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RESUMEN

Dada la importancia del cdncer cervical y la infeccién
por VPH como problemas de salud publica en el mundo,
diversas investigaciones se han enfocado en el desarrollo
de vacunas profildcticas y terapéuticas para la prevencion
y/o tratamiento de esta enfermedad. Dentro de las
estrategias terapéuticas, la terapia génica se proyecta
como una estrategia clinica poderosa para la eliminacion
o regresion de las lesiones cancerosas a corto y mediano
plazo. La presente es una revision sobre los progresos de
estas investigaciones.
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SUMMARY

Given the importance of the cervical cancer and HPV infection
as a public health problem in the entire world, several studies
have focused on the development of the prophylactic and the
therapeutic vaccines for the prevention and for the treatment of
this disease. Among the therapeutic strategies, the gene therapy
is projected as a powerful clinical strategy for elimination or
regression of cancerous lesions in the short and medium term.
This is a review on the progress of these investigations.
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INTRODUCCION

esde el establecimiento de la
relacién etiolégica entre VPH
y céancer cervical se ha hecho
énfasis en la importancia de
prevenir la infeccién mediante
la educacién de la poblacion,
especialmente adolescente. Por otra parte,
tradicionalmente, el cancer y lesiones asociadas
han sido tratados mediante cirugia, radioterapia
y quimioterapia, técnicas que presentan efectos
adversos ampliamente conocidos “?. Debido
a ello se han realizado esfuerzos en busca de
opciones curativas y preventivas eficientes menos
invasivas y con efectos secundarios minimos o
nulos. Estas opciones se basan principalmente en
labiologiamoleculary laingenieria genéticapara
eldesarrollo de vacunasy el uso de moléculas que
estimulen larespuestainmunoldgicay citotoxica
frente alainfeccion por VPHy el cancer cervical.

VACUNAS PROFILACTICAS PARA
PREVENIR LA INFECCION POR VPH

Actualmente existen vacunas profilacticas
para prevenir el contagio de infecciones por
VPH, cuyo objetivo es la creacién de antigenos
capaces de inducir anticuerpos neutralizantes que
impidan la entrada del virus a la célula huésped.
Inicialmente se pensé en una vacuna con virus
atenuado, pero su aplicacién y evaluacién en
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humanos supuso un riesgo muy alto debido a
la presencia de ADN viral oncogénico, ademas
de que el crecimiento del virus en cultivos in
vitro habia sido escaso o limitado, hasta hace
poco cuando un grupo de investigadores logré
establecer un sistema reproducible y altamente
eficiente de produccién de VPH tipo 18 en
queratinocitos humanos, lo que presenta un
valor potencial para el establecimiento de
modelos de investigacion de la expresién viral
ex vivo ®¥. En la década de los 90 se logré
la produccién in vitro, mediante ingenieria
genética, de particulas similares al virus o VLPs
(“virus like particle”), las cuales consisten
en proteinas L1 o L1+L2 recombinantes,
obtenidas a partir de la introduccién de uno
o ambos genes respectivamente, en cultivos
de células eucariotas (levaduras, insectos o
bacterias). Estas proteinas recombinantes tienen
la capacidad de auto-ensamblarse para formar
estructuras tridimensionales que son morfolégica
y antigénicamente iguales a los viriones VPH
originales, pero carecen de genoma viral por lo
que no pueden replicarse ni causar infeccién o
cancer ©.

Se han realizado estudios en modelos
experimentales animales y también en humanos,
donde se observd una buena tolerancia a la
vacunacion sistémicacon VLPs-L 1 ylainduccion
de altos titulos de anticuerpos séricos, al menos
40 veces mas altos que los titulos producidos en
una infeccion natural ©©. El primer gran estudio
multicéntrico,doble ciego,conresultados en fase
III se publicé en el aiio 2002, sobre una vacuna
monovalente desarrollada por Laboratorios
Merck® contra el VPH tipo 16 . Este mismo
laboratorio cred otra vacuna tetravalente
llamada Gardasil® sintetizada en la levadura
Saccharomyces cerevisiae, basada en VLPs-L1
para tipos oncogénicos encontrados con mayor
frecuencia en displasias cervicales (VPH tipos
16y 18) y tipos no oncogénicos responsables de
aproximadamente el 90 % de verrugas genitales
y papilomatosis respiratoria recurrente (tipos 6
y 11), por lo cual se considera que actia sobre
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dos enfermedades hiperproliferativas distintas
®. Fue aprobada por la FDA en el ano 2006 y
se administra en 3 dosis distribuidas en 6 meses
(0, 2 y 6 meses). Estudios de seguimiento
durante 3 afios y medio después de la vacunacion
demostraron unaeficaciadel 94 % eninfecciones
persistentes con VPH tipo 16,asicomodel 100 %
en la prevencion de lesiones intraepiteliales de
alto grado asociadas a los tipos 16 y 18 y de

