Candidato vacunal contra el virus de papiloma humano:
alternativa para el tratamiento de tumores cervico-uterinos
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RESUMEN

Este articulo trata una temdtica de actualidad y gran importancia en el campo de la inmunoterapia del céncer: la
obtencién de una vacuna contra tumores provocados por el virus de papiloma humano tipo 16 (VPH16). A pesar de
que en el mundo existen algunas vacunas terapéuticas contra el VPH en ensayos clinicos, hasta el momento
ninguna ha recibido su aprobacién. La novedad de este resultado consiste en el disefio de una vacuna original,
basada en un péptido sintético correspondiente a la secuencia minima de un epitopo CTL (del inglés cytotoxic T
lymphocyte) del antigeno tumoral de origen viral (E7) adyuvado con VSSP (del inglés Very Small Size Proteoliposome;
desarrollado por el Centro de Inmunologia Molecular). La prueba de concepto en el modelo murino tumoral de
VPH16 demostré que el tratamiento de los ratones con este candidato vacunal indujo células T CD8* especificas
contra el antigeno E7, la regresién completa de tumores y un aumento significativo en la sobrevida de los ratones.
Este constituye el primer reporte que describe que la inmunizacién terapéutica con un péptido CTL restringido y
VSSP induce la regresién de tumores y representa el primer ejemplo de inmunoterapia de cancer basada en el uso
de VSSP con un antigeno viral. Los resultados han sido objeto de invencién, y se han divulgado en varios eventos
internacionales y en la revista Vaccine (Torréns |, Mendoza O, Batte A, Reyes O, Ferndndez LE, Mesa C, et al.
Immunotherapy with CTL peptide and VSSP eradicated established human papillomavirus (HPV) type 16 E7-ex-
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pressing tumors. Vaccine 2005;23:5768-74).

Introduccién

El cancer cervical es la segunda causa de mortalidad
por cancer en mujeres a nivel mundial. El virus del papi-
loma humano (VVPH), en particular el tipo 16 (VPH16),
esta asociado con el cancer cervical. Mas del 99% de
los canceres cervicales y sus lesiones precursoras con-
tienen ADN del VPH. Las proteinas oncogénicas E6 y
E7 son importantes en la induccion y mantenimiento
de la transformacion celular y son co-expresadas en la
mayoria de los canceres cervicales que contienen VPH.
Por lo tanto, estas proteinas oncogénicas representan
antigenos diana ideales para el desarrollo de vacunas y
estrategias inmunoterapéuticas contra tumores asocia-
dos a este virus [1].

En los altimos afios, se han ensayado con varias va-
cunas que contienen péptidos de unién al complejo de
histocompatibilidad principal clase | (MHC-1) en pa-
cientes con enfermedades progresivas asociadas al
VPH vy otros tipos de tumores. Sin embargo, los re-
sultados no han sido alentadores debido a que la in-
duccion de la respuesta de las células T es muy débil
y, por tanto, el beneficio clinico ha sido irrelevante.

Existen varios estudios en los que se describen
diferentes estrategias para resolver la falla de es-
tas vacunas peptidicas en la induccion de una potente
inmunidad sostenida; pero estos esfuerzos ain son
insuficientes.

La novedad de este resultado consiste en el disefio
de una vacuna original, basada en un péptido sintético
correspondiente a la secuencia minima de un epitopo
reconocido por linfocitos T citotéxicos CD8* (CTL,
del inglés cytotoxic T lymphocyte) de un antigeno tu-
moral de origen viral que, combinado con proteoli-
posoma de muy pequefio tamafio (VSSP, del inglés

. Autor de correspondencia

Very Small Size Proteoliposome; adyuvante desarro-
Ilado por el Centro de Inmunologia Molecular) [2] y
en ausencia de componentes oleosos, induce una po-
tente respuesta de células T contra tumores esta-
blecidos.

En ese sentido, el trabajo estuvo dirigido a demos-
trar la hipdtesis de que este tipo de vacuna peptidica,
combinada con un adyuvante completo, incrementa sus
propiedades inmunogénicas y anticancerigenas. Por
este motivo, los hallazgos son de gran originalidad y
constituyen un enfoque novedoso en el desarrollo de
vacunas terapéuticas con perspectivas para el trata-
miento del cancer [3]. Estos resultados han sido obje-
to de invencion [4].

