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Vacunas terapéuticas contra el VPH:
envio de antigenos al reticulo endopldsmico

El cdncer de cérvix es una neoplasia maligna que se en-
cuentra relacionada con la presencia del virus del papiloma
humano (VPH). De acuerdo con la Organizacién Mun-
dial de la Salud, se estima que cada ano aparecen cerca de
530,000 nuevos casos y 270,000 muertes en el mundo,
y que alrededor de 85% de estos casos se presenta en
paises subdesarrollados.!

La distribucién mundial de los tipos de VPH es alta
y variable, pero se ha reportado una mayor prevalencia
de los tipos 16, 18, 31, 52 y 58,” los cuales han sido
reportados como virus de alto riesgo oncogénico.’ Las
reinfecciones persistentes por VPH predisponen al desa-
rrollo de cdncer, el cual inicia por la integracién del geno-
ma viral en la célula y la expresién de las proteinas virales
oncogénicas, E6 y E7, que provocan la inactivacion de
los genes supresores de tumor p53 y pRB, respectiva-
mente, iniciando asi con la malignizacién celular.*

Los tratamientos contra el cdncer consisten en la re-
duccién y eliminacién de las células tumorales por qui-

mioterapia y radioterapia o la remocién del tumor por
cirugfa; sin embargo, no suelen ser del todo efectivas y se
presentan casos de reincidencia y metdstasis.’

En los dltimos afos se han desarrollado vacunas
profildcticas para prevenir la infeccién por VPH, las cua-
les consisten en la generacién de anticuerpos neutralizan-
tes contra las proteinas estructurales L1/L.2 del virus, és-
tas impiden la entrada viral en la célula y su diseminacion;
dichas vacunas ya son comercializadas y aplicadas en la
poblacién generando altos niveles de proteccién.®

En cuanto al desarrollo de tratamientos terapéuticos,
las oncoproteinas E6 y E7 han sido tema de numerosas
investigaciones debido a su rol en el desarrollo del cincer,
asi como los epitopos que presentan; sin embargo, atn se
presentan barreras para obtener una vacuna terapéutica
eficiente.”
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La mayoria de las estrategias se han enfocado en des-
pertar una respuesta inmune celular, ya que es la més
efectiva para la eliminacién de células malignizadas. En
esta revision recopilamos los trabajos mds relevantes de
los tltimos afios enfocados a despertar una respuesta in-
mune celular mediante la estrategia del direccionamiento
de antigenos al reticulo endopldsmico.

EL RETICULO ENDOPLASMICO

El reticulo endopldsmico (RE) recibe de manera cotra-
duccional y postraduccional todas las proteinas destina-
dasala via secretora, a los lisosomas o a la incorporacién a
la membrana plasmdtica; esto gracias a una secuencia de
aproximadamente 20 aminodcidos llamada péptido se-
fal (SP, por sus siglas en inglés), presente en el extremo
N-terminal. Una vez en reticulo endopldsmico, las pro-
tefnas recién sintetizadas sufren modificaciones postra-
duccionales, plegamiento y ensamblaje por accién de
proteinas con propiedades de chaperonas, isomerasas,
peptidasas, oxidoreductasas, entre otras, para posterior-
mente ser empaquetadas en vesiculas y enviadas al apara-
to de Golgi.

En el caso de las proteinas que no logran ser plegadas
de manera adecuada, o cuando se presenta un exceso de
proteinas a procesar en reticulo endopldsmico, se genera
una respuesta aguda de estrés en este orgdnulo (también
conocida como respuesta a proteinas mal plegadas o UPR,
por sus siglas en inglés) que consiste en la activacién de

genes involucrados en el procesamiento de las proteinas,

———

con el fin de eliminar la sobrecarga, por medio de la via de
degradacién asociada a reticulo endopldsmico (ERAD,
por sus siglas inglés), la cual culmina con la ubiquitiniza-
cién y degradacién de dichas proteinas en el proteosoma;®’
sin embargo, cuando el estrés es cronico se activa el proce-

