paises
en desarrollo para reducir su incidencia. Consecuentemente, tanto los sistemas de
diagndstico como los sistemas de salud que apliquen estos nuevos métodos de
diagndstico rdpido de deteccion del HPV se tienen que mejorar. Pese a los logros
importantes en vacunas profilécticas, todavia tenemos que trabajar en desarrollar
nuevos sistemas de diagndstico, nuevas vacunas profildcticas, nuevas alternativas
terapéuticas, incluyendo vacunas. Estas estrategias combinadas, diagndstico
oportuno, la aplicacion de vacunas profildcticas y el uso de vacunas terapéuticas en
estadios tempranos de la enfermedad, logrardn en un futuro no lejano la disminucién
de la morbilidad y de la mortalidad por cdncer cervicouterino.2s

Vacunas Terapéuticas

Estas vacunas tiene por objetivo prevenir la progresion de la infeccién de HPV
a lesiones infraepiteliales cervicales escamosas de bajo grado y de alto grado o
erradicar el una neoplasia infraepitelial cervical o incluso eliminar un cdncer
cervicouterino residual. Uno de sus principales objetivos es activar a la respuesta
inmune celular especifica confra algun antigeno especifico de tumor o proteina
activadora y para emadicar una lesion cervical establecida o una neoplasia
insipiente. Adicionalmente, las vacunas pretenden confriouir al fratamiento del
cdncer cervicouterino como una terapia adyuvante para prevenir la recurrencia o
metdstasis.2é
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Por otro lado, uno de los mayores obstdculos de las vacunas o estrategias
terapéuticas contra el cdncer cervicouterino y la infeccion por HPV; es el
conocimiento de los determinantes inmunoldgicos para la persistencia viral o
regresion y de la caracterizacién molecular de la evolucidén tumoral. No obstante, la
expresion de las proteinas virales durante la evolucidn de la carcinogénesis cervical
estd bien caracterizada, las cuales son los principales antigenos especificos de tumor
y blancos para vacunas o estrategias terapéuticas. Adicionalmente, debido a que el
desarrollo del cdncer cervicouterino es una enfermedad mulfifactorial, diversos
eventos moleculares ocurren de un estadio a otro, de tal manera que cada tumor es
molecularmente diferente a otfro y esto impide que una vacuna terapéutica pueda
ser aplicable para todas las neoplasias. Po lo cual, actualmente el diseno de vacunas
terapéuticas tiene como objetivo no basarse en blancos especificos, sino que actie
sobre procesos bioldgicos generales que tengan una repercusion directa e indirecta
sobre las lesiones y neoplasias cervicales, asi como tumores establecidos.26. 211-213

En la actualidad varias son las vacunas terapéuticas que se estdn desarrollando en el
mundo y se encuentran en diferentes fases clinicas en humanos (tabla VI). Estas
vacunas o estrategias terapéuticas estdn basadas en proteinas, péptidos dirigidas
confra antfigenos tumorales, vacunas basados en células, en vectores virales y
bacterianos. Sin embargo, en los Ultimos anos un gran numero de estrategias

terapéuticas estdn basadas en el empleo de la terapia génica contra el CaCu.

Tabla VI:
Estrategias Terapéuticas contra el cancer cervicouterino

Estrategias Terapéuticas o vacunas contra el cancer cervicouterino

Vacunas basadas en proteinas: Estas vacunas utilizan proteinas completas que incluyan epitopes de antigenos
especificos de tumor e inmunogénicos para cada haplotipo de MHC. Las células presentadoras de antigeno
(CPA) capturan el antigeno y lo procesan en péptidos que son cargados en las moléculas MHC-1 y MHC-II.
Adicionalmente, las CPA activan a los linfocitos T citotoxicos (CTLs) especificos para el antigeno, los cuales
ejercen su efecto biologico en las células tumorales. Adicionalmente, este tipo de vacuna induciria tanto la
produccioén de anticuerpos como una respuesta inmune de linfocitos T cooperadores y de linfocitos T citotoxicos.
Ya que las proteinas utilizadas son degradadas rapidamente luego de su inyeccién, también requieren adyuvante
ademés de multiples aplicaciones.?+?!®

Vacunas basadas en péptidos En este tipo de vacunas se sintetizan péptidos a partir de determinadas
secuencias de proteinas virales o antigenos. Estos péptidos actian como antigeno especifico de tumor que se
unen a las moléculas del MHC y activan los receptores de los linfocitos T citotéxicos. Esta vacuna requiere una
adecuada configuracion del péptido que permita el adecuado transporte intracelular hacia la superficie. Aunque
este tipo de disefio de vacuna es seguro, facil de sintetizar a gran escala, e induce respuestas inmunolégicas
especificas, también presenta inconvenientes o dificultades para su produccién. Estas incluyen: la baja
inmunogenicidad del péptido, la restriccion de las moléculas de MHC y la necesidad de definir epitopes para los
linfocitos T citotéxicos. 2627

Vacunas basadas en células: Estas vacunas estan basadas en la manipulacion de células presentadoras de
antigeno de tal forma que son cargadas con proteinas, péptidos o ADN de antigenos tumorales; como las
ocoproteinas E6 y E7 de HPV. Adicionalmente, también se pueden manipular genéticamente las células
tumorales aisladas del paciente. Dichas células se transfectan con genes de citocinas inmunoestimuladoras o
moléculas co-estimuladoras y posteriormente se reintroducen al paciente, con el fin de inducir una respuesta
inmune antitumoral 28219




Vacunas de vectores virales: En general estas vacunas consisten en un vector viral al cual se les introducen
genes virales especificos (E6/E7). Estos vectores son utilizados como "vehiculos" de transporte del antigeno viral
hacia el interior de la célula blanco para de esta forma estimular respuestas de CTL's contra antigenos virales
especificos. Asi, este antigeno es procesado y presentado por moléculas del MHC-I induciendo tanto la
produccion de anticuerpos como la proliferacion de células T y la activacion de CTL's. Para el desarrollo de estas
vacunas se han utilizado los virus de vaccina, adenovirus, retrovirus, adenoasociados etc.?2*?%3

Vacunas de ADN: Corresponden al uso de ADN desnudo en plasmidos, el cual es inyectado por via
intramuscular, intradérmica, intratumoral o intravenosa o mediante el uso de una pistola que introduce genes en
la piel. EI gen administrado es expresado en la célula blanco; si es una antigeno es captado por las APC's y
activan a los CTLs para actuar sobre la célula blanco (neoplésica). En el caso de que el gen administrado es una
proteina activadora de la respuesta inmune (citocina), esta ejerce su afecto sobre la respuesta inmune celular
para eliminar la neoplasia. Este tipo de vacunas tienen la ventaja de que el ADN utilizado es susceptible de ser
modificado y adicionalmente es posible disefiar plasmidos con multiples genes que permiten ser combinados, lo
cual facilitaria la inmunizacion de individuos con MHC diferentes. Las ventajas de esta modalidad incluirian su
bajo costo, su estabilidad a cualquier temperatura, su inmunogenicidad duradera y su posibilidad de multiple
administracion. Se ha disefiado un tipo de pistola génica ("gene gun") cargada con genes quimeéricos en los que a
la proteina E7 se le ha adicionado un péptido que actia como sefial de translocacion en el reticulo endoplasmico,
lo cual permite su unién a la molécula del MHC-II, lo que mejora su potencia inmunoldgica. Actualmente se
realizan estudios en animales con vacunas de este tipo utilizando la proteina E7 de VPH's especificos.??*%?’

Parte V: Terapia génica contra cancer cervicouterino

El gran avance de las investigaciones en la terapia génica contra el cdncer
cervicouterino estd enfocado principalmente a los oncogenes Eé y E7 del virus del
papiloma humano (HPV), como antfigenos especificos del tumor para generar
inmunogenicidad tumoral. Estos genes se han usado en vacunas profildcticas y
terapéuticas en diversas estrategias de terapia génica. En este sentido, se han
inyectado simplemente los genes en el sitio del tumor como DNA desnudo,?28-230
mediante el uso de una pistola de DNA (gene gun)23' o usando vehiculos virales para
liberar el material genético como: los vectores adenovirales,220  virus
adenoasociados,?3? el virus de vaccinia,??2! alphavirus,2??2 el virus de estomatitis
vesicular 228 o speudovirus de HPV.233-234 Ademds, se han utilizado otros vehiculos
bacterianos como: Listeria  monocytogenes, 235 Salmonella typhimurium, 236 y
Mycobacterium bovis.237 Adicionalmente, otras proteinas de HPV como E1, E2, E4, E5,
L1 y L2 se han considerado como antigenos de tumor para el control del cancer
CerViCQ|_228,23I,238

Recientemente se demostré que las proteinas virales E5, E6 y E7 del HPV regulan la
expresion de genes heterélogos celulares y pueden contribuir al desarrollo del cédncer
cervical.23-241Entre estos genes se encuentran la regulacién de las citocinas IL-10 y
TGF-B1, lo cual correlaciona con la deteccidn de estas citocinas en pacientes con
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cdncer cervicouterino y con el desarrollo de un estado de inmunosupresidn en el
microambiente tumoral. Este mecanismo de evasidn de la respuesta inmune es
consistente con la desregulacion de la inmunovigilancia tumoral de la que se informa
en ofros tipos de cdncer. A favor de revertir el efecto de inmunosupresion en el
microambiente tumoral, se han empleado diferentes estrategias como la inhibicion
de las proteinas oncogénicas de HPV, la activacidén de la respuesta inmune
especifica del huésped en contra del HPV por el uso de antigenos especificos de HPV,
la induccidon de la expresion de moléculas coestimuladoras (B7, cadena £ de CD3,
MHC clase 1), y muy importante, la administracion de citocinas para activar la
respuesta inmune tipo celular.242 Los interferones (IFN), asi como las citocinas IL-2, IL-12,
y GM-CSF, se consideran como los principales inmunomoduladores de la respuesta
inmune celular, y se han empleado en diversos modelos preclinicos contra el cdncer
cervical.243 De igual manera, diversas vias y vehiculos de inmunizacién se han utilizado
en diversos modelos tumorales murinos asociados al HPV.