El trabajo consisti6 en varias etapas: sintesis quimi-
cadel péptido CTL, establecimiento del modelo murino
TC-1y demostracion de la expresion de la proteina E7
del VPH-16 en las células TC-1y en los tumores de los
animales, evaluacion en un escenario profilactico de la
proteccion contra el reto tumoral de los animales inmu-
nizados con el candidato vacunal , evaluacion después
de un segundo reto tumoral, evaluacion en el escenario
terapéutico de la regresion completa de tumores esta-
blecidos, evaluacion de la sobrevida de los animales
tratados con el candidato vacunal, y evaluacion de la
inmunogenicidad del candidato vacunal mediante en-
sayos de ELISPOT y ELISA de interferon gamma.

Resultados

Sintesis quimica del péptido CTL
El péptido seleccionado para la prueba de concepto
fue un epitopo CTL con restriccion H2-D° en rato-
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nes, correspondiente a los aas. del 49 al 57 de la
oncoproteina E7 del VPH16 (RAHYNIVTF), el cual
se denomino E7(p).

La sintesis quimica del péptido E7(p) se realizd
en fase solida, seguido de purificacién a mas del 95%
por cromatografia liquida de alta presién. La identi-
dad del péptido se determind por espectrometria de
masas, mediante la técnica de ionizacion por electro-
nebulizacion.

El péptido se conservo liofilizado a 4 °C. Justo an-
tes de su administracion, se disolvié a 1 mg/mL en
agua de inyeccion. Posteriormente se mezclé 50 ug
de E7(p) con 160 ug de VSSP (referidos a cantidad
de proteina) en un volumen de 0.2 mL, y de esta ma-
nera la dosis de preparacion vacunal E7(p)+VSSP es-
tuvo lista para ser administrada a los animales.

Establecimiento del modelo tumoral murino
TC-1. Demostracion de la expresion

de la proteina E7 de VPH-16 en células TC-1
y en los tumores de los animales

Se utiliz6 el modelo murino TC-1, consistente en ra-
tones C57BL/6 inmunocompetentes retados con célu-
las tumorales TC-1. La linea de células tumorales TC-
1, que expresa la proteina E7 de VPH16, se deriva de
un cultivo primario de células de pulmén de ratones
C57BL/6 que fueron inmortalizadas y transformadas
con los genes E6 y E7 de VPH16 y un gen humano c-
Hras activado [5]. La linea tumoral fue cortésmente
provista por el Dr. T.C Wu (The John Hopkins Me-
dical Institute, Baltimore, Md., EE.UU.), y este mo-
delo ha sido ampliamente utilizado en la prueba de
concepto de varios preparados vacunales desarrolla-
dos en diferentes laboratorios del mundo.

Para su establecimiento en nuestro laboratorio, se
realizaron diferentes acciones: (i) singenizacion de la
linea tumoral con los ratones C57BL/6 proveidos por
el Centro Nacional de Produccion de Animales de La-
boratorio (CENPALAB); (ii) comprobacion de la ex-
presion de la proteina E7 de VPH16 a partir de células
y tumores aislados de los ratones mediante transcrip-
cién reversa y reaccion en cadena de la polimerasa, y
Western blot; y (iii) experimentos repetidos de inocu-
lacion de tumores, seguido del andlisis de prendimien-
to de los tumores y la obtencion de resultados homo-
géneos Yy repetitivos.

Evaluacién en el escenario profilactico
de la proteccién contra el reto tumoral
de los animales inmunizados

con el candidato vacunal

En este primer ensayo, se inmunizaron ratones C57BL/
6 por via subcutanea en el flanco derecho con dos dosis
cada 14 dias. Siete dias después de la segunda inmu-
nizacion, se retaron los ratones por inyeccion subcuta-
nea en la pata posterior derecha del animal con 5 x 10°
células de la linea tumoral TC-1. Ademas del grupo
inmunizado con el candidato vacunal E7(p) + VSSP, se
incluyeron tres grupos controles en el estudio: VVSSP,
E7(p) + adyuvante incompleto de Freund (IFA) y solu-
cidn salina de tampodn fosfato (PBS; del inglés Phospha-
te Buffered Saline). Los resultados indican la proteccion
de los ratones inmunizados con el candidato vacunal
contra el reto tumoral (P < 0.0001) (Tabla 1).
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Tabla 1. Resultados del procedimiento de tumores en
los ratones inmunizados

Grupo Prendidos / Total Tratamiento
I 10/10 50 ug E7(p) + IFA
T 2/10 50 ug E7(p) + VSSP
i 10/10 VSSP
I\ 10/10 Placebo (PBS)