so de muerte celular programada o apoptosis.*°
PRESENTACION DE ANTIGENOS

En condiciones fisioldgicas normales, las células del siste-
ma inmune participan en un proceso de inmunovigilancia
para detectar infecciones o alteraciones en las células y
éstos se realiza a través del reconocimiento del complejo
mayor de histocompatibilidad (MHC, por sus siglas en
inglés) tipo I y II. El MHC-I se expresa en todas las
células nucleadas y presenta epitopos de protefnas intra-
celulares; mientras que el MHC-II se expresa en las célu-
las presentadoras de antigenos (APC, por sus siglas en
inglés), como macréfagos y células dendriticas, y presen-
ta epitopos de proteinas exdgenas; sin embargo, estas cé-
lulas también pueden presentar dichos epitopos por
MHC-I mediante el proceso llamado presentacién cru-
zada de antigeno."!

La formacién del MHC-I se lleva a cabo en el reticulo
endopldsmico donde se integra con una cadena pesada
anclada a la membrana, una cadena corta soluble de 32-
microglobulina y un epitopo de 8 a 10 aminodcidos car-
gado en la hendidura de la porcién distal de la cadena
pesada para ser presentado al receptor TCR (7-cell recep-

tor) de los linfocitos. Este complejo presenta principal-
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mente epitopos provenientes de proteinas intracelulares
degradadas por el proteosoma (incluyendo aquellas deri-
vadas de la via ERAD), los cuales pueden ser productos
de proteinas propias, derivadas del mecanismo de elimi-
nacién de proteinas no funcionales, y de proteinas no
propias, como antigenos de virus o bacterias.'?

También se han descrito otras fuentes de péptidos
para presentacién por MHC-I como la transferencia de
péptidos por uniones tipo gap entre células vecinas, la
generacion de péptidos a través de los productos defec-
tuosos ribosomales (DRiPs, por sus siglas en inglés) y los
péptidos ligados generados por el splicing alternativo en
el core 20S del proteosoma.'?

Los péptidos generados en el citosol deben ingresar al
reticulo endopldsmico y esto se logra a través de proteinas
de transporte asociado a presentacién de antigeno (TAP,
por sus siglas en inglés). Sin embargo, la eficiencia con
que esto ocurre es baja, ya que se ha reportado que por
cada 10* protefnas degradadas s6lo se presenta 1 epitopo
por MHC-I en la membrana celular.'* Una vez que di-
chos péptidos logran entrar al reticulo endopldsmico, és-
tos son editados a través de una serie de cortes en su
extremo N-terminal por accién de las aminopeptidasas
asociadas a presentacién de antigenos (ERAAP, por sus
siglas en inglés), formando asf los epitopos que serdn pre-
sentados por el MHC-1.">1¢

Ademis, se sabe que las células tumorales o infectadas
por virus han generado mecanismos de evasién al sistema
inmune, siendo el mds destacado la disminucién de la
expresién de moléculas de MHC-I para impedir la pre-
sentacién de antigenos."” Por lo anterior, desde hace afios
se ha trabajado en estrategias que ayuden a direccionar de
manera mds eficaz los antigenos a las vias de presentacién
por MHC y de esta manera lograr una mejor activacién

de la respuesta inmune.'®

ENVIO DE ANTIGENOS AL RETICULO
ENDOPLASMICO A TRAVES
DE CHAPERONAS

Se ha descrito que la inmunizacién con chaperonas del
reticulo endopldsmico obtenidas a partir de lisados de
células tumorales o infectadas por virus es capaz de des-
pertar una respuesta inmune mediada por linfocitos T
CD8+, y que dicho efecto se atribuye a que durante la
expresién de proteinas en la célula afectada, hay un gran

porcentaje de antigenos especificos del tumor o virus,

que se encuentran formando complejos con las
chaperonas.” Estos complejos son procesados por las vias
previamente descritas as{ como por laviade presentacion
cruzada de antigeno, la cual amplifica la respuesta inmu-
ne obtenida al compararla con utilizar el antigeno solo.?’
Debido a estas observaciones, se ha optado por realizar
fusiones génicas de antigenos con diversas chaperonas
mediante el uso de la ingenieria genética.

