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RESUMEN 

M.C.P Jesús Iván Martínez Ortega                            Fecha de titulación: Septiembre de 2025 

Universidad Autónoma de Nuevo León  

Facultad de Medicina  

 

Páginas en el estudio: 107            Candidato para el grado de Maestro en  

Ciencias con Orientación en Morfología 

 

Título del estudio: Diseño y caracterización de vectores que dirigen la expresión del 

antígeno tumoral E7 flanqueado por señales de envío y retención en retículo endoplásmico 

en combinación con CD40L. 

 

Introducción: En estudios previos hemos reportados que la inducción de una respuesta 

inmune antitumoral se ve favorecida si se dirigen los antígenos tumorales al retículo 

endoplásmico (RE) donde se cargan en moléculas de MHC-I. El antígeno E7 del VPH-16 es 

un antígeno tumoral relevante. Por otro lado, CD40L es un coestimulador clave para activar 

células presentadoras y polarizar respuestas Th1/CD8+. En este trabajo realizamos la 

construcción de vectores que dirigen la expresión del antígeno E7 (con señales de envío y 

retención al RE), en combinación con CD40L, con la finalidad de evaluar en un futuro si esta 

combinación será capaz de potenciar el procesamiento antigénico y la activación de la 

respuesta inmune. 

Metodología: Se construyeron vectores de expresión PS-E7-KDEL, PS-E7-KDEL-IRES-

CD40L y CD40L. La clonación se confirmó mediante digestión enzimática. Células HEK293 

se transfectaron para evaluar la expresión de las proteínas de interés E7, CD40L, GRP78 y 

β-actina y la localización subcelular. La actividad biológica de CD40L se evaluó en 

macrófagos murinos RAW264.7 por la cuantificación de IL-12p70 mediante ELISA y un 

análisis de morfología celular. Los análisis estadísticos se realizaron en GraphPad Prism 

mediante pruebas t, ANOVA o no paramétricas según correspondiera. 

Resultados: Células transfectadas con los vectores de interés (Ps-E7-KDEL, Ps-E7-KDEL-

IRES-CD40L, CD40L y vector vacío) se caracterizaron con las enzimas SspI/PvuII (±XmnI) 

y electroforesis en gel. Además, se realizaron ensayos de inmunomarcaje para confirmar la 

localización subcelular de E7 en RE y CD40L en la membrana celular. La actividad biológica 

de CD40L se demostró en macrófagos mediante un co-cultivo (con células HEK293 o con 

RAW264.7) ± LPS y una cuantificación de la IL-12p70 liberada al medio de cultivo, junto 

con cambios en su morfología propias de actividad fagosómica.  

Conclusión: En los ensayos presentados se corroboró la correcta expresión del antígeno 

tumoral E7 flanqueado por señales de envío y/o retención en el retículo endoplásmico y el 

ligando CD40L. Su expresión fue confirmada en células HEK293, donde CD40L se localizó 

periféricamente y E7 en el RE. Además, el vector que codifica CD40L indujo una respuesta 

biológica en macrófagos murinos, demostrando su funcionalidad. 

 

 

 

Dra. María de Jesús Loera Arias 

Director de tesis 
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1. INTRODUCCIÓN 

La infección por virus del papiloma humano de alto riesgo oncogénico (HR-VPH) es muy 

frecuente, pero la progresión a cáncer de cérvix o cáncer cervicouterino, es infrecuente, ya 

que la mayoría de los contagios se resuelven gracias a la respuesta inmune del huésped [1]. 

Cuando el ADN viral se integra en el genoma celular y se sobreexpresan de forma sostenida 

los oncogenes E6/E7, se desencadena la carcinogénesis cervical. La oncoproteína E7 del 

VPH-16 inactiva a la proteína supresora de tumores de retinoblastoma (pRb) y favorece la 

proliferación descontrolada y la inestabilidad cromosómica [2]. 

Las vacunas de ADN son atractivas por su seguridad, estabilidad y capacidad de inducir 

respuestas CD8⁺ duraderas [3], pero su eficacia clínica se ha visto limitada por la baja 

presentación antigénica y la falta de señales coestimuladoras adecuadas [4]. Para mejorar 

estos aspectos se ha explorado el direccionamiento del antígeno al retículo endoplásmico 

(RE), [5], logrando respuestas CD8⁺ potentes y una disminución del crecimiento tumoral en 

modelos murinos [6, 7]. 