Interleucina 12 como terapia génica contra el cancer cervicouterino

La IL-12 es wuna citocina que gracias a sus propiedades como
inmunomodulador de la respuesta celular y actividad antitumoral, se ha usado
ampliamente en la terapia génica en diversos tumores murino generando la inhibicién
del crecimiento tumoral y reduciendo el nUmero de metdstasis experimentales. 244246
Tal vez la IL-12 es una de las citocina md&s utilizada como terapia génica contra el
cdncer cervicouterino; su efecto adyuvante se ha demostrado en diversos modelos
de tumor en animales asociados al HPV. El tfratamiento con el gene de IL-12 se ha
empleado mediante terapia génica no viral (DNA desnudo),247-248 terapia génica viral
(adenovirus)24? terapia génica ex vivo,250 en combinacion con antigenos E6/E7248-249 y
con genes de moléculas inmunomoduladoras de la respuesta inmune celular (B7).250
El efecto de represion de crecimiento tumoral es observado en todos los casos, y es
capaz de inhibir la formacidn de metdstasis experimentales. Esta citocina es
considerada como candidata para el tratamiento basado en la terapia génica
contra el cdncer cervicouterino. El efecto antitumoral de la IL-12 es dependiente de la
activacion y expansion de los linfocitos T CD8+ citotdxicos,24? y del aumento en la
producciéon de INF-y en el sitio de inmunizacién; el cual es mediado por la activacion
de las células NK y NKT (figura 14).245.249

Adicionalmente, el uso de IL-12 en la terapia génica contra el cdncer cervicouterino
se ha empleado en conjunfo con ofras citocinas como el GM-CSF e IL-2, donde
ocurre un aumento del efecto protector contra el avance del fumor.25! Sin embargo,
el mejor efecto adyuvante se ha observado por la administraciéon peritumoral de IL-12
y el GM-CSF. De igual manera, se han probado diferentes combinaciones de
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citocinas como terapia génica en modelos tumorales experimentales asociados al
HPV. La administracion de IL-2 y el GM-CSF en conjunto inhiben el desarrollo tumoral y
la formacién de tumores residuales después de la cirugia o quimioterapia en sistemas
experimentales. No obstante, el tratamiento Unicamente con GM-CSF no tiene
capacidad de inhibir la metdstasis a pulmdn, y se requiere de IL-12 para inhibir este
proceso.252 Se ha demostrado que el fratamiento simultdneo con IL-2, IFN-y y GM-CSF
en un modelo tumoral experimental asociado al HPV-16, inhibe la formacion de
tumores recurrentes y no se detectan diferencias en la actividad citotéxica de los
linfocitos T CD8+ del bazo.253 Por otro lado, la terapia génica con citocinas como
tratamiento para el cdncer cervicouterino ha sido probada en conjunto con terapias
combinadas, usando RNA antisentido para E7, antigenos de HPV,249.254255 terapia
génica suicida,2%-257 citocinas recombinantes’3 y moléculas co-estimuladoras de la
respuesta inmune celular como B7-1 y B7-2.250.257
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Figura 14: Efectos bioldgicos de la interleucina 12
La interleucina 12 (IL-12) es una citocina inmunoreguladora que tiene un peso molecular de 70 kDa

compuesta por dos subunidades unidas covalentemente. IL-12p35 (35 kDa) y IL-12p40 (40 kDa). IL-12
es producida por las células dendriticas, macrofagos y neutréfilos en respuesta a estimulos
antigenicos. IL-12 es favorece la activacion de células NK vy linfocitos T. Es un inductor de la respuesta
inmune mediada por linfocitos T CD8 citotoxicos, induce la expresion de INF-y ademas es un inhibidor
de la angiogénesis.
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Planteamiento del proyecto

Los papilomavirus dentro de la region larga de control (LCR) contienen uno o
varios sitios de reconocimiento para la proteina E2, la cual reconoce la secuencia
palindromica ACCNsGGT, via que es utilizada por los HPVs para reprimir la expresion
de los oncogenes E6 y E7 en estado episomal, de esta manera esta via comun de los
HPVs es posible ser utilizada para reprimir estos oncogenes en estadios avanzados del
CaCu por la proteina E2. Ademds se ha determinado en lineas celulares derivadas de
CaCu cuando son transfectadas con la proteina E2 de HPV, son dirigidas a apoptosis,
por una via independiente de la activacion de p53 por dos mecanismos inducidos
por E2.40-41 Por otfra parte, el sitio de reconocimiento por la proteina E2, es una
secuencia potencial especifica para las células infectadas por HPV que puede ser Util
como secuencia promotora acarreadora de un gen terapéutico, para activar
linfocitos CD8+ citotdxicos (como IL-2 o IL-12), asi este sistema puede ser utilizado en
estadios tempranos de la malignidad cuando esta expresa la proteina E2 y en
estadios avanzados en conjunto con un vector que exprese la proteina E2 de HPV. Asi
el objetivo del presente trabajo, es desarrollar una vacuna terapéutica que puede ser
utilizada en los diferentes estadios del cdncer cervicouterino, utilizando una via
comUn de los HPVs independiente del genotipo y sus variantes, ademds de
manipular la respuesta inmune para activar linfocitos T CD8+ citotdxicos para eliminar
al fumor.

El objetivo de la propuesta fue utilizar un vector adenoviral recombinante infectivo y
carente de replicacidon, como vehiculo para transportar a un gen terapéutico. Los
adenovirus tienen alta eficiencia de fransgénesis (femporal y no se integran) en
células en proliferacién y quiecentes in vitro e in vivo. Se planed generar un vector
adenoviral recombinante que exprese la proteina E2 de HPV 16 bajo el promotor de
citomagalovirus, conjunto a un vector adenoviral recombinante que exprese la IL-12
bajo un promotor constituido por cuatro elementos repetidos de reconocimiento de
la proteina E2 de HPV 16. Estos vectores se inyectaron juntos e independientes en un
modelo tumoral en ratones Ballb/c inmunocompetentes. Para lo cual se utilizd la linea
BMK-16/myc, que contiene integrado al genoma de HPV 16 y una mutacién en el
proto-oncogén myc, especifica para ratones Balb/c, la cual expresa las
oncoproteinas Eé6 y E7 de HPV 16. De esta manera se reprime la expresion de los
oncogenes E6 y E7, se induce la muerte celular de las células tumorales y se expresesa
la IL-12 para activar linfocitos T CD8+ citotdxicos, la cual y induce la expresion de INF-y
por la célula NK, inhibe la replicacion viral, aumenta el potencial litico de las células
NK e induce la expresion de moléculas del MHC clase | importantes para reconocer y
eliminar a las células ftumorales.
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Hipotesis

La inhibicion de los oncogenes Eé y E7 de HPV e induccién de apoptosis por
E2 de HPV, en conjunto con la activacién de la respuesta inmune mediada por
células por la interleucina 12 usando adenovirus recombinantes, tendrd un efecto
antitumoral sobre un modelo experimental tumoral murino positivo al virus del
papiloma humano tipo 16.

Objetivo general

Desarrollar una vacuna terapéutica basada en vectores adenovirales
recombinantes para bloquear los oncogenes virales de HPV y activar la respuesta
inmune especifica para CaCu en un modelo tumoral murino.

Objetivos especificos

1. Determinar si la proteina E2 de HPV 16 induce la represion de los oncogenes Eé /E7,
efecto antiproliferativo e induccién de muerte celular sobre la linea celular BMK-
16/myc in vitro.

2. Generar un modelo tumoral murino que exprese los oncogenes Eé y E7 de HPV 16,
como blanco para probar estrategias terapéuticas para el tratamiento para el
CaCu.

3. Generar un vector adenoviral recombinante que exprese la proteina E2 de HPV 16
(AJACMVE2HPV16)

4. Desarrollar y caracterizar un vector adenoviral recombinante que exprese la
citocina IL-12 bajo el control de cuatro elementos de respuesta a la proteina E2
repetidos como secuencia promotora (AdE2mIL-12).

5. Evaluar el efecto antitumoral por la administracién del vector adenoviral
recombinante que expresa la proteina E2 de HPV 16 en un modelo tumoral murino.

6. Establecer si la administracién del vector adenoviral AJE2mIL-12 es capaz por si
solo de expresar la IL-12 y generar un efecto antfitumoral.

7. Determinar el efecto de reduccidon de masa tumoral y sobrevida por la co-
inyecciéon de los vectores adenovirales AACMVE2HPV1é y AdE2mIL-12 en un
modelo fumoral murino HPV positivo.
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Materiales y Métodos

Cultivos celulares

Las lineas celulares derivadas de carcinoma cervical fueron obtenidas del
American Type Culture Collection (ATCC). La linea celular C-33A no esta tinfectada
por el virus del papiloma humano (HPV) pero presenta anormalidades en las proteinas
retinoblastoma (pRB) y p&3; pRb esta presente pero es anormal en su famano vy la
expresion de p53 es elevada y presenta una mutacion en el coddn 273 generando
una substitucion de Arg->Cys. Las lineas celulares SiHa y CaSki estdn transformadas
con el genoma del HPV 16, con algunas deferencias en el nUmero de copias del
genoma viral. Las células SiHa contienen de 1 a 2 copias y las células CaSki contiene
600 copias del genoma de HPV 16 integrado en el DNA de la célula. Por otro lado, se
utilizé la linéa celular Ad293 (Stratagene), esta linea es derivada de la linea HEK293, la
cual es de origen epitelial de células de rindn embrionario humanas transformadas
con el gen E1 del adenovirus tipo 5 involucrado en la produccidn de particulas virales
infecciosas. Adicionalmente, la linea celular murina BMK-16/myc fue amablemente
fue donada por la Dr. Sophe Hallez (Université Libre de Buxelles, Rhode-saint-genése,
Bélgica), estd linea celular fue estabilizada por la co-transformacién del proto-
oncogen c-myc y el genoma entero de HPV 16 previamente descrita.2’0 Las lineas
células fueron cultivadas en Medio Eagle’s Dulbeccd’s (DMEM) suplementado con
10% de suero bovino fetal (Life Technologies), 10 ug de ampicilina, estreptomicina y
2.5% de anfotericina B, a 37°C con 95% de humedad y 5% de COa.