La calreticulina es una proteina chaperona de 63 kDa
residente en el lumen del reticulo endopldsmico, por lo
cual presenta un péptido senal y una sefial KDEL, para
su retencion en este orgdnulo, ademds de sitios de unién
aCa™.?" Esta es una de las proteinas que participan en el
complejo de carga de antigeno (PLC, por sus siglas en
inglés), compuesto ademds por las proteinas de transpor-
te asociado a presentacion de antigeno (TAP), la tapasina,
ERp57 y calnexina.?> Ademds, la calreticulina también
presenta funciones como regulador de los niveles
citosélicos de Ca*?, y como sefial de fagocitosis para célu-
las preapoptdticas, entre otras funciones.*

En un estudio i vitro se determind que la deficien-
cia de calreticulina provoca una disminucién del MHC-
I, ya que participa estabilizindolo para su migracién a la
membrana celular.* Asimismo, se ha reportado que par-
ticipa en la recaptura y reciclaje de dicho complejo desde
el aparato de Golgi y favorece el cargado correcto de los
epitopos.”

Otra caracteristica importante de la calreticulina es su
rol en la membrana celular como sefial para estimular la
fagocitosis de células apoptdticas por fagocitos profesio-
nales y no profesionales. Este proceso ha sido catalogado
como muerte inmunogénica.’*?’ Sin embargo, se ha de-
mostrado que esta sefial se encuentra bloqueada por la
expresion de CD47, por lo que algunos tratamientos que
interfieren con CD47 han demostrado mejorar la res-
puesta inmune.”

Se ha reportado que al fusionar el antigeno E7 del
VPHI16 a calreticulina, e inmunizar ratones con dichas
construcciones se obtiene un aumento de la respuesta
inmune especifica al antigeno.”*" Asimismo, en un estu-
dio comparativo con vacunas de ADN donde se fusion6
elantigeno E7 del VPH16 a sefiales de envio a lisosomas
oacalreticulina, HSP70 o la exotoxina A de P aeuruginosa
para su direccionamiento al reticulo endopldsmico, se
observé que con el envio dirigido hacia el RE, y en parti-
cular mediante la fusién a calreticulina, se obtiene una

mayor respuesta inmune antitumoral especifica.?! Poste-
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riormente se demostrd que este sistema era reproducible
para la proteina E6 del VPH16, donde ademds se utilizd
la senal VP22 del virus del herpes simple tipo I para la
diseminacién intercelular del antigeno, con lo cual se
podria aumentar el nimero de células que presenten el
antigeno. Con esta estrategia se obtuvo una buena pro-
teccidn; sin embargo, la fusién a calreticulina prevalecié
como la mejor estrategia para la obtencién de un mayor
ntmero de linfocitos CD8+ especificos, asi como una
mejor respuesta antitumoral.?> A pesar de esto, se ha re-
portado que estas vacunas antitumorales no eran eficaces
en estadios avanzados de la enfermedad, por lo que se ha
optado por combinarlas con terapias adyuvantes,** asi
como continuar con la busqueda para mejorar los resulta-
dos. Desde entonces, se han realizado numerosos estu-
dios de evaluacién de la respuesta inmune empleando la
calreticulina fusionada a diversos antigenos, que han re-
sultado en un aumento de linfocitos CD8+ especificos,
asi como en una mayor sobrevivencia en los ensayos
antitumorales 772 vivo tanto en modelos profildcticos como
terapéuticos de la enfermedad.?>**%>% Donde ademds se
ha buscado no sélo mejorar la presentacién de antigenos,
sino también la sobrevida y funcionalidad de las células
presentadoras de antigeno con el objetivo de optimizar
dicho mecanismo.?