Por otra parte, CD40L (CD154), es expresada principalmente por linfocitos CD4⁺ activados 

y su uso en estudios previos mediante la co-administración con antígenos demostró la 

protección tumoral duradera dependiente de CD8⁺ [8], validando la co-entrega de un antígeno 

y la señal co-estimuladora en un solo constructo. 

El presente trabajo buscar diseñar y caracterizar vectores de ADN que codifiquen el antígeno 

E7 del VPH-16 fusionado a señales de envío y retención en retículo ebdiplasmico que co-

expresen CD40L, con el objetivo de realizar a futuro las evaluaciones preclínicas de una 

inmunoterapia.  
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2. ANTECEDENTES 

1.1 Cáncer cervicouterino 

El cáncer cervicouterino (CaCu) o cáncer de cérvix es el cuarto cáncer más comúnmente 

diagnosticado en mujeres a nivel mundial, con aproximadamente 662,044 nuevos casos y 

348,709 muertes en 2022, según estimaciones del proyecto GLOBOCAN 2022. Esto 

representa una tasa de incidencia ajustada por edad (ASIR) de 14.12 por 100,000 mujeres y 

una tasa de mortalidad ajustada (ASMR) de 7.08 por 100,000. China e India concentran el 

42 % de los casos globales y el 39 % de las muertes. Aunque en países con alto índice de 

desarrollo humano (IDH) las tasas han disminuido, es preocupante el aumento de casos en 

mujeres jóvenes (menores de 40 años) en países en transición. Si las tasas actuales se 

mantienen, se proyecta un incremento del 56.8 % en los casos y del 80.7 % en las muertes 

para 2050. En respuesta, la Organización Mundial de la Salud (OMS) ha lanzado una 

estrategia global para eliminar el cáncer cervicouterino como problema de salud pública, 

definida como alcanzar una incidencia menor a 4 por cada 100,000 mujeres por año [9–13].  

Diversos estudios han establecido una fuerte asociación entre el CaCu y la infección por el 

VPH, particularmente con los tipos de alto riesgo oncogénico, como el VPH-16 y el VPH-

18, responsables de más del 70% de los casos (Figura 1). De hecho, se ha estimado que más 

del 99.7% de los cánceres cervicouterinos están relacionados con la infección persistente por 

VPH [12, 13]. En consecuencia, el comprender los mecanismos moleculares de acción y 

persistencia de este virus es fundamental para el desarrollo de estrategias preventivas y 

terapéuticas eficaces. 
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Figura 1. Representación esquemática del cáncer cervicouterino. A la izquierda, se muestra un esquema 

sagital del aparato reproductor femenino, en el que se señala con un círculo el cuello uterino afectado por una 

masa tumoral. A la derecha, se presenta una vista ampliada del cérvix observado desde una perspectiva inferior, 

como se vería a través de un espéculo o mediante colposcopia, donde se aprecia la lesión tumoral sobre la 

superficie ectocervical. Esta imagen ilustra los cambios morfológicos característicos del carcinoma 

cervicouterino invasor. 

 

1.2  Virus del Papiloma Humano (VPH) 

Como se mencionó anteriormente, los papilomavirus pertenecen a la familia 

Papillomaviridae, un grupo de virus pequeños, no envueltos, con un genoma de ADN 

bicatenario de entre 5.7 y 8.6 kb. Estos virus infectan exclusivamente vertebrados, incluidos 

mamíferos, aves, reptiles y peces, y muestran una notoria co-evolución con sus hospedadores 

durante millones de años [14]. 