Plasmidos

El pldsmido pCMVp16-E2 (el cual contiene el ORF del gen que codifica para la
proteina E2 de HPV 16) y el plasmido pC18SP1Luc (contiene cuatro elementos de
respuesta a la proteina E2 de HPV 16 y un sitio SP1 frente al gen de luciferasa como
gen reportero) fueron donados por el Dr. G Veress (Escuela de Medicina de la
Universidad de Debrecen, Hungria).258 Por ofro lado, pladsmidos pNGVL3-mIL-12, el cual
contiene clonado las dos subunidades (p35 y p40) del gen de la IL-12 de ratén, fue
obtenido del National Gene Vector Laboratory, de la Universidad de Michigan
(Medical Center) Anexo 1. Adicionalmente para generar los adenovirus recom-
binantes, se utilizo el sistema AdEasy system reportado por Vogelstein.45 Se utilizaron los
pldsmidos pAdtrack, pAdtrack-CMV vy el pladsmido pAdenoEasy 1 (Anexo 2). Los
pldsmidos fueron propagados en bacterias DH5-a y purificados por lisis alcaling; la
integridad fue verificada en geles de agarosa al 0.8% vy al 1%.
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Ensayos de transfeccion transitoria

Aproximadamente, 5X105 célulaos BMK-16/myc y SiHa fueron cultivadas en
placas de cultivo de 6 pozos y se fransfectaron con 5 ug del pldsmido pCMVp16E2
mediante 3 pl de lipofectamina 2000 (Invitfrogen) de acuerdo a las instrucciones del
manual. Las células fueron cosechadas a las 0, 8, 24, 36 y 48 h después de la
transfeccion. Las células fueron lavadas con buffer salino de fosfatos (PBS 1X) antes de
la extraccion de RNA total y proteinas. Los ensayos fueron realizados por triplicado v el
porcentaje de fransfeccion fue calculado por la cuantificacidon del niUmero de células
que expresaron la proteina verde floreciente después de la fransfeccidon con el
pldsmido pEGFP-NT1 (Clontech, Palo Alto, Cdalif, USA). Aproximadamente, 40-50% de
transfeccidon fue obtenido en células BMK-16/myc y del 30-45% en la linea células SiHa.

Extraccion de RNA total y RT-PCR en tiempo final

El RNA total de las células BMK-16/myc y SiHa fue aislado de acuerdo a la
técnica descrita por Chomczynki et al. 1993.25% Cien microlitros del buffer D (10 mM
Tris-HCI, ph 7.8, 0.5% SDS y 5 mM EDTA) fueron usados para digerir las células SiHa vy
BMK-16/myc. La mezcla fue diluida y homogenizada con 1 mL del reactivo de Trizol
(Invitrogen), posteriormente fue centrifugada a 12,000 rom en presencia de 200 ulL de
cloroformo a 4°C por 15 min. La fase incolora superior (RNA) fue precipitada con 500
uL de isopropanol y lavado con etanol al 70% fratado con dietilpirocarbonato (DEPC).
El RNA fotal fue re suspendido en agua tratada con DEPC, y fue cuantificado en un
espectrofotdmetro DU-40 (GeneQuant, GE Healtcare, Amersham, UK). La integridad
del RNA fue verificado en un gel de acrilamida urea al é%.

Cinco microgramos del RNA total fue utilizado para realizar la sintesis de la
primera cadena de DNA (cDNA), en presencia de de 200 U de la enzima franscriptasa
inversa (MMLV-RT), 0.5 U inhibidores de RNasas, 0.5 mM dNTP’s y 2.5 uM de Oligo dTi2-18
(Invitrogen) a 37 °C por 1 h. el cDNA fue almacenado a -20°C. La amplificacion por
PCR se realizd en un volumen final de 25 uL conteniendo: TuL de cDNA, 200 mM Tris-
HCI, pH 8.4, 500 mm KCI, 1.5 mM MgCl2, 0.2 mM de cada dNTPs, 20 pmol de cada
oligonucledtido y 2 U de Tag DNA polimersa (Invitrogen). Las reacciones de
amplificaciéon se realizaron un equipo Mastercycler Gradient (Eppendorf, Hamburg,
Germany) por 40 ciclos. Cada ciclo consistié de un paso de desnaturalizacién a 94°C
por 1 min, alineamiento de 55°C por 1 min y un paso de elongacién a 72°C por 1 min.
Posteriormente, 10 uL del amplificado fue separado en geles de poliacrilamida al 6% vy
visualizado mediante bromuro de efidio. La secuencia de los oligonucledtidos para el
gen Eé6 de HPV 16 fue: Sentido 5 -GITTGCAGCTCIGTGCATA-3, y antisentido 5°-
AAGGGCGTAACCGAAATCGGT-3" amplificado de 140 pb. Para el gen E7 de HPV 16,
el oligonucledtido sentido 5-ATGACAGCTCAGAGGAGGAG-3’y antfisentido 5°-
TCATAGTGTGCCCATTAACAG-3, amplificado de 150 pb. Adicionalmente, se utilizo el
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gen GAPDH como gen enddgeno. Oligonucledtido sentido 5'-ACCACAGTCCAT
GCCATCAC-3"y anti sentido 5- TCCACCACCCTGTIGCTGTA-3", 450 pb de amplicon.

Andlisis de expresion de Eé y E7 por RT-PCR tiempo real (SYBR Green)

La determinaciéon cuantitativa de la expresion de Eé y E7 de HPV 16 por RT-PCR
en tiempo real se realizé usando el equipo LightCycler 2.0 Real-Time PCR instrument
(Roche Applied Science, Basel, Switzerland) y el FastStart DNA Master SYBR Green | Kit
(Roche Applied Science). Las condiciones de reaccién se llevaron a cabo de
acuerdo a las instrucciones del manual con los oligonucledtidos usados para la
reaccion de RT-PCR tiempo final. La concentracion de cada gen fue determinada
sobre la cinética de amplificacion usando el software Lightcycler. La expresion del
gen fue calculado sobre el Ct (ciclo de amplificacién) del gen a evaluar normalizado
con el GAPDH como gen enddégeno como control interno, considerando al calibrador
las condiciones sin fratamiento.

Ensayo de Viabilidad Celular

La viabilidad celular fue determinada mediante el ensayo de MIT [3-(4,5
dimethylthiazol-2-yl) 2,5 diphenyl tetrazollium bromide]. 3X103 células BMK-16/myc vy
SiHa fueron cultivadas en placas de 96 pozos y fueron fransfectadas con 2 pg del
plasmido pCMVpl16-E2 en presencia de 1 ulL de Lipofectamina 2000 Reagent
(Invitrogen). La proliferacion celular fue analizada a las 0, 8, 12, 24, 48 y 60 h usando
MTT (Sigma-Aldrich, St Louis, Mo., USA). Doscientos micro litros de MTT (0.456 mg/mlL)
fueron adicionados a los cultivos celulares y fueron incubados 4 h a 37°C. El formazan
generado fue disuelto con 200 uL de dimetilsulfosido (DMSO) generando una solucién
coloreada. La absorbancia fue calculada con un espectrofotdmetro a 490 nm.

Deteccidén de Muerte Celular

Aproximadamente 2x103 células BMK-16/myc y SiHa fueron cultivadas en
cdmaras de cultivo en porta objetos (lab-tek chamber slide) (Nalge Nunc
International, Rochester, N.Y., USA) y transfectadas con el pldsmido pCMVp16-E2 en
presencia de lipofectamina 2000 (Invitrtogen) como se describié anteriormente.
Posterior a la transfeccion, las células fueron fijadas con 4% de paraformaldehido-PBS
1% a diferentes tiempos después de la transfecciéon. (0, 8, 12, 24 36 y 48 h). Los
cambios morfolégicos celulares fueron analizados por microscopia de campo claro.
Adicionalmente, la fragmentacion de DNA fue detectado usando el kit, in situ cell
death (Roche) de acuerdo a las condiciones del protocolo.
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Ensayo de Western Blot

Células BMK-16/myc fueron cosechadas alas 0, 8, 12, 24, 36 y 48 h después de
ser transfectadas con el pldsmido pCMVp16-E2 y ademds las células fueron lisadas
con el buffer de lisis RIPA (20 mM Tis-HCI, pH 7.4, 10 mM NaCl, 10 M KCI, 3 mM MgCl 2,
0.5% triton X-100, 0.5% NP-40) en presencia de inhibidores de proteasas. Las proteinas
fueron colectadas por centrifugacion y fueron cuantificadas usando el kit BCA protein
assay (Pierce, Rockford, Ill., USA) de acuerdo al protocolo. Veinte microgramos de
proteinas totales fueron separados en geles de poliacriamida al 10% SDS-PAGE, las
proteinas resueltas fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa (Amersham
Biosciences, Piscataway, N.J., USA). Las membranas (blots) fueron bloqueadas con TBS
(20 mM Tris-base, pH 7.6, 137 mM NaCl and 1 M HCI) Tween-20, 5% de leche libre de
grasa por 2 h. Posteriormente, las membranas fueron lavadas con PBS 1X e incubada
con el anficuerpo primario por 16 h a 4°C. Posteriormente, la membrana fue
nuevamente lavada con PBS 1X e incubada con el segundo anticuerpo por 30 a 45
min a temperatura ambiente. La deteccion se realizé mediante el kit ECL Western
Lightning Chemiluminescence Reagent Plus (PerkinElmer Life Sciences, Boston, Mass.,
USA). Los anticuerpos fueron diluidos en TBS-Tween-20 2.55 de leche libre de grasas. Lo
dilucién de los anticuerpos usados fueron: anti-IL-12 (dilucién 1:1,000), anti-caspase 8
(dilucidn 1:500), anti-caspase 3 (dilucién 1:1,000), anti-actina (dilucién 1:1,000), anti-
cabra HRP (dilucién 1:10,000) y anti-ratéon (dilucién 1:8,000), de Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, Calif. USA). El suero inmune (dilucién 1:50) fue usado para
detectar la proteina E2 de HPV 16.

Produccion de anticuerpo anti-proteina E2 de HPV 16 por inmunizacion con
DNA

El pladsmido pCMVplé-E2 fue aislado de bacterias Escherichia coli DH5a
fransformas por medio del Mega Kit Endo-Free (Quiagen, Germany) y re-suspendido
en PBS 1X. Ratones hembras Balb/c de 6 semanas de edad fueron inyectadas con 3
dosis a intervalos de 7 dias por via intramuscular en la pata derecha (20 pL con 50 pg
del plasmido, pCMVpl16-E2). Cuarenta y cinco dias después de la inmunizacion,
muestras de sangre total fueron obtenidas de la cola de los ratones. Posteriormente,
suero fue obtenido y aimacenado a -80°C. El anticuerpo anti la proteina E2 de HPV 16
fue analizado mediante Western Blot vy lisado de bacterias que expresan la proteina
E2 de HPV 16. La reactividad fue comparada con el suero pre-inmune.