Hay que mencionar que hay multiples fusiones de
los antigenos del VPH a otras chaperonas residentes del
reticulo endopldsmico, como a gp96, la cual fue capaz de

generar una respuesta celular tipo Th1 reduciendo asi el

crecimiento tumoral;* lo mismo se reporté con la fusién
de un epitopo de E7 a las chaperonas ER-60, tapasina y
calnexina.®’ Sin embargo, la fusién a calreticulina es una
estrategia que ha avanzado en diversos ensayos preclinicos
y clinicos.”!

Por otro lado, en estudios recientes se ha reportado
que la sobreexpresion de calreticulina en algunos tipos de
céncer estd relacionada con la capacidad de invasién celu-
lar y metdstasis; esto posiblemente se deba a la participa-
cién de la calreticulina en la homeostasis de Ca* intracelular
asi como en multiples vias de sefalizacién involucradas
en laadhesién y motilidad celular. Esto representa una
posible desventaja en el uso de las estrategias que
involucren la sobreexpresién de proteinas propias de la
célula, ya que esto podria afectar el equilibrio intracelular;
aun asf, deben realizarse més estudios para determinar si
la sobreexpresién transitoria de la calreticulina que ocurre

durante la inmunizacién representa un verdadero riesgo.

DIRECCIONAMIENTO DE ANTIGENOS
UTILIZANDO UN PEPTIDO SENAL

Como ya mencionamos anteriormente, el péptido senal
consiste en una pequena secuencia de amino4cidos pre-
sente en el extremo N-terminal de todas las proteinas
destinadas a la via secretora, y éste es escindido durante la
maduracién de la proteina. Su principal funcién es en-
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marcar el envio de las proteinas recién sintetizadas a su
orgdnulo correspondiente; ademds, se ha reportado que en
algunos casos esta sefial puede estar involucrada en la regu-
lacién de los niveles de transcripcién del gen asociado.®
Se ha demostrado que epitopos cortos de 9-11 ami-
nodcidos expresados por minigenes fusionados a un
péptido senal pueden entrar directamente al reticulo
endopldsmico y derivar en un aumento en la presenta-
cién de estos epitopos por el MHC-L% Esto representa
una buena estrategia para mejorar la presentacién de
antigenos ya que aumenta la presencia del epitopo espe-
cifico en el reticulo endopldsmico, y gracias a su tamafo
podria pasar directamente a ser cargado al MHC-I; sin
embargo, es necesario mencionar que existen limitantes
debido a los distintos haplotipos de MHC de la pobla-
cién. Por lo anterior, se siguen buscando estrategias que
involucren el uso de proteinas completas o tindems de
epitopos, que al ser degradados nos puedan otorgar los
epitopos mds inmunogénicos para cada individuo.

FUSION DE ANTIGENOS A UNA SENAL KDEL

Debido a la dindmica que presenta el reticulo endoplds-
mico, pueden presentarse pérdidas de proteinas residen-
tes de este orgdnulo hacia el cis-Golgi o, eventualmente,
al espacio extracelular; por lo tanto, es necesaria la presen-
cia de senales especificas que permitan su recaptura hacia
el reticulo endopldsmico.“ Para esto existen principal-
mente dos sefiales, KDEL (para proteinas solubles) y
KKXX (para proteinas transmembranales), la primera
muestra valores de mayor eficiencia en la recaptura de
proteinas desde compartimentos post-RE.?