lesiones genitales relacionadas a los tipos 6 y
11 @19,

Laboratorios GlaxoSmithKline® desarroll
una vacuna bivalente llamada Cervarix® para
VPH tipos 16 y 18, producida en células de
insectos con baculovirus como sistema de
expresion, que también se administra en tres
dosis (0, 1 y 6 meses). Estudios realizados
registran una eficacia de los 100 % para la
prevencion de las infecciones por los tipos de
VPH involucrados, con una inmunogenicidad
casi absoluta durante 4 afios y medio después
de la vacunacién y la deteccion de titulos de
anticuerpos de 16 a 26 veces mas altos que los
detectados después de una infeccién natural ©
1112 Ambas vacunas (Gardasil®y Cervarix®)
utilizan adyuvantes basados en aluminio, lo cual
reduce la dosis requerida para inducir el pico en
el titulo de anticuerpos y ayuda a estabilizar la
vacuna durante su almacenamiento ®.

Considerando el inicio de las relaciones
sexuales en la adolescencia, la FDA aprobé
la vacuna Gardasil® para nifias y mujeres
entre 9 y 26 afios, mientras el Comité Asesor
sobre Practicas de Inmunizacién del Centro
de Control y Prevencién de Enfermedades de
EE.UU (ACIP) recomendé la administracién de
la vacuna en mujeres entre 11 y 26 afios '¥. Ha
habido controversiaen cuanto ala vacunaciénde
mujeres solamente o a la inclusién de hombres.
Al respecto, se ha sefialado que la vacunacién
de nifias de 12 afos pudiera reducir los casos
de céncer cervical asociados a los tipos 16 y
18 de VPH en aproximadamente 95 % y que la
vacunacion de nifios y nifias incrementaria este
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porcentaje tres puntos mas . También hay que
tomar en cuenta el papel potencial como vector
que el hombre puede ejercer en la infeccién de
VPH por lo que su inclusién en los programas
de vacunacion contribuiria al control 6ptimo de
su transmisién 9.

La vacunacién a edad temprana ha generado
preocupacién en padres, investigadores y
especialistas de la salud debido a la necesidad
de hablar con los nifios sobre sexualidad y
enfermedades de transmision sexual,alas cargas
de vacunacién que ya reciben los nifios, a la
posibilidad de que la inmunizacién conlleve a
la adopcion de conductas sexuales riesgosas y
a dudas sobre la seguridad de las vacunas 4?2,
Algunos investigadores han seflalado como
riesgo de la vacunacidn la posible seleccién de
tipos no incluidos en las vacunas o el incremento
en la prevalencia de tipos de VPH oncogénicos
poco frecuentes, lo cual solamente se sabrd con
el tiempo después que la vacunacién en masa
sea efectiva. Otras debilidades de la vacuna
profilactica contra el VPH es que tnicamente
protege contratipos especificos,dejando por fuera
una amplia gama de tipos virales que, aunque
poco frecuentes,también estan presentes,y que se
han reportado resultados contradictorios respecto
a la existencia de proteccién cruzada. Ademas,
la vacuna es preventiva (no cura infecciones o
lesiones existentes) y hay un bajo porcentaje de
cancer de ttero y de lesiones precursoras en las
que no se ha establecido asociacién con el VPH,
existiendo otros factores asociados al desarrollo
de este cancer,como la exposiciéon a mutagenos,
la susceptibilidad genética,el estado hormonal y
el estado inmunoldgico 43:19; tampoco se conoce
laduraciéon de la proteccién que provee lavacuna,
por lo que pudiera ser necesariala administracién
de una dosis de recuerdo 7-17.