Dentro de esta familia, el género Alphapapillomavirus incluye tipos que infectan 

preferentemente el epitelio mucocutáneo del tracto anogenital y orofaríngeo de humanos y 

primates. De manera relevante para la oncogenicidad, los tipos VPH-16 y VPH-18 han sido 

reconocidos como virus de alto riesgo, presentes habitualmente en tejido maligno, 

especialmente en cáncer cervical [12–14]. 
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El VPH-16 es un virus pequeño, desnudo (sin envoltura lipídica), con una cápside de simetría 

icosaédrica. La cápside está formada por 72 capsómeros pentaméricos compuestos por 

proteínas L1, y contiene también copias menores del componente L2 (Figura 2), las cuales 

se asocian internamente y participan en el empaquetamiento del genoma viral de ADN 

bicatenario circular de aproximadamente 8 kb (≈7.9–8.0 kb) [15]. El ensamblaje de esta 

estructura es altamente dependiente de interacciones hidrofóbicas y enlaces disulfuro que 

estabilizan la cápside durante la maduración viral [16].  

 
 

Figura 2. Estructura esquemática del Virus del Papiloma Humano (VPH). Representación del VPH como 

partícula viral no envuelta, con cápside icosaédrica compuesta por las proteínas estructurales L1 y L2, que 

protege un genoma de ADN bicatenario circular de aproximadamente 8 kb. Esta organización viral permite su 

entrada en células epiteliales basales y su replicación dependiente de la diferenciación celular. En el caso del 

VPH-16, el genoma codifica varias proteínas virales, entre ellas E6 y E7, asociadas con la transformación 

oncogénica. 
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Este virus exhibe un marcado tropismo por las células basales del epitelio escamoso 

estratificado, queratinizado o no, donde establece infecciones persistentes (Figura 3). Su 

ciclo replicativo está estrictamente acoplado a la diferenciación epitelial: la replicación inicial 

ocurre en la capa basal y la producción de viriones se completa en las capas superficiales. En 

la mayoría de los casos la infección genera lesiones benignas autolimitadas; sin embargo, la 

persistencia de genotipos de alto riesgo puede favorecer la integración del ADN viral en el 

genoma del huésped, un proceso multifactorial influido por tabaco, disbiosis cervicovaginal, 

niveles de estrógeno y coinfección por VIH [12, 13]. 

Figura 3. Esquema de la infección por VPH y representación del genoma de VPH-16. A) Sitio de infección 

y progresión epitelial. En la parte superior izquierda se muestra el tracto reproductor femenino con énfasis en 

el cérvix uterino. El recuadro amplía el epitelio escamoso estratificado cervical, ilustrando cómo el VPH infecta 

las células basales (células rojas) tras microabrasiones. Las células infectadas migran hacia las capas 

suprabasales: durante esta diferenciación, se produce replicación viral (flecha azul ascendente) y ensamblaje de 

nuevos viriones (puntos azules). Eventualmente, los viriones se liberan por descamación (flecha rosa 

descendente). B) Organización génica del VPH-16. Diagrama circular del genoma de VPH-16 (~8 kb), con las 

regiones tempranas (E1–E7) y tardías (L1–L2) codificantes, y la región reguladora larga (LCR). Los genes E6 

y E7 (naranja) son los principales oncoproteínas implicados en la inactivación de p53 y pRb, respectivamente, 

E5 (naranja) también es considerada una oncoproteína. E1 y E2 (verde) participan en la replicación viral y 

regulación transcripcional, mientras que L1 y L2 (azul claro) codifican las proteínas de la cápside viral. La línea 

en zigzag señala la ruptura frecuente en el gen E2 durante la integración viral, lo cual libera la expresión de 

E6/E7 y contribuye a la transformación oncogénica. 

 

A 

B 
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La integración, presente en un 55 % de lesiones CIN2/3 y en > 90 % de carcinomas invasores, 

se produce con mayor frecuencia en sitios genómicos frágiles y suele interrumpir el gen E2, 

cuya pérdida desregula la expresión de E6/E7 y favorece la formación de super-potenciadores 

virales. El resultado es la sobreexpresión de E6/E7, la inactivación de p53 y pRb, y un entorno 

de inestabilidad genómica caracterizado por amplificaciones oncogénicas (por ejemplo, MYC 

y NR4A2), deleciones de supresores tumorales (como FHIT o LRP1B) y reordenamientos 

cromosómicos complejos. Este escenario, sumado a la modulación del microambiente 

inmune por E6/E7, impulsa la transición de una lesión premaligna a un carcinoma invasor 

[12, 17]. 