La sefal KDEL (Lys-Asp-Glu-Leu) se encuentra en
el extremo C-terminal de las proteinas residentes en el
lumen del reticulo endopldsmico. Esta senal interacciona
con el receptor KDEL presente en membranas de vesicu-
las posRE, donde su afinidad aumenta en las condicio-
nes ligeramente dcidas de las vesiculas de la via secretora,
pero decrece en el pH neutro del reticulo endopldsmico.®

En un estudio se demostré que el antigeno E7 fusio-
nado a KDEL podia ser usado como una estrategia para
direccionamiento intracelular y mejorar asi la presenta-
cién de antigenos por células dendriticas cultivadas in
vitro, las cuales al ser utilizadas i7 vivo demostraron que
son capaces de generar una regresion tumoral y un au-
mento en la sobrevida de los ratones tratados;* indu-

ciendo la produccién de TNF-0. IFN-y.%° Esto nos sugie-

re que no solamente la fusién de los antigenos a proteinas
residentes del reticulo endopldsmico promueve una me-
jora en la respuesta inmune especifica, sino también el
aumentar la estadia de los mismos en el reticulo

endopldsmico es capaz de promover un efecto similar.
P p p

DIRECCIONAMIENTO DE ANTIGENOS AL
RETICULO ENDOPLASMICO A TRAVES DE
LA EXOTOXINA A DE PSEUDOMONAS

Otra estrategia para direccionar antigenos al reticulo
endopldsmico consiste en utilizar las caracteristicas pro-
pias de la exotoxina A de Pseudomonas aeruginosa. Dicha
toxina por si sola es capaz de translocarse desde el espacio
extracelular hacia el reticulo endopldsmico y afectar la
sintesis de proteinas debido a su accién de ADP-ribosilasa,
convirtiéndose asi en una herramienta para estudios de
citotoxicidad antitumoral y en una estrategia para el
direccionamiento de antigenos al RE.>!

Inicialmente se evalud la fusién de E7 a la exotoxina
A (la cual carecia del dominio catalitico, PE(AIII)) en
vacunas de ADN, generando una respuesta CD8+ espe-
cifica, asi como la capacidad de erradicar tumores estable-
cidos.’? Posteriormente, al evaluar una fusién similar en
un sistema de vacunas proteicas, se determiné que el do-
minio II era insuficiente para despertar una respuesta
inmune especifica, pero que al anadir la sefial de KDEL
en el extremo C-terminal se lograba obtener dicha res-
puesta.”® Los autores de este trabajo mencionan que la
sefial KDEL podria aumentar la estadia del antigeno en
el RE, lo que podria traducirse en un mejor procesamien-
to y presentacién del antigeno. Asimismo, en otros traba-
jos se han evaluado otras construcciones, en las que se ha
concluido que es necesaria la coadministracién de las fu-
siones PE(AIIL)/EG y PE(AIII)/E7 para obtener un efec-
to protector total;’* asi como el uso de las proteinas
PE(AIII) y KDEL fusionadas a E6 y E7 en combinacién
de agentes quimioterapéuticos,” donde ademis se de-
mostrd que versiones de E6 y E7 no oncogénicas presen-

tan una mayor inmunogenicidad que sus formas nativas.

ENVIO Y RETENCION DE ANTIGENOS
EN RETICULO ENDOPLASMICO

En nuestro equipo de investigacién se ha trabajado con
la estrategia de fusionar antigenos a las sefales de envio y

retenci6n en reticulo endopldsmico. En un primer traba-
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jo se evalud la fusién del antigeno E7 al péptido sefial y la
sefal KDEL de la calreticulina (SP-E7-KDEL); esta cons-
truccién se probé mediante terapia génica adenoviral en
un modelo murino de cdncer 7 situ, obteniendo un
potente efecto antitumoral y la liberacién de IFN-y de
manera especifica de antigeno;* esto concuerda con ex-
perimentos posteriores en los que hemos probado esta
misma estrategia con vacunas de ADN que expresan ver-
siones mutantes de los antigenos E6 y E7 sin capacidad
oncogénica, las cuales son administradas por biobalistica
en un modelo murino terapéutico de cdncer i situ o
metastdsico con resultados muy prometedores (articulo
pendiente de publicacién). Actualmente nos encontra-
mos evaluando el grado de participacién de cada una de
las senales en el efecto antitumoral observado, asi como el
posible mecanismo de procesamiento de los antigenos
para la activacién del sistema inmune.