Es importante tomar en cuenta el alto costo
de las vacunas mencionadas, sin embargo, esto
no es comparable a las pérdidas humanas o al
gasto publico generado por los tratamientos
para las lesiones asociadas a la infeccién por

VPH. En este sentido, la ACIP harecomendado
que se introduzca la vacuna contra VPH en los
programas nacionales de vacunacién de los
distintos gobiernos del mundo. Es importante
tener en cuenta que adn con la globalizacion
de la vacunacién preventiva, los esquemas de
despistaje deben proseguir debido al caracter
multifactorial del cancer cervical, a que
tUnicamente 2 de los 15 tipos oncogénicos de VPH
estan incluidos en la vacunay a que inicialmente
los programas de vacunacion abarcaran mujeres
enunrango limitado de edades, previéndose que
al menos durante 2-3 décadas las mujeres no
vacunadas sexualmente activas permaneceran
en riesgo para la enfermedad 819,

VACUNAS TERAPEUTICAS Y TERAPIA
GENICA PARA EL TRATAMIENTO DEL
CANCER CERVICAL

Otra linea en el estudio del cancer cervical
ha proseguido en la implementacién de vacunas
terapéuticas y/oterapia génicaparasucuracion. Las
vacunas terapéuticas estan constituidas por péptidos
homdlogos a las proteinas virales, indicadas en el
tratamiento de displasias y cancerinvasivode cuello
uterino o como terapia adyuvante en recidivas o
metastasis '”. También se han desarrollado vacunas
de ADN, las cuales se consideran estables, seguras,
pueden ser preparadas en grandes cantidades y
administrarse repetidamente sin efectos adversos
considerables;ademas,el ADN tiende aconservarse
enlas células receptoras, garantizando laexpresion
a largo plazo del antigeno codificado y reforzando
el mantenimiento de la memoria inmunolégica.
Sin embargo, generalmente la respuesta inmune
generadaapartirde ADN soloes débil,porloque se
haprobadoel efecto adyuvante de varias moléculas,
asi como la combinacion de genes especificos @,
Asi, se han desarrollado vacunas basadas en ADN
desnudo,en vectores virales obacterianos,en células
tumorales y en células dendriticas modificadas. En
el afio 1999, un grupo de investigadores desarrollo
y probd la vacuna TA-GW basada en la fusion de
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proteinas L2 y E7 de VPH tipo 6 con el adyuvante
alhydrogel para el tratamiento de condilomas,
reportando inmunogenicidad y la curacién de
aproximadamente 62 % de las lesiones 8 semanas
después de la vacunacion, sin efectos adversos
considerables V.

En el 2002, Kaufmann y col. @? realizaron
uno de los primeros estudios multicéntricos y
multinacionales con una vacuna recombinante,
TA-HPV consistente en el virus atenuado de
vaccinia genéticamente modificado para expresar
las proteinas E6 y E7 de VPH tipos 16 y 18. El
protocolo incluy6é dos vacunas en pacientes con
cancer cervical en estadio temprano y se observo
la induccién de respuesta humoral y mediada por
células, con bajos efectos secundarios y/o toxicos.

Enel2004,Gutiérrezy col.®evaluaronel efecto
de la vacuna recombinante MVAE?2, consistente
en el virus atenuado de la vaccinia y el gen E2
del VPH, en lesiones intra-epiteliales escamosas
de alto y bajo grado. El tratamiento consistioé en
la administracion de seis dosis, una por semana,
inyectadas directamente en el cuello del ttero.
En los resultados del tratamiento se monitored
la reduccién de las lesiones por colposcopia y
andlisis histolégico y se determind la respuesta
inmunolégicamediante lamedicion de anticuerpos
contra MVAE2 y el analisis de la actividad
de linfocitos citotoxicos contra las células
cancerosas con papilomavirus oncogénicos.
La presencia del virus fue determinada con el
método captura de hibridos (Digene®).

Después del tratamiento se logré la eliminacion
de lesiones pre-cancerosas e incluso cancerosas
(céancer in situ), con un grado de efectividad de 95
% en las primeras y 40 % en las segundas. Todas
las pacientes desarrollaron anticuerpos contra la
vacunay unarespuesta citotoxicaespecifica contra
célulastransformadas porel VPH. Estosresultados
fueron comparados con los obtenidos en un grupo
similar de pacientes tratadas con criocirugia,técnica
con la que se logrd eliminar las lesiones de bajo
grado en todas las pacientes; sin embargo, no se
observo desarrollo de actividad citotdxica contra
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las células cancerosas. En cuanto ala deteccién del
virus, no hubo evidencia en el 50 % de la muestra
después del tratamiento y en el 50 % restante solo
se detect6 el 10 % de la carga viral original. Las
evaluaciones de la vacuna MVAE2 en mujeres con
cancer de cuello uterino se encuentran en la fase
III, consistente en un estudio multicéntrico aplicado
en 250 pacientes con cancer in sifu; se ha probado
en el Hospital Juarez de la Secretaria de Salud de
Méxicoy se espera su lanzamiento al mercado una
vez culminen los analisis de la mencionada fase de
evaluacion @,