Construccion de Adenovirus Recombinantes

Mediante el sistema AdEasy system, reportado por Vogelstein2é0 se generaron
los adenovirus recombinantes en bacterias con replicacién defectiva. Se utilizé el
pAdirack-CMV para clonar el gen E2 de HPV 16 y la IL-12 ambos genes contienen el
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promotor de citomagalovirus (CMV) como secuencia promotora. Adicionalmente, el
pldsmido pAdTrack se uso para clonar el gen de la IL-12 frente a 4 sitios de respuesta a
la proteina E2 como secuencia promotora. Los vectores generados fueron
recombinados con el pldsmido pAdencoEasy 1 en bacterias E. coli BJ5183 para
generar un pldsmido recombinante con los genes terapéuticos. Finalmente, la
produccidon de viriones se realizd al fransfectar los pldsmidos recombinantes en células
AD293. Los vectores recombinantes generado se monitorearon por la produccién de
la proteina verde fluorescente (GFP) generada por lo virus, debido a que los
pldsmidos AdTrack y AdTrack-CMV contiene el gen que codifica para la proteina
GFP.

Construccién del Vector adenoviral AACMVE2HPV16: El vector adenoviral
recombinante que contiene el gen de E2 de HPV 16 sobre el control del promotor de
CMV se realizd amplificando el gen de E2 por PCR a partir del pldsmido pCMVp16-E2
descrito anteriormente. La amplificaciéon se realizd mediante oligonucledtidos con
sitios de restriccion para las enzimas Kpn |y Hind lll para facilitar su clonacién. Oligo
senfido 5-GCG CGGTACCAGGACGAGGACAAGGAAAA-3y oligo anfisentido 5°-
GCGC AAGCITGGATGCAGTATCAAGATITG-3". El fragmento amplificado de E2 fue
clonado en el vector AdTrackCMYV en los sitios Kpn |y Hind lll. Los pldsmidos generados
fueron verificados por electroforesis en agarosa al 0.9%.

Construccién de los Vectores adenovirales AACMVmIL-12 y AdE2mIL-12: El
adenovirus recombinante  AACMVmIL-12 fue generado liberando las dos sub-
unidades (p35 y p40) del gen de la IL-12 del plasmido pNGVL-3-miL-12 (descrito
anteriormente) mediante restriccion enzimdtica en los sitios ECoR V y Bgl Il. En estos
mismos sitios fue clonado el gen de IL-12 en el vector pAdTrack-CMV. Las clonas
fueron seleccionadas con Kanamicina. Por otro lado, el vector adenoviral ADE2mIL-
12, que exprese la mIL-12 bajo cuatro elementos de respuesta a la proteina E2 de HPV
16 como secuencia promotora fue generado de la manera siguiente. El promotor
E2Sp1 fue liberado con los sitios BamH | / Hind Il a partir del pldsmido pC18SP1Luc vy
fue clonado en el vector pCDNA3 para ser secuenciado y fue sub-clonado a el
vector pAdTrack en los sitios Hind lll / EcCoR V, el vector generado (pAdTracK SP1E2) se
le clond en los sitios Eco R V' y Bgl Il las dos sub-unidades de la mIL-12 liberados con los
mismos sitios de la construccion pNGVL3-mIL-12 mencionada anteriormente. Asi se
generd la construccidn pAdTrack-SPIE2mIL-12, sin embargo, tal construccidn no
contenia la secuencia de poliadenilacién, para lo cual ésta fue amplificada por PCR
del vector original de la mIL-12, y fue clonada en el sitio Unico Bgl Il, y orientacién fue
verificada por PCR.

Produccion y purificacion de viriones: Los pldsmidos con los genes terapéuticos
generados, AACMVE2HPV16, ADCMVmIL-12 y AdE2mIL-12, fueron linearizados con la
enzima de restriccion Pme | y co-transformados en bacterias E. coli BJ5183 junto con el
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vector pAdEasy-1 (pldsmido con el DNA viral). Las recombinantes (pldsmidos
recombinantes con genes virales) fueron seleccionadas con kanamicina y las clonas
fueron determinadas por andlisis de restriccion enzimatica con la enzima Pac [. Los
virus recombinantes fueron generados al transfectar células en cultivo AD293
(Stratagene, La Jolla, Calif.,USA) con los pldsmidos recombinantes cortados con la
enzima de restriccion Pac . Diez dias posterior a la transfeccién las células AD293
expresaron la proteina GFP, visualizada mediante un microscopia de fluorescencia
vertical, indicando la produccion de viriones. Las células fueron cosechadas en
presencia de 5 mL del buffer A (10 mM Tris HCL, 0.5 M NaCl2, pH. 8.0), posteriormente
fueron centrifugadas a 3,000 rom vy lisadas (por calor y frio). El lisado fue centrifugado
a 3,000 rpm por 5 min a 4°C, el sobrenadante fue utilizado para la produccién a gran
escala de los adenovirus recombinantes. Veinticinco cajas de cultivo 775 con 100% de
confluencia de células AD295, fueron infectadas con 1 mL del sobrenadante. Cinco
dias posteriores a infeccion las células fueron cosechadas con un rapador (scraper)
en presencia de 10 ml del buffer A. Las células fueron lisadas por calor de frio y
centrifugadas a 3,000 rmp. Los viriones fueron purificados del sobrenadante por ultra
centrifugacién por gradiente por CsCl (32,000 rom, 18 h a 4°C), didlisados y se
almacenados a -70°C. Los titulos virales (PFU) fueron determinados por ensayos en
placa en células AD293 de acuerdo al protocolo de Vogelstein.2¢0 Mediante andlisis
de western Blot fue verificado la produccion de la proteina E2 y IL-12 en células AD293
y BMK-16/myc. Adicionalmente, se genero un adenovirus que expresa la proteina GFP
(AdGFP) como control para los ensayos de infeccién y de proteccion tumoral.

Ensayo de Proteccién Tumoral

Modelo tumoral: La evaluaciéon preclinica fue llevada cabo en un modelo
fumoral murino HPV 16 positivo. Para ello se utilizaron ratones Balb/c, hembras de 6
semanas de edad.250  Aproximadamente. 2X105 y 3X105 células BMK16/myc fueron
inyectadas via subcutdnea en el dorso de ratones Balb/c previamente rasurado el
sitio donde se les inyecto las células. Cada grupo de 5 ratones (provisto del bioterio
del Instituto Nacional de Salud PUblica, cepa provienen del Charles River Laboratories,
Wilminton, Mass., USA), se les midié el volumen tumoral por dia en mm3 (V= didmetro
mayor X didmetro menor?) y la sobrevivencia de los mismos. El volumen tumoral para
determinar el efecto terapéutico de los adenovirus en estudio fue de [20 a 30] mms3,
esté volumen tumoral se considerd como fiempo cero y posterior a este se determind
el efecto de inhibicién tumoral sobrevida y los adenovirus.

Administraciéon de adenovirus recombinantes: Grupo de 5 ratones con
volumen tumoral de 20 a 30 mm3 se les administrd via infratumoral 5X105 PFU de los
viriones recombinantes, AACMVE2HPV16, AACMVYmIL-12 y ADAGFP en un volumen final
de 30 uL en PBS 1X por separado. Adicionalmente, a un grupo de 5 ratones con
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tumor, se les co-administré 5X103 PFU de cada adenovirus (AdE2mIL-12 vy
AdCMVE2HPV16) en un volumen final de 30 pL via intratumoral. Todos los ratones
fueron monitoreados por un periodo de 28 dias, se determind la inhibicidon tumoral
mediante la cuantificacidon del volumen tumoral (mm3) cada tres dias con un
caliptero digital y la curva de sobrevida.

Andlisis Estadistico: Los datos se analizaron y prestan como media (X) y por
error estédndar (ES). Adicionalmente, un andlisis de varianza (ANOVA) para determinar
las diferencias entre los grupos experimentales en el programa STATA. Con un valor de
P <0.05 para considerar diferencias significativas.
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Resultados

La proteina E2 de HPV 16 reprime la expresion de los oncogenes E6 y E7 en
células transformadas con HPV 16. La linea celular BMK-16/myc fue previamente
fransformada con el genoma completo de HPV 16,250y el estatus del genoma de HPV
16 en las células fue determinado por PCR-RFLPs (figura 15A) amplificando un
fragmento de DNA del LCR del genoma de virus y por restriccion enzimdtica fue
determinado el genotipo de HPV. Por otro lado, para confirmar que los oncogenes Eé6
y E7 son expresados por la linea celular muring, los niveles de expresion de los RNAM
de Eé y E7 fueron analizados y fueron comparados con lineas celulares tfransformadas
con HPV 16 (SiHa y CaSki) y no fransformadas con HPV (C-33 A). La figura 15B muestra
la expresion de los oncogenes E6 y E7 mediante RT-PCR en las lineas celulares
transformadas con el HPV 16. Este resultado demuestra que la linea celular BMK-16-
myc expresa constitutivamente los oncogenes Eé6 y E7 similar a lineas celulares

humanas transformadas con HPV 16.
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Figura 15: Deteccion del DNA viral la linea celular BMK-16/myc por PCR-RFLPs (A) y deteccion de los
RNAm de los oncogenes E6 y E7 de HPV 16 por RT-PCR (B). 1). Leader 100, 2) control negativo, 3). Células
C-33 A, 4) células CaSki, 5) células SiHa y 6) Células BMK-16/myc
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Por otro lado, varios reportes han demostrado que la proteina E2 de HPV 16 tiene una
influencia de regulacion negativa sobre la expresién de los oncogenes Eé y E7.108-112
De esta manerq, los efectos de regulaciéon de la proteina E2 de HPV 16 fueron
examinados en la linea celular BMK-16/myc y ademds fueron comparados con |os
efectos generados sobre la linea celular SiHa. La figura 16A muestra la represion del
oncogen E6 de HPV 16 en células BMK-16/myc y SiHa después de ser transfectadas
con el gen de E2 de HPV1é. Veinticuatro horas después de la transfeccion se detectd
una reduccién de aproximadamente el 80% de la expresion del gen de Eé y la
inhibicion decae hasta las 60 horas. Similares efectos fueron observados para el
oncogén E7, solo que la represidn de la expresion del gen E7 se presenta de manera
continua (Figura 16B). Estos resultados confirman que la proteina E2 de HPV 16 afecta
la regulacion de la expresidon de los oncogenes Eé y E7 y estos efectos también se
presentan en células transformadas con HPV integrado.