Por todo lo anterior, creemos que la fusién del péptido
senal de la calreticulina en el extremo N-terminal y la
sefial KDEL al extremo C-terminal de un antigeno pue-
de ser una estrategia segura y eficaz para despertar una res-
puesta inmune antitumoral. Esta estrategia podria ser utili-
zada con otros antigenos en los que sea necesario despertar
una respuesta inmune de tipo celular. Sin embargo, se
necesitardn mds estudios para esclarecer a detalle su meca-

nismo de accidn, asf como su efectividad en otros modelos.

CONSIDERACIONES FINALES

Hemos recapitulado diversas estrategias de inmunizacién
con antigenos del VPH fusionados a chaperonas, o frag-
mentos de ellas, con el fin de enviarlos (y aumentar su

Tabla I. Incégnitas no resueltas sobre el sistema de envio
dirigido de antigenos a reticulo endopldsmico.

Puntos de interés

¢La sobreexpresién de antigenos en reticulo endoplasmico puede
causar una respuesta de estrés en dicho organulo?

En caso de generarse el estrés en RE, ;se genera una respuesta para
sobrevivencia o muerte celular?

(A qué factor se le atribuye la mejora en la respuesta inmune: al
aumento de la presentacion de antigeno o a la presentacion cruzada
del mismo? ;O es resultado de un sinergismo entre ambas?

(Podria generarse algun efecto adverso (como autoinmunidad) por la
sobreexpresion de proteinas propias de la célula?

;Podrian mejorar los efectos observados con esta estrategia al
realizar modificaciones a los antigenos (como aumentar la
susceptibilidad a degradacion)?

¢Funcionara esta estrategia en otros padecimientos?

estadfa) al reticulo endopldsmico, las cuales han demos-
trado ser eficaces en la mejora de la respuesta inmune
obtenida; sin embargo, los mecanismos involucrados atin
son desconocidos. A pesar de enfocarnos en el cdncer
cervical, el uso de estas estrategias no estd restringido a
este padecimiento, por lo que pueden ser aplicadas en
otros tipos de tumores, asi como con distintos sistemas
adyuvantes, mejorando asi las perspectivas terapéuticas.
Algunos de los eventos que suponemos podrian estar
involucrados se basan en la sobreexpresién de los antigenos
en reticulo endopldsmico y posiblemente la activacién de
una respuesta de estrés en reticulo endopldsmico.”” En
aquellas células en las cuales la inmunizacién promueva
una expresion prolongada (debido al vector de expre-
sidén) se podria activar la apoptosis, y posteriormente la
fagocitosis por APC de los fragmentos celulares cargados
con antigenos solos o fusionados a chaperonas, generan-
do asf un proceso de presentacién cruzada que podria
aumentar la respuesta inmune. Mientras que aquellas cé-
lulas que solamente generen una respuesta de estrés en
reticulo endopldsmico de manera aguda, podria procesarse
el antigeno mediante la via ERAD, y esto generarfa
péptidos que podrian reingresar a reticulo endopldsmico
para ser presentados por el MHC-I. Sin embargo, ambos
procesos pueden estar involucrados en mejorar la res-
puesta inmune especifica para el antigeno en cuestion.
A pesar de que estas estrategias han demostrado ser
efectivas, hay algunos factores (mencionados a lo largo de
la revisién) que deben analizarse durante el disefio de los
candidatos a vacunas basados en estas estrategias para
garantizar la funcionalidad y seguridad de los mismos;
asimismo, es importante resolver algunas incégnitas (ta-
blaI) acerca del procesamiento de antigenos para la pre-
sentacién de epitopos y cémo utilizar este conocimiento
para la obtencién de vacunas terapéuticas contra esta y

otras enfermedades.
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