Estavacunatambién se probé en hombres parael
tratamientode condilomas uretrales observandose la
estimulacién de larespuesta inmune contrael VPH
ylaregresiondelaslesionesenel 93 % de los casos,
4 semanas despuésdelaterapia. Estasevaluaciones
se encuentran en fase II. Hasta los momentos, los
resultados obtenidos son promisorios y muestran
que la vacunacion terapéutica local con MVAE2 es
una herramienta eficaz para la estimulacién de la
respuesta inmune frente a la infecciéon por VPH y
la presencia de células transformadas por el virus,
asi como la regresion de lesiones cancerosas de
alto y bajo grado @¥.

Distintos investigadores han resaltado la
utilidad potencial del uso de pistolas genéticas
en la administracién de vacunas basadas en ADN
como parte de la estrategia de sistemas antigénicos
para el control del cancer y de enfermedades
infecciosas, proyectandose como una herramienta
importante en lainmunoterapiaantigenoespecifica
@, En el caso particular del cancer uterino, Kim
y col. (2008) en un modelo murino, utilizaron una
pistola de Helio para dispensar micro particulas
de oro cubiertas con ADN E6 de VPH tipo 16
unido a un regulador de expresion de moléculas
clase I del complejo mayor de histocompatibilidad
(calreticulinahumana). Observaron unincremento
en la respuesta inmunolégica celular y humoral,
asi como en el efecto antitumoral, a partir del
aumento del procesamiento y la presentacién de
antigenos a células T, con la regresién de tumores,
la potenciacion de la memoria antigeno especifica
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y la supervivencia prolongada de los ratones
vacunados. Los autores resaltan los posibles
beneficios clinicos de esta estrategia terapéuticaen
humanos, que pudiera incluir la coadministracién
de moléculas con otras propiedades, por ejemplo,
ADN codificador de proteinas anti-apoptéticas o
antiangiogénicas %29,

Esta vacuna fue combinada con las proteinas
E7 y L2 de VPH, observiandose igualmente
efectos terapéuticos significativos contra células
tumorales expresando E6/E7, ademds de generar
una potente respuesta especifica contra antigenos
L2, protegiendo asi frente a infeccién con
pseudoviriones; tales resultados resaltan los
beneficios clinicos potenciales de esta vacuna .

Ahn y col. (2004) @7 realizaron en ratones la
inyeccién intra-tumoral directa de una vacuna
adenoviral portadora de la secuencia £7 de VPH
tipo 16 y de la interleucina 12 (IL-12) como
adyuvante, la cual induce la respuesta inmune
celular para protecciéon contra la formacion de
tumores. Observaron la regresién parcial o total
de los tumores, asi como inmunidad a largo plazo
contra la recurrencia de la malignidad; este efecto
fue mucho mayor con la vacuna completa que con
la inyeccion de alguno de los componentes por
separado. La IL-12 es una de las citocinas mas
usadasen laterapia génicacontrael cancercervical,
debido a su efecto en la inhibicién del crecimiento
tumoral, asi como de metéstasis experimentales,
dependiente de la activacién de células NK. Sin
embargo, Sin y col. (2009) ®® reportaron que
una vacuna basada en ADNc de E7 de VPH
tipo 16 y de IL.-12 perdia su efecto antitumoral e
inmunoprotector cuando se le combinaba con 6xido
nitrico (usado y conocido por su efecto adyuvante
en protocolos rutinarios de vacunacion), lo que
pone en evidencia un efecto inmunosupresor de
dicho compuesto en el sistema empleado.