La proteina E2 altera el crecimiento celular e induce apoptosis a fravés de la
activacion de pro-caspasa 8 en la linea celular BMK-16/myc. Se ha documentado
que la proteina E2 de HPV 16 tiene efectos sobre la proliferacion celular en células
humanas tfransformadas por HPV. A favor de demostrar su efecto sobre una linea
celular murina HPV 16 positiva. Células BMK-16/myc fueron transfectadas con el gen
de E2 y se determind el porcentaje de proliferacidén celular por un ensayo de MTT.
Adicionalmente, se transfectaron células SiHa para comparar los efectos de E2 en
una linea celular humana. La figura 17 se muestra las curvas de proliferacion de las
lineas celulares BMK-16/myc y SiHa sin tfransfectar, transfectadas con un pldsmido
irelevante (pCDNAS3) y fransfectadas con el plasmido pCMVP16-E2. Se observa que la
proteina E2 inhibe el crecimiento celular de ambas lineas celulares, BMK-16/myc vy
SiHa.
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Figura 16: Represion de los oncogenes E6y E7 de HPV 16 por la proteina E2 en las lineas celulares

SiHa y BMK-16/myc por RT-PCR tiempo real.
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Aproximadamente, el 30% de inhibicion de crecimiento celular se observd 24 horas
después de la transfeccién transitoria en ambas lineas celulares. Sin embargo, los
efectos de E2 fueron mds evidentes a las 36 y 48 horas después de la transfeccion. Por
ofro lado, las células transfectadas con un pldsmido irrelevante (pcDNA3), no
mostraron cambios significativos en el crecimiento celular comparado con las células
sin transfectar. Estos resultados indican que la proteina E2 de HPV tiene un efecto
negativo sobre el crecimiento celular en la linea celular BMK-16/myc y estos efectos
son comparables a los observados en células humanas fransformadas con HPV.
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Figura 17: Efecto de inhibicién del crecimiento celular y viabilidad celular por E2 de HPV 16
en las lineas celulares SiHay BMK-16/myc.

Adicionalmente, se evalud si la proteina E2 de HPV es capaz de inducir la muerte
celular de la linea celular murina BMK-16/myc. Basados en el mismo sistema de
fransfeccidn fransitoria in vitro descrito en materiales y métodos, se observd que
después de la transfeccion las células BMK-16/myc presentan varios cambios
morfoldgicos celulares, incluyendo cambios de la membrana plasmdatica, pérdida de
contacto célula-célula, encogimiento del citoplasma, cuerpos apoptdticos (figura
18).
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Figura 18: Efecto de la expresidn de E2 de HPV 16 en células BMK-16/myc. a-e) Células no transfectadas,
f-j) Células transfectadas con los E2 de HPV 16. Se observan cambios en los contactos célula-célula (h) y
formacién de cuerpos apoptéticos (j).
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Por otro lado, mediante un ensayo de TUNEL, se verificd si la proteina E2 de HPV 16
tiene algun efecto sobre la fragmentacion de DNA en las células BMK-16/myc. La
figura 19A muestra a las células BMK-16/myc después de la transfeccidn con E2 vy
visudlizadas con un microscopio de fluorescencia y en campo claro (MCC). Se
detectd hebras de DNA fragmentadas por el proceso de apoptosis (Anexo 3).
Cuarenta y ocho horas despus a la transfeccién, se observd un claro marcaje de los
nucleos de las células. Ademdas se observaron otros cambios celulares, tales como
una reduccidn en el tamano de citoplasma y nidcleo, cambios morfoldgicos en el
nucleo, fragmentacion celular y cuerpos apoptdticos. En el mismo ensayo de
fransfeccion fransitoria con E2 se detectd la presencia de la proteina E2 por Western
Blot, la cual fue evidente 36 y 48 horas después de la transfeccién (Figura 19B).

Los hallazgos anteriormente descritos demuestran una correlacion entre la supresion
del crecimiento celular y la subsiguiente muerte celular de la linea celular murina BMK-
16/myc. Resultados similares fueron detectados en células humanas transformadas
con HPV 16 (SiHa), no obstante la linea celular C-33 A no sufrié cambios por el efecto
de la proteina E2.2¢1 Conjuntamente al efecto apoptdtico de E2 en la linea celular
BMK-16/myc, se analizé si la via extrinseca de la apoptosis estaba implicada en la
activacion de la muerte celular. La figura 20A muestra las células BMK-16/myc
transfectadas con el gen de E2 de HPV 16 y diferentes tiempos de la transfecciéon se
detectaron las proteinas pro-caspasas (forma inactiva o precursor) y caspasa
(fragmentada, forma activa o efectora) 8 y 3. El precursor de caspasa 8, (50-55 kDa)
fue detectado en todos los tiempos de la transfeccidn y la caspasa 8 fue evidente 36
horas después de la transfeccidn con el gen de E2. La cinética de la caspasa 3
efectora (forma activa) fue muy similar a la de caspasa 8. La administracién de un
inhibidor especifico para caspasa 8 (AclETD-CHO), inhibe la activacion de la caspasa
8y 3, se blogued la fragmentacioén de DNA y en consecuencia no se presenta muerte
celular (Figura 20B y Anexo 4). Por lo tanto, la muerte celular de la linea celular BMK-
16/myc mediada por E2 estd relacionada con la activacion de la via extrinseca de la
apopftosis.
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Figura 19: La expresion de E2 de HPV 16 en células BMK-16/myc induce la fragmentacién de DNA. A)
Ensayo de Tunnel, (a-d) células transfectadas con E2 y visualizadas en microscopio campo claro (MCC) y (e-
h) células transfectadas con E2 y visualizadas en microscopio de fluorescencia (MF). B). Western Blot para la
deteccion de la proteina E2 de HPV 16 y actina en células transfectadas con el plasmido pCMVp16-E2.
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Figura 20: Efecto de E2 de HPV 16 sobre la activacion de la via extrinseca de la apoptosis
mediante la activacién de caspasa 8 y 3 en células BMK-16/myc

La linea celular BMK-16/myc induce tumores en ratones Balb/c
inmunocompetentes. Con el objetivo de generar un modelo experimental tumoral
murino positivo al HPVY como una aproximaciéon de un modelo de cdncer cervical.
2X105 y 3X105 células BMK-16/myc HPV1é6 positiva anteriormente descrita, fueron
administradas via subcutdnea en el dorso de ratones Balb/c inmunocompetentes. El
crecimiento tumoral fue palpable 15 dias después de la administracion y se monitoreo
hasta que el crecimiento fue medible. La figura 21A muestra el crecimiento tumoral
en los ratones con las células administradas. El 80% de los ratones desarrollaron tumor
con la administracion de 2X105 y el 100% desarrollo tumor con la dosis de 3X105.
Ademdas, se detectaron casos de ratones que desarrollaron metdstasis en pulmon,
rinén, tumores en piel y caja tordcica. El tejido tumoral metastdsico fue analizado por
RT-PCR con la finalidad de detectar los RNAs mensajeros de los oncogenes E6 y E7 de
HPV 16 los cuales son expresados por la linea celular BMK-16/myc (Figura 21B).

Adicionalmente, se detectd que a partir del dia 25 posterior a la implantacién del
tumor, el crecimiento tumoral es irregular y se invagina, esto impide una clara
medicién tumoral. Por otro lado, se analizé la curva de sobrevida de los ratones, se
detectd que el 100% de los ratones muere producto del proceso canceroso. Los
ratones al dia 45 posterior al implante del tumor, es evidente la baja de peso y la falta
de apetito. Los ratones con la dosis mds alta de células tumorales, comienzan a morir
a partir del dia 55 y los ratones con la dosis mds baja mueren en el dia 65.
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Figura 21A: Modelo tumoral murino en ratones Balb/c HPV 16 positivo: Grupo de ratones tratados con
2X10° y 3X10° células BMK-16/myc, el 80 y 100% de ratones desarrolla tumores respectivamente.
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Figura 21B: RT-PCR punto final parala deteccion de los oncogenes E6y E7 en
tejidos de ratones con tumor.
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Construccién y Produccion de Adenovirus Recombinantes: Usando un sistema
de generacion de adenovirus recombinantes en bacterias descrito en materiales y
métodos, se realizd el diseno y la generacidén a gran escala de los adenovirus
recombinantes. El interés del proyecto fue la construccién y produccién de cuatro
vectores virales. a). Vector adenoviral recombinante que expresa el gen de la IL-12 de
ratén bajo un promotor de CMV, AACMVmIL-12 b). Vector adenoviral recombinante
que expresa el gen de E2 del HPV 16 bajo el control del promotor de citomegalovirus
(CMV), AdACMVE2HPV16 c). Vector adenoviral recombinante que expresa la
interleucina 12 bajo un promotor compuesto de cuatro elementos de respuesta a la
proteina E2 de HPV 16, ADE2mIL-12 y d). Vector adenoviral recombinante que expresa
la proteina GFP bajo un promotor de CMV, AACMVGFP. Adicionalmente los vectores
AdCMVE2HPV16, AACMVYmIL-12 y AdE2mIL-12, confienen la proteina GFP como
marcador adicional para monitorear la capacidad de infeccidon, transgénesis, de
expresion génica y produccidon de viriones. Los vectores fueron generados como se
describe en materiales y métodos.