Entre los genes virales transformantes destaca E7, considerado un antígeno tumoral 

específico (TSA) por su expresión restringida a células transformadas [18]. E7 secuestra a 

los complejos E2F-pRb y promueve la entrada permanente en fase S, facilitando la 

acumulación de mutaciones y la proliferación descontrolada que caracteriza al cáncer 

cervical [17]. 

 

1.2.1 Proteína E7 del VPH-16 

La proteína E7 del VPH constituye una oncoproteína fundamental en la transformación 

celular y en la alteración del control del ciclo celular. Codificada por el gen E7, esta proteína 

tiene una longitud aproximada de 100 aminoácidos y un peso molecular cercano a 10 kDa. 

Su estructura incluye tres dominios (CD1, CD2 y CD3) con homología significativa a la 

proteína E1A del adenovirus, lo cual sugiere una conservación funcional asociada a la 

transformación oncogénica [19, 20]. El extremo carboxilo-terminal de E7 contiene un motivo 
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estructural tipo "dedo de zinc" (Cys-X-X-Cys), indispensable tanto para su dimerización 

como para su función oncogénica [21].  

En contraste, la región amino-terminal de E7 carece de una estructura fija, siendo 

intrínsecamente desordenada, lo que le confiere una notable flexibilidad conformacional y 

capacidad para interactuar con una amplia gama de proteínas celulares. En esta región se 

localiza el motivo LxCxE, crítico para su unión con la pRb [22]. Además, la fosforilación de 

residuos en el dominio N-terminal por la caseína quinasa II (CKII) modula la conformación 

local y estabiliza una estructura extendida tipo poliprolina II, lo que incrementa su afinidad 

por pRb y potencia su actividad oncogénica [22]. También se ha demostrado que este 

dominio presenta una notable plasticidad estructural y de reconocimiento, contribuyendo a 

su versatilidad funcional [23]. Esto se debe a que el dominio N-terminal de E7 es 

intrínsecamente desordenado, una característica que le confiere la capacidad de adoptar 

múltiples conformaciones al interactuar con diferentes proteínas celulares. Lejos de 

representar un defecto estructural, este desorden es una ventaja evolutiva que permite a E7 

cumplir funciones diversas y adaptarse a distintos contextos celulares. Así, el dominio N-

terminal actúa como un centro multifuncional, cuya actividad se ve finamente modulada por 

modificaciones postraduccionales como la fosforilación por CKII. Las mutaciones que 

impiden esta fosforilación no solo disminuyen su afinidad por pRb, sino que también alteran 

la regulación de promotores virales dependientes de la diferenciación epitelial [24], 

evidenciando que esta región participa tanto en la transformación celular como en el control 

del ciclo de vida viral. Por tanto, la flexibilidad estructural del dominio N-terminal no solo 

permite la evasión de controles celulares, sino que también representa un punto vulnerable 

que podría explotarse terapéuticamente (Figura 4). 
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Figura 4. Comparación de estructuras de la oncoproteína E7 de VPH-45 y VPH-16. Predicción completa 

de la proteína E7 de VPH-16 obtenida de AlphaFold3 (acceso: agosto 2025). La región N-terminal plegada 

(hélices y láminas β) se muestra en azul, y el resto de la cadena en degradé de azul claro a rojo para reflejar la 

confianza en la predicción. Versión silvestre o wild type (A) y mutante, usada en este proyecto (B). 

 

La interacción con pRb se produce principalmente a través del motivo LxCxE, que 

proporciona la mayor parte de la energía de unión, aunque el dominio C-terminal también 

contribuye mediante un mecanismo de doble contacto. Se ha demostrado que E7 puede unirse 

a pRb en forma de monómero, y que esta afinidad es más alta en los genotipos de alto riesgo 

del VPH [22]. Esta unión promueve la liberación de los factores de transcripción E2F, 

desencadenando una progresión del ciclo celular sin control y favoreciendo la transformación 

maligna [21]. Además, esta interacción no solo inhibe la función de pRb, sino que también 

conduce a su degradación proteolítica, afectando a otros miembros de su familia, como p107 

y p130 [20]. 