Otralineadeinvestigacion parael tratamiento
del céancer cervical mediante terapia génica,
estd probando con éxito moléculas anti sentido
como la ribozima R434 (cuya actividad catalitica
ha destruido especificamente el ARNm de E£6 y

E7 del VPH tipo 16 e impide el crecimiento de
las células inmortalizadas en presencia del virus),
oligonucledtidos anti sentido (AS-ODN) que
hibridan con los mensajeros virales bloqueando su
traduccién y los ARN interferentes (ARNi) @°3D,

Tanto la tecnologia anti sentido como la ARNi
son de silenciamiento genético; la segunda, basada
en ARN de doble cadena, ha mostrado ser mas
potente que la primera, basada en ARN de cadena
sencilla, y se ha convertido en una forma eficiente
de bloqueo de genes intracelulares en la terapia
anti cancer “?. Se ha senalado que el uso de esta
tecnologia en el tratamiento del cancer cervical es
posibledebidoaquealavezque E6y E7 secuestran
las actividades de las proteinas p53 y pRb en las
malignidades inducidas por VPH, generalmente se
conservan copias de los genes p53y pRb silvestres,
lo cual le confiere un caracter reversible a tal
malignidad considerando que la reduccién de la
expresion de E6 y E7 en células transformadas
por VPH pudiera restablecer la actividad de los
supresores tumorales endégenos y asi prevenir la
proliferacion de dichas células @,

También se ha demostrado que la tecnologia
ARNicontralosgenes E6y E7inducelasenescencia,
la apoptosis o la inhibicion del crecimiento de
células cancerigenas en modelos celulares ©*
3 incrementa el efecto quimioterapéutico del
cisplatino, el cual puede, entonces, ser usado
en menor concentracién con la consecuente
disminucién de sus efectos negativos ¢y destruye
o suprime el crecimiento de tumores en ratones
inyectados directamente con moléculas cortas de
ARNIi (ARNSsi) contra E6/E7 %3 particularmente,
la induccién de apoptosis o senescencia en células
tumorales hasidoefectivaapartirdelaintroduccién
del regulador transcripcional E£2 y la reduccién o
inhibicion de la expresion de E6 y E73%. Al nivel
molecular, se observé que el silenciamiento de
E6 indujo la acumulacion de proteina p53 celular
y la transactivacién del gen de control del ciclo
celular p21 . Por otra parte, se ha evidenciado
la especificidad de la técnica al encontrar que el
ARNi E6 del VPH tipo 16 no fue eficiente en el
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silenciamiento del gen £6 de células infectadas con
otros tipos virales @®. Estos hallazgos destacan la
utilidad de esta técnica como herramienta para la
investigacion de los mecanismos involucrados en
elestablecimientoy desarrollode lamalignidad,asi
como para la creacion de terapias para su curacion.

Otras moléculas en experimentacién para
la terapia génica contra el cancer de cérvix
son las citocinas, las cuales poseen efecto
inmunorregulador que promueve lamaduracién,
activacién y migracién de las células efectoras
de la respuesta inmune al sitio de la neoplasia.
De especial interés son los interferones, la
interleucina 2 o IL-2 (que activa los linfocitos
T, las células NK, los macréfagos y la liberacion
de otras citocinas) y la ya mencionada en este
trabajo IL-12 (cuyo efecto antitumoral individual
0 en combinacién con E6 y E7 depende de la
activacién de linfocitos T CD8* citotoxicos y de
las células NK en el sitio de inmunizacion). La
administracion intra-tumoral de estas moléculas
ha reducido significativamente el avance de
tumores asociados al VPH e inhibié la formacién
de tumores recurrentes después de ser eliminados
por cirugia “*4Y, Podemos como conclusion que
si bien se ha estimado el impacto que pudiera

tener la vacunacién preventiva en la transmision
delainfeccién por VPH y el desarrollo de cancer
uterino y lesiones precursoras, es importante
tomar en cuenta la existencia de otros factores
que pudieran determinar o influir en el desarrollo
de esta patologia, asi como los casos existentes
previos a la vacunacién profilactica, por lo
que el efecto de vacunas preventivas en la
prevalencia del cancer cervical pudiera implicar
varias décadas. Frente a estas limitaciones
de las vacunas preventivas, existen vacunas
terapéuticas basadas principalmente en recursos
moleculares y terapia génica que estan siendo
evaluadas actualmente y que pudieran convertirse
en una herramienta efectiva para el tratamiento
del cancer de cérvix y lesiones de bajo y alto
grado, contribuyendo conjuntamente con las
vacunas preventivas a un mayor control de esta
patologia. En tal sentido, los estudios realizados
hasta la fecha en relacién al efecto de la terapia
génica sobre el cancer de cérvix, la proyectan
como una herramienta itil y especifica en la
activaciéon de larespuesta inmune a corto y largo
plazo, la reduccién de metéstasis, la regresion
e incluso, eliminaciéon de tumores, cuando se
le aplica sola o en combinacién con terapias de
rutina (quimioterapia y radioterapia) y cirugia.
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