Para generar los adenovirus recombinantes, inicialmente se clono el gen de interés o
promotor en un pldsmido de transferencia (pAdTrack-CMV, pAdTrack), el cuadl
contiene dos brazos de recombinacion homologa con el pldsmido pAdEasy. El
pladsmido recombinante posteriormente fue linearizado y mediante lipofeccion se
transfecto en células AD293 para generar la produccidon de viriones recombinantes
(Figuras 22-25). Posterior a la purifican de los virus y se realizé la produccion a gran
escala de los viriones en cajas de cultivo. La Figura 25 ejemplifica la produccion de
viriones de adenovirus en células AD293 en cultivo, posteriormente las células fueron
cosechadas y lizadas. Por medio de gradiente de CsCl se purificaron los viriones y se
dializaron toda la noche en presencia de un buffer neutfro. Los viriones fueron
cuantificados y se determind su capacidad de infeccidén en células en cultivo AD293.
La transgénesis fue determinada por la capacidad de produccidén de la proteina
verde fluorescente en las células infectadas.
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V). E). Clonaciéon del gen de la IL-12 en los plasmidos pAdTrackSP1E2 y pAdTrackCMV, en sitios EcoR V y Bgl Il
Caracterizacion de productos en gel de agarosa al 1%.
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Figura 24: Caracterizacion de plasmidos de transferencia (A) y recombinantes (B): La
caracterizacion de los plasmidos se realiza mediante la digestion enzimatica con la enzima de restriccién Pac
I. Los vectores de transferencia tienen dos sitios de digestion, liberando el gen de resistencia a kanamicina.
Los plasmidos recombinantes contienen los dos sitios de restriccion; sin embargo, producto de la
recombinaciéon homologa el producto de liberacién es de mayor peso molecular, como se muestra en la figura.
1). Marcador L Hind lll, 2). pAdTackCMV, 3).pAdTrackCMV Pac |, 4). pAdTrack, 5). pAdTrack Pac |, 6).
pAdEasy 1, 7).pAdEasyl Pac I. 8-15). Plasmidos recombinantes (R). 8). pPRAACMVGFP, 9). pRAACMVGFP
Pac |, 10). pRAdCMVE2HPV16, 11). pRAJCMVE2HPV16 Pac I, 12). pRAICMVmIL-12, 13). pRAdCMVmIL-12
Pac I, 14). pRAJE2mIL-12 y 15). pRAJE2mIL-12 Pac I.
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Figura 25: Produccion a gran escala de adenovirus recombinantes: A). Cultivo a gran escala de
células AD293 transfectadas con los plasmidos recombinantes. Se muestra las células cosechadas y
centrifugadas 10 dias después de la transfeccion. Las células fueron lizadas por congelacion y
descongelacion, posteriormente se centrifugaron para formar un gradiente de CsCl. La banda translucida
corresponde a los viriones generados, los cuales se recuperaron por pinzén mediante una jeringa. Los
viriones fueron dializados para eliminar el CsCl. B). Se muestra la deteccion de la proteina verde fluorescente
expresada por las células transfectadas con los pladsmidos recombinantes 10 dias después de la transfeccion
indicando la produccién de viriones. C). Células AD293 infectas con los 50 MOI de los viriones generados A-B.
Treinta y seis horas después de la infeccion se observa un 100 % de células infectadas por el adenovirus.
Nota: en B-C, se presentan las células visualizadas en un microscopio de fluorescencia y ademas se
presentan las células visualizadas en campo caro.
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Adenovirus recombinante que expresa la proteina E2 de HPV 16 tiene un efecto
antitumoral in vivo: Previaomente fue demostrado las funciones de la proteina E2 de
HPV 16 como represor franscripcional de los oncogenes Eé y E7, inhibicién de la
proliferacién celular e inductor de la muerte celular a través de la via extrinseca en la
linea celular BMK-16/myc. Por lo tanto, se decidid examinar si la proteina E2 de HPV 16
fiene propiedades antitumorales en un modelo tumoral in vivo. Para comprobar esta
hipdtesis, un vector adenoviral recombinante que expresa la proteina E2 de HPV 16
fue generado, AJCMVE2HPV16, como se indica en materiales y métodos.
Inicialmente, se evalud la expresidn de la proteina E2 por la infeccidon en células en
cultivo por el vector adenoviral AACMVE2HPVI16. La figura 26A, demuestra la
deteccion de la proteina E2 de HPV en células BMK-16/myc después de 48 horas
después de ser infectadas con 50 y 100 MOI del AACMVE2HPV16. El Western Blot
demuestra una clara banda de un peso molecular de 42 kDa correspondiente a la
proteina de E2 de HPV 16, mediante un anticuerpo generado en el laboratorio (ver
materiales y métodos).

Posteriormente, se examind el efecto anti-tumoral de E2 de HPV 16 en el modelo
tumoral experimental. Grupos de ratones con tumor fueron inyectados via
infratumoral con una dosis Unica de 5X108 PFUs con los virus AACMVE2HPV16 vy
AdJCMVFGFP, y un grupo control de ratones con tumor sin fratamiento (ver materiales
y métodos). La figura 26B muestra que la mayor reduccién tumoral se observa con el
tratamiento con AdCMVE2HPV16. Este efecto es muy evidente hasta el dia 15
después de la administracion del adenovirus AACMVE2HPV16. No obstante, después
de este dia el tumor crece lentamente hasta el dia 30 de andlisis. Por otro lado, los
ratones fratados con el vector AACMVGFP inicialmente muestrarén una ligera
reduccion del tumor, pero posteriormente crece gradualmente menor que los ratones
sin fratamiento. Estos resultados indican que la proteina E2 de HPV16 tiene un efecto
de inhibicién de tumoral, lo cual es una buena aproximacidon para su UsoO Como
estrategia terapéutica contra el cdncer cervical.

Adenovirus recombinante que expresa la proteina IL-12 tiene un efecto
antitumoral in vivo: Con el objetivo de determinar el efecto antitumoral de la IL-12
sobre un tumor experimental HPV 16 positivo en un contexto de ratones
inmunocompetentes. Un vector adenoviral recombinante que expresa la IL-12 fue
generado como se describe en materiales y métodos. Se evalud la expresion de la
proteina IL-12 en células en cultivo AD293 infectadas con el virus recombinante. La
figura 27A muestra la deteccion de la proteina IL-12 mediante western blot, se
detectdé una banda de aproximadamente 40 kDa correspondiente a la proteina.
Posteriormente, se evalud el efecto anti-tumoral del virus recombinante AACMVmIL-
12. Grupo de ratones con fumores establecidos de entre 20 a 30 mm3 de volumen
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fueron inmunizados con 5X108 PFUs del ADACMVYmIL-12, donde se determind el efecto e
inhibicion tumoral. Cinco dias posteriores al tratamiento se observd reduccidén total del
tamano tumoral en 4 de 5 ratones fratados y un ratén mostrd moderada respuesta al
fratamiento, No obstante el crecimiento tumoral fue muy lento. Adicionalmente, los
ratones tratados con el adenovirus AACMVGFP se observa una protecciéon tumoral
transitoria hasta el dia 10 posterior al tratamiento. Sin embargo, el crecimiento tumoral
no alcanza el crecimiento de los ratones sin tratamiento (figura 27B). Estos resultados
indican un claro efecto antitumoral de la citocina IL-12 en el modelo tumoral
evaluado e indica su posible implicacion para el fratamiento del cdncer cervical.

Efecto antitumoral aumentado por la co-administracién de los adenovirus
recombinantes AdE2mIL-12 y AACMVE2HPV16: Previamente se demostrd el efecto
anfi-fumoral de los genes E2 de HPV 16 y la IL-12 mediante adenovirus recombinantes
como vehiculos de fransgénesis. Sin embargo, como una aproximacién de generar
una estrategia terapéutica especifica contra células neopldsicas HPV positivas, se
planted el uso de un adenovirus recombinante que expresara la IL-12 bajo un
promotor especifico que respondiera a la proteina E2 de HPV (AdE2mIL-12). De tal
manera, que la co-administracion de un vector adenoviral AACMVE2HPV16 vy el
vector AdE2mIL-12, en conjunto ejerzan un efecto antitumoral amplificado. La prueba
de concepto fue que el vector AACMVE2HPV 16 induzca la muerte celular de la célula
neopldsica por via de apoptosis y por otro lado la proteina E2 estimule la expresion de
la IL-12 via activacion promotor de E2 presente en el vector AJE2mIL-12. En
consecuencia, la expresion de la IL-12 favorezca la activacion de la respuesta inmune
celular lo cual tendria un efecto directo sobre la eliminacion de la célula tumoral. Este
efecto en el sistema tumoral in vivo en el contexto de ratones inmunocompetentes, se
observaria un efecto anti-tumoral amplificado.

En este estudio se generd el vector ADE2mIL-12 como se describid previamente
(materiales y métodos) y se evalud su funcionalidad mediante ensayos in vitro. Se
infectaron células en cultivo BMK-16/myc con los el vector AdE2mIL-12 y se co-
infectadas con el vector ADCMVE2HPV16. La figura 28 muestra la deteccidén de la
proteina IL-12 mediante wester blot en las células BMK-16/myc infectadas. Se observa
gque a medida que aumenta la concenfracion de particulas virales de
AdCMVE2HPV16 (rango O, 5, 10, 50, 100 MOI) y manteniendo constante la
concentracion de AdE2mIL-12 (50 MOI), un aumento en la concentracion de la
proteina IL-12 a 48 hrs posterior a la co-infeccién. Estos resultados determinan una
clara induccién de la expresion de la IL-12 mediada por la activacion transcripcional
de E2 y su interaccidon con el promotor (E2) presente en el vector ADE2mIL-12.
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Figura 26: Efecto antitumoral del adenovirus recombinante AdCMVE2HPV16 en un
modelo tumoral murino. A). Deteccién de la proteina E2 por western blot en células BMK-16/myc
infectadas con el adenovirus ADACMVE2HPV16, B). Efecto antitumoral del ADACMVE2HPV16 y comparacion

ratones tratados con AACMVGFP y sin tratamiento. Los datos se presentan como X+ ES. P<0.0001
comparada entre los grupos.
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Figura 27: Efecto antitumoral del adenovirus recombinante AdCMVIL-12 en un
modelo tumoral murino. A). Deteccion de la proteina IL-12 por western blot en células BMK-16/myc
infectadas con el adenovirus AACMVmIL-12 B). Claro efecto antitumoral del AACMVmIL-12 y comparacion

ratones tratados con AACMVGFP vy sin tratamiento. Los datos se presentan como X+ ES. P<0.000 comparada
entre los grupos.
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Una vez determinado la inducciéon de la IL-12 por la proteina E2, el siguiente paso fue
detectar sel efecto antfitumoral de E2. Ratones con tumor establecido (20 a 30 mm3)
fueron tratados con los vectores virales, se co-infectaron via infratumoral y se
determiné la inhibicién del crecimiento tumoral. Ademds este efecto fue comparado
con los ratones tratados con los vectores virales solos, con el vector ADCMVGFP vy
ratones sin tfratamiento. La figura 29 muestra un claro efecto de inhibicién tumoral en
los ratones tratados con la co-infeccion. Se observa casi una reducciéon fotal de la
masa fumoral; no obstante el efecto es muy similar al generado con el fratamiento
con solo el virus AAdCMVmIL-12. Sin embargo, observamos un diferencia in vivo en los
ratones monitoredndolos fisicamente. Los ratones tratados con la co-infeccion de los
vectores, en el 100% de los casos no se presento recurrencia del crecimiento fumoral.
En comparacion con los ratones tratados el AACMVYmIL-12, un ratén (1/5) mostrd un
lento crecimiento tumoral hasta el dia representado, no obstante después de este
fiempo (datos no presentados) el fumor crece lentamente. Adicionalmente, la figura
29 ademds muestra una comparacidén de todos los tratamientos evaluados en los
ratones. Se observa que solo el tratamiento con los vectores adenovirales
recombinantes, ejercen un efecto antitumoral pero este es transitorio. EIl adenovirus
AdE2IL-12 no presentd proteccion tumoral y el AACMVE2HPV16 indujo inhibicién
tumoral hasta los 15 dias después del tratamiento. Sin embargo, los mejores efectos
de inhibicidn tumoral fueron los tratamientos con el adenovirus AACMVmIL-12 vy el co-
tratamiento con los virus ADE2mIL-12 y AACMVE2HPV 16 (figura 29).