Evaluacion después de un segundo
reto tumoral

Para conocer la longevidad de la respuesta inmune al
VPH, se seleccionaron cinco animales sobrevivientes
del experimento anterior inmunizados con E7(p)+ VSSP,
los cuales se retaron por segunda ocasion (2 x 10°células
TC-1) por via subcutanea en la pata posterior izquierda
a 50 dias de su primer reto tumoral. Como control del
experimento se incluy6 un grupo de cinco ratones vir-
genes del mismo lote de animales, que fueron expuestos
al mismo reto tumoral. Los resultados indicaron el 100%
de proteccion contra el prendimiento de tumores en
los ratones vacunados, mientras que en el grupo control
todos los ratones presentaron tumores medibles a los
21 dias de la observacion.

Evaluacién en el escenario terapéutico
de la regresién completa de tumores
establecidos

En el escenario terapéutico, los ratones se inocularon
primeramente con 2 x 10°células TC 1. Alos 10 dias de
la implantacion de las células tumorales, el 100% de
los ratones presentaron tumores subcutaneos medibles,
con volimenes de 400 a 500 mm®. Después de distri-
buirlos aleatoriamente en diferentes grupos, se les admi-
nistraron dos dosis del preparado vacunal espaciadas
14 dias entre si. Después de un periodo de observacion
de 50 dias, cuando la incidencia de los tumores en los
ratones tratados con E7(p) + IFA, VSSPy PBS era del
100%, la terapia con E7(p) + VSSP produjo regresion
tumoral en el 100% de los ratones (Figura 1a).

Evaluacién de la sobrevida en los animales
tratados con el candidato vacunal

Para determinar los efectos de la terapia con E7(p) +
VSSP en la sobrevida, se observaron los ratones
tratados por un periodo de 100 dias. El gréafico de
Kaplan-Meier (Figura 1b) muestra los resultados de
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Figura 1. Inmunizacién terapéutica con E7(p) + VSSP induce regresién de tumores TC-1 y aumento de
sobrevida. (A) Ratones C57BL/6 (10 por grupo) se inocularon con 2 x 10° células TC-1 en la pata posterior
derecha. Alos 10y 24 dias de la implantacién del tumor, los ratones se inmunizaron con PBS (M), VSSP
(®), E7(p) + IFA (A), y E7(p) + VSSP (O). El volumen tumoral se midié durante 50 dias. (B) Durante 100

dias se observaron los ratones y se analizé su sobrevida.
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la sobrevida, que en el grupo tratado con E7(p) +
VSSP fue del 80% (8/10) a los 100 dias, y cuyo re-
sultado fue muy significativo estadisticamente con
relacion a los grupos tratados con E7(p) + IFA, VSSP
y PBS (P < 0.0001).

Evaluaciéon de la inmunogenicidad
del candidato vacunal mediante ensayos
de ELISPOT y ELISA de interferén gamma

Como una etapa inicial en la identificacion de los me-
canismos efectores asociados a la eliminacion del tu-
mor, se caracterizd la respuesta inmune inducida por
lainmunizacion con E7(p) + VSSP mediante un ELISA
de citocinas. Para comparar la respuesta inmune me-
diada por CTL E7 especificos en los diferentes gru-
pos vacunados, se desarroll6 el ensayo de ELISPOT
anti-IFN-y. Las células de bazo de ratones inmunizados
con E7(p) + VSSP secretaron altos niveles de IFN-y
como respuesta a la estimulacion con el péptido y ba-
jos niveles de IL-10, lo que es indicativo de una res-
puesta de linfocitos T auxiliadores de tipo 1. El nimero
de células de bazo secretoras de IFN-y fue mayor en
los ratones inmunizados con E7(p) + VSSP, lo que
sugiere la in-duccion de una respuesta CD8' T citotoxica
(Figura 2).
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Figura 2. Demostracién de induccién de precursores de células
T CD8+ especificas contra E7 en ratones C57BL/6 inmuniza-
dos con varios inmunégenos, mediante el ensayo de ELISPOT
IFN-y. Los ratones (tres por grupo) se inmunizaron dos veces
con VSSP, E7(p) + IFA, E7(p) + VSSP y otros permanecieron
virgenes. Los esplenocitos de cada ratén se aislaron 7 dias
después de la Oltima inmunizacién. El nGmero de precursores
de células T especificas a E7 que producen IFN-y se determiné
en presencia (columnas sélidas) y ausencia (columnas abiertas)
de E7(p).
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