0 5 10 50 100 MOI AdCMVE2HPV 16
| (50 MOl AdE2mIL-12)

- - @ .1
p40

|« Actina
43 kDa

Figura 28: Induccion transcripcional de la IL-12 por la proteina E2 de HPV 16. Células
BMK-16/myc fueron co-infectadas con los virus AdE2mIL-12 (50 MOI) y con dosis crecientes del
adenovirus ACMVE2HPYV 6 (5-100 MOI), 48 hrs posterior al tratamiento se detecto la induccién de
la proteina mIL-12 por medio e western blot.
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Figura 29: Efecto antitumoral de los genes E2 de HPV 16 y la IL-12 mediante vectores
adenovirales recombinantes evaluado en un modelo experimental murino HPV 16 positivo.
Ratones balb/c con un tumor inducido por la administracién de células BMK-16/myc, fueron
tratados con los vectores adenovirales recombinantes AACMVE2HPV16, AACMVmIL-12, AdE2mIL-
12, ADCMVGFP y con la co-administracion de los adenovirus AdE2mIL-12 y AACMVE2HPV16.
Posteriormente, se evaluo el efecto de inhibicién de crecimiento tumoral a diferentes tiempos del
tratamiento. Los datos se presentan como X+ ES. P<0.0001 comparada entre los grupos.
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Finalmente se evalud la sobrevida de los ratones con tumor tratados con los vectores
adenovirales recombinantes. La figura 30 muestra un discreto aumento en la
sobrevida de los ratones tratados con los adenovirus ADCMVGFP y AdE2mIL-12
comparado con los ratones control. No obstante, se observd un aumento
considerable en la sobrevida de los ratones (57%) tratados con el ACMVE2HPV16. Sin
embargo, el mayor efecto en la sobrevida fue observada con el fratamiento del
adenovirus AACMVmIL-12 y el co-fratamiento con los virus AJE2mIL-12 y AACMV-
E2HPV16. Ambos vectores virales fienen un efecto sobre la eliminacion tumoral en 3/5
(60%) ratones lo cual correlaciona con la sobrevida de los ratones y con el 30% de los
ratones que no responden al tratamiento. Estos resultados son muy alentadores vy
establecen el potencial que tienen los vectores adenovirales en la terapia génica
contra cdncer cervicouterino (CaCu), y la factibilidad del uso de la IL-12 como gen
terapéutico con actividad anti-tumoral como posible fratamiento contfra lesiones
precancerosas y cancerosas del cérvix asociadas a la infeccién por el virus del
papiloma humano.

120
===CONTROL

100

== AdCMVGFP

e AdEZmIL-12

N <
o (=)

=== AdCMVmIL-12

Porcentaje de Sobrevida

40 —— AdCMVEZHPV16
20 ———AdE2mIL-12/
AdCMVEZHPV16
0
T O " O O+ OO OO A O A O - O
"N NM NN FFINLN O OINNDNNOOOOD

Tiempo (dias)

Figura 30: Sobrevida de los ratones con tumor tratados con adenovirus
recombinantes.
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Discusién

El cdncer cervicouterino (CaCu) representa un grave problema de salud
publica global, lo cual implica redoblar esfuerzos para mejorar los sistemas de
diagndstico, control y tratamiento de esta neoplasia. En este sentido el presente
frabagjo pretende ser un acercamiento para el desarrollo de una estrategia
terapéutica como tratamiento para lesiones cervicales precancerosas y neoplasias
cervicales asociadas a la infeccidn por el virus del papiloma humano.
El cdncer cervicouterino es una neoplasia de desarrollo lento que conlleva la
acumulacion de diversas alteraciones moleculares, celulares y de la respuesta inmune
generando un microambiente tumoral favorable para su desarrollo  fumoral.
Particularmente, hemos caracterizado un estado de inmunosupresidon local generado
por la produccion de citocinas inmunosupresoras asociadas a la infeccion por HPV, lo
cual representa un mecanismo de evasion a la respuesta inmune mediada por
células tumorales HPV positivas.'2-13 No obstante nuestro reto fue modificar o revertir el
estado de inmunosupresiédn local mediante activacidon de respuesta inmune celular y
eliminar a las células tumorales por un evento de muerte celular, usando la IL-12 vy la
proteina E2 de HPV respectivamente, mediante terapia génica viral evaluada en un
modelo tumoral murino HPV positivo.

La prueba de concepto fue evaluada en un sistema in vitro, células BMK-16/myc vy
SiHa fueron transfectadas con el pldsmido pCMVp16-E2 (codifica para la proteina E2
de HPV 16), mostraron un claro efecto de represion franscripcional de los oncogenes
E6/E7 con una correlacidon antiproliferativa sobre las lineas celulares. Estos resultados
son consistentes con las propiedades bioldgicas de E2 sobre ofras linea
celulares.?8.104111.118123 | g linea celular murina BMK-16/myc transformada con el HPV 16
responde de manera similar a las lineas celulares humanas derivadas de carcinoma
cervical HPV positivas. Adicionalmente, E2 de HPV 16 tienen similares efectos
antiproliferativos en células fransformadas por los eventos de la infeccién viral y en
células epiteliales fransformadas con el HPV experimentalmente. Por ofro lado, se ha
demostrado que E2 de HPV de alto riesgo tiene un efecto antiproliferativo sobre lineas
celulares epiteliales inmortalizas o transformadas HPV negativas. Lo que implica que la
propiedad anti-proliferativa de la proteina E2 puede ser independiente de la
presencia de HPV, lo cual tendria implicaciones sobre los mecanismos intrinsecos de
la transformacion celular.

La expresion ectopica de E2 en las células BMK-16/myc induce cambios citoldgicos
muy claros de aparente muerte celular (figura 18). Mediante un ensayo de TUNEL in
situ se demostré que E2 induce la fragmentacion de DNA 48-72 hrs posteriores a la
fransfeccion, lo que indica la muerte celular por apoptosis (figura 19, anexo 3). Estos

77



hallazgos tienen una relacion con la represion de los oncogenes E6/E7 y la funcion
anti-proliferativa de E2 detectada inicialmente (figuras 16 y 17). No obstante, nuestro
interés fue precisar en la via de activacion de la muerte celular mediada por E2 en
células BMK-16/myc. Basados en el sistema de transfeccion in vitro se demostré que E2
induce la activacidon de la via extrinseca de la apoptosis, con una especificidad de
activacion de pro-caspasa 8 al incubar las células con un inhibidor especifico para
esta pro-caspasa (figura 20 y anexo 4). Este hallazgo es congruente con un reporte
previo sobre la activacién de pro-caspasa 8 en keratinocitos fransformados con HPV y
fransfectados con E2,25 pero no hay reportes en lineas celulares derivadas de cdncer
cervicouterino HPV positivas. La activacion de la via infrinseca de la apoptosis no fue
evaluada. Sin embargo, hay reportes conftroversiales donde se involucra la
participacién de p53 como mediador de la muerte celular en células derivadas de
carcinoma cervical pero sin precisar la activacidon de procaspasas asociadas a la
activacion de la via intrinseca.’26 En las células BMK-16/my se presupone gue no se
activa la via intrinseca ya que en células transfectadas con E2 en presencia del
inhibidor especifico para pro-caspasa 8, (via intrinseca estd intacta) no se detecta
muerte celular (Anexo 4). Por otro lado, se ha reportado que solo las proteinas E2 de
HPV de alto riesgo pueden inducir muerte celular por apoptosis en células de
carcinoma cervical HPV positivo, en comparacién con las proteinas E2 de HPV de
bajo riesgo.12! Ademds, se ha reportado que las proteinas E2 de HPV de alto riesgo vy
bajo riesgo tienen diferente capacidad de interaccionar con p53 e implicaciones en
inducir muerte celular.'2 Estos resultados demuestran las multiples funciones de la
proteina E2 y la controversia de los mecanismos usados por la proteina E2 para inducir
muerte celular mediada por apoptosis en diversas lineas células transformadas con o
sin HPV.

Por otro lado, se evalto la capacidad terapéutica de los vectores adenovirales en
tumores establecido en ratones balb/c por la administracion sub-cutdnea de las
células BMK-16 como se describe en la seccién de materiales y métodos (figuras 26-
30). Ratones con tfumor fueron tratados con una dosis del adenovirus AACMVE2HPV 16,
observando inhibicién del crecimiento tumoral transitoria hasta 15 dias posterior al
fratamiento comparada con los controles (figura 26). Estos resultados sugieren que la
proteina E2 de HPV 16 tiene un efecto antitumoral temporal, que pudiera ser atribuida
por la dosis evaluada y por la infeccion/expresion del transgen transitorio por los
adenovirus recombinantes generados. Este efecto antitumoral tfemporal pudiera ser
superado aumentado la dosis o la administracion de dosis repetidas del adenovirus
recombinante. Esta especulacion estd sustentada por un estudio previo donde se
muestra un efecto antitumoral mds prolongado en un modelo tumoral en ratones
desnudos (generado por la administracion de células Hela de origen humano)
tratados con tres dosis con un virus de vaccinia recombinante con el gen de E2 del
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virus de papiloma bovino.!3! Adicionalmente, los ratones tfratados con el adenovirus
AdCMVmIL-12 mostraron un claro efecto antitumoral que se mantiene constante
hasta el tiempo evaluado (figura 27). El efecto de la IL-12 es muy evidente y es
congruente con el efecto antitumoral de la IL-12 observada en otros modelos de
tfumor reportados.244248 Lo cual nos permite especular si la dosis evaluada es capaz de
eliminar tumores con mayor volumen o dosis repetidas puede rescatar fumores mds
agresivos. Estos resultados sugieren fuertemente que la IL-12 es una citocina con
propiedades antitumorales y el efecto terapéutico de IL-12 puede estar asociado con
activacion local de diferentes bancos de la respuesta inmune y en procesos
bioldgicos de la célula tumoral.

La produccién de la IL-12 en el tejido tumoral podria activar a los linfocitos T y
promover una respuesta fipo Thl, es decir la activacion de los linfocitos T CD4+
cooperadores e inducir la produccién de citocinas como IL-2, IL-12 e INF+y
involucradas en la activacidén de la respuesta inmune celular.262263 | a IL-12 es un
factor estimulante de las células asesinas naturales (NK), inductor de la expresidén de
INF-y y promueven la destruccién de células tumorales.2¢4 El mecanismo de acciéon de
las células NK sobre las células tumorales se relaciona con la falta de expresion del
MHC clase |, 2¢3-266 'y por otfro lado INF-y puede restablecer los niveles de expresion de
MHC clase | promoviendo la presentacion antigenica en la célula tumoral. 267-268 Sin
embargo, tal vez el principal mecanismo de accién de IL-12 y su efecto antitumoral se
relaciona con la activacién de los linfocitos T CD8+ citotdxicos (CTL). La transgénesis
infratumoral de IL-12 mediante adenovirus recombinantes puede generar una
respuesta exacerbada de CTL especificas de tumor, aumentando los niveles de
linfocitos T CD8+ infiltrantes de tumor asociados al reconocimiento de antigenos
especificos de tumor y a la regresion tumoral. Este mecanismo se ha observado en
otros modelos experimentales de fumor en animales fratados con IL-12 repletados en
linfocitos T CD4+ 6/ CD8+ donde se ha demostrado el efecto de proteccién tumoral
por parte de los linfocitos T CD8+.2¢7-271 Finalmente, el efecto antitumoral de IL-12
puede estar relacionado con su accidn sobre induccidon de apoptosis de la célula
tumoral y un efecto anti-agiogenesis.272 IL-12 sobre regula la expresion de Fas y el
ligando de Fas (Fasl). Fas es una molécula de superficie celular capaz de inducir
apoptosis mediada por su ligando. La capacidad de IL-12 para incrementar la
expresion de Fas/FaslL puede estar ligada a la regresion tumoral.273-275

Por otfro lado, se evalud el efecto antitumoral de la co-administracion de los
adenovirus AACMVE2HPV16 v AdE2mIL-12. La figura 29 muestra un claro efecto de
inhibicion del crecimiento tumoral por la co-administracién viral, mostrando un
comportamiento similar al tratamiento con solo el AACMVmIL-12. Este evento puede
ser debido al volumen tumoral analizado, probablemente la evaluaciéon en tumores
mas grandes el efecto antitumoral puede ser mejor que la aplicacion de un solo
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vector viral. No obstante el efecto antitumoral por la co-administracion de adenovirus
recombinantes se mantiene y el tumor no revierte hasta el dia 100 posterior al
tratamiento (figura 30). Notablemente, se determind que la sobrevida de los ratones
con tumor tratados con los adenovirus ADCMVmIL-12 y AACMVE2HPV16/AdE2mIL-12,
aumenta muy considerablemente respecto a los ratones control y tratados con
AdCMVGFP (figura 30). Este hallazgo tiene gran importancia y relevancia, ya que en
la clinica cuando se aplican tratamientos contra neoplasias el principal factor a
considerar es evaluar la sobrevida de los pacientes. En este ensayo preclinico la
sobrevida es muy considerable y nuestro reto ahora es tratar ratones con tumor mds
grandes para poder determinar el alcance terapéutico de los adenovirus
recombinantes generados en la terapia génica contra céncer cervical.

Esta estrategia terapéutica es muy prometedora como fratamiento de lesiones

precancerosas y cancerosas. Las lesiones intraepiteliales de bajo grado podrian ser
tratado con el adenovirus AJE2mIL-12 y la expresion de la proteina E2 de la lesidon
cervical seria la proteina transactivadora de la expresion de la IL-12, lo cual
favoreceria de manera temprana la activaciéon de la respuesta inmune tipo celular.
Este evento minimizaria los efectos de la inmunosupresores de la IL-10 y evitaria la
evolucion de la lesion a un NIC I/ll. En el caso de lesiones infraepiteliales de alto
grado, caracterizado por la pérdida de expresidn del gen E2; el tratamiento seria la
co-administracion de AACMVE2HPV16 vy el ADE2mIL-12. La carencia de la proteina E2
seria restablecida por el AACMVE2HPV 16 la cual tendria un efecto sobre la activaciéon
de la apoptosis de la célula tumoral y por ofro lado induciria la respuesta inmune
celular mediada por la activacién de la IL-12 via el promotor de respuesta a E2
presente en el vector ADE2mIL-12. El tratamiento en conjunto de los genes E2 y la IL-12
seria una estrategia terapéutica para aplicacién en los diferentes estadios del
desarrollo del cdncer cervicouterino e independiente del tipo de HPV que esté
infectando al tejido cervical.
Este trabajo es una buena aproximacién de una estrategia terapéutica para cdncer
cervicouterino evaluada en un modelo tumoral murino HPV positivo. Aqui se
establece las propiedades terapéuticas de la proteina E2 de HPV 16 vy la IL-12
evaluadas mediante terapia génica viral. Ademds se establece la capacidad de
infeccion de los adenovirus recombinantes en el modelo tumoral murino y su
capacidad de transgénesis como vehiculo para el transporte y liberacidon de genes
terapéuticos. En conclusién, se demuestra que la aplicacion de adenovirus
recombinantes con los genes E2 e IL-12 y la co-administracién de E2 e IL-12 con un
promotor especifico para papiloma (E2), son buenos candidatos y promisorios como
potencial tratamiento para el confrol de lesiones tempranas y de neoplasias
cervicales de alto grado asociadas a la infecciéon por el HPV.
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Conclusiones

La proteina E2 de HPV 16 tiene un efecto antiproliferativo, inhibicién de la
expresion de los oncogenes E6 /E7 e induccidon de apoptosis via caspasa 8
sobre la linea celular BMK-16/myc de ratén transformada con HPV 16. Este
efecto de E2 es muy similar a lo generado en las células SiHa HPV 16 positivas
derivadas de cdancer cervicouterino.

Se establecié un modelo tumoral murino HPV positivo generado en ratones
Balb/c inmunocompetentes por la administracion de células BMK-16/myc
fransformadas con HPV 16. Adicionalmente, se detectd metdstasis a pulmon, la
cual en periodo de 55 a 60 dias es letal.

Mediante el sistema AdEasy se generaron cuatro vectores adenovirales
recombinantes (AACMVE2HPV16, AACMVmIL-12, AdE2mIL-12 y AACMVGFP). Se
determind alta eficiencia en la produccidon de viriones y el 100% de infeccidén
de los adenovirus recombinantes en células AD293. Ademds, se determind
mediante Western Blot la produccidén de las proteinas E2 e IL-12 producidas por
los adenovirus recombinantes AdCMVE2HPV 16 y  AdCMVmIL-12
respectivamente.

Se demostrdé que el adenovirus recombinante AACMVE2HPV 16 fue capaz de
transactivar el promotor de la interleucina IL-12 via elementos de respuesta a la
proteina E2 presente en el adenovirus AdE2mIL-12 en un sistema de co-
infeccién in vitro en células BMK-16/myc con los adenovirus AACMVE2HPV16 y
AdJE2mIL-12.

El trafamiento de ratones Balb/c con tumor establecido, infectados con el
adenovirus recombinantes AACMVE2HPV16, generé un efecto antitumoral
transitorio; pero se observd un aumento en la sobrevida del 57% respecto a los
ratones control.

El adenovirus recombinante AACMVmIL-12 fue capaz de producir un efecto de
inhibicion tumoral en ratones Balb/c con tumor establecido y una sobrevida
del 80% de los ratones hasta el dia 100, posterior al tfratamiento comparado
con los ratones sin fratamiento.

Los ratones Balb/c con tumor establecido tratados con la co-infeccién de los
adenovirus recombinantes AdE2mIL-12 y AACMVE2HPV 16, generaron inhibicion
fumoral en el 80% de los casos. Lo cual correlaciona con un aumento
considerable en la sobrevida de los ratones libres de fumor en un 100%
respecto a los ratones conftrol.
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Anexos
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Anexo 1: Mapa del plasmido pNGVL3-mIL-12. El pldsmido contfiene los dos genes que
codifican para las subunidades p35 y p40 correspondientes a la proteina IL-12. Los genes
estan unidos por un sitio de internalizacién a ribosoma (CITES) y estan regulados
franscripcionalmente por el promotor de citomagalivirus. El pldsmido contiene el gen que
le confiere resistencia a kanamicina.
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Anexo 2: Juego de pldsmidos utilizados para generar vectores adenovirales
recombinantes. Los pldsmidos pAdEasy-1 y pAdEasy-2 recombinan con los pldsmidos
pShuttle, pShuttle-CMV, pAdTrack y pAdTrack-CMV. Los pldsmidos pShuttle y pShuttle-CMV
no contienen el gen que codifica para la proteina verde fluorescente (GFP) en
comparacaion con los pldsmidos pAdTrack y pAdTrack-CMV.
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Anexo 3: Ensayo de fragmentacién de DNA producto de un proceso de apoptosis en
células BMK-16/myc transfectadas con el pldsmido pCMVp16-E2. Se observa una clara
frgmentacién del DNA gradual al tiempo de transfeccidn con un pldsmido que expresa la
proteina E2 de HPV 16.
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Anexo 4: Inhibicion de fragmentacion de DNA en células BMK-16/myc transfectadas con
el plasmido pCMVp16-E2 y tratadas con un inhibidor especifico para la pro-caspasa 8.
BLM: Microscopia de luz blanca (a-d), TUNEL: Visualizacién de las células BMK-16/myc en

un microscopio de fluorescencia (e-h).
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