Con base en esta evidencia estructural y funcional, en nuestros experimentos hemos 

empleado una versión doble mutante de E7, que contiene mutaciones puntuales en el motivo 

LxCxE (por ejemplo, Cys24Gly y Glu26Gly, según se ha descrito en la literatura para abolir 

la unión a pRb). Este constructo mutante nos permite discriminar los efectos dependientes de 

la interacción E7–pRb de aquellos mediados por otras funciones de E7. En el siguiente 
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modelaje por AlphaFold, se ilustra la interacción entre la E7 silvestre (WT) y pRb, en 

comparación con la E7 doble mutante (E7-DM). Nótese cómo en el complejo E7-WT se 

mantienen los contactos críticos entre el motivo LxCxE y el bolsillo de unión de pRb, 

mientras que en E7-DM dichas interacciones se pierden, evidenciando el impacto directo de 

estas mutaciones sobre la afinidad del complejo (Figura 5). 

 

Figura 5. Interacción del motivo LXCXE de E7 con pRb. (A) Modelado por AlphaFold de la proteína E7 

(magenta) con el dominio pocket de pRb (gris), el motivo LXCXE establece contactos fisicoquímicos clave, 

incluyendo puentes de hidrógeno entre Cys24/Glu26 y residuos del dominio pocket de pRb (ej. Tyr709, 

Lys722), que estabilizan la unión E7–pRb. (B) En cambio en E7 doble mutante (C24GE26G) del VPH 

(magenta), en el que se aprecia la pérdida del motivo de unión a pRb (gris). La sustitución de Cys24 y Glu26 

interrumpe la conformación funcional del motivo LXCXE, aboliendo la interacción con pRb. 
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1.2.2 Respuesta inmune antiviral  

La respuesta inmune antiviral frente al VPH, especialmente en las mucosas del tracto 

urogenital, está condicionada por la organización del tejido linfoide asociado a mucosas 

(MALT) y por la capacidad del virus para evadir tanto la inmunidad innata como la 

adaptativa. A diferencia de otros sitios mucosos como el intestino, el MALT genital carece 

de estructuras linfoides organizadas, lo cual limita la eficiencia de la respuesta inmune local 

[25]. 

En el epitelio escamoso estratificado (SSE) de las mucosas tipo II (p. ej., ectocervix y vagina) 

conviven varias poblaciones dendríticas intraepiteliales. Además de las células de 

Langerhans (LC) residentes (población intraepitelial dominante en estado basal), pueden 

detectarse DC intraepiteliales no-LC (descritas como VEDCs/CD11c⁺), cuya frecuencia 

aumenta bajo inflamación; asimismo, DC dérmicas pueden infiltrar el epitelio en ese 

contexto. En la lámina propia subyacente predominan DC convencionales (cDC) y, durante 

la inflamación, monocitos CCR2⁺ pueden diferenciarse localmente a MoDC [26, 27].  

Las células presentadoras de antígenos residentes en el epitelio escamoso son clave en la 

detección inicial del VPH y en la activación de la inmunidad adaptativa. Sin embargo, el 

VPH ha desarrollado estrategias para inhibir la activación, maduración y migración de las 

LC, lo que conlleva una presentación antigénica deficiente y una respuesta T subóptima [28–

30]. Específicamente, el virus evita la inducción de moléculas coestimuladoras (como 

CD80/CD86), la secreción de citocinas proinflamatorias (como IL-12), y obstaculiza la 

migración de las LC hacia los ganglios linfáticos, bloqueando así el inicio efectivo de la 

activación de linfocitos T específicos [29, 30].  
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En condiciones fisiológicas, la activación de linfocitos Th1 (CD4⁺) es esencial para inducir 

la producción de IFN-γ e IL-2, promoviendo así la expansión de CTL (CD8⁺) y células NK. 

No obstante, la inhibición de las LC y la falta de inflamación local dificultan la generación 

de una respuesta Th1 robusta, permitiendo al virus escapar de la vigilancia inmunológica [25, 

29–32].  

 

1.2.3 Evasión molecular mediada por oncoproteínas del VPH 

La oncoproteína E5 contribuye de forma destacada a la evasión inmune en dos módulos: 

procesamiento/presentación de antígeno por MHC-I y sensores de interferón. A nivel de 

procesamiento, E5 inhibe la función del inmunoprotoasoma, lo que reduce la cantidad y 

diversidad de péptidos adecuados para carga en MHC-I y, en consecuencia, merma el 

reconocimiento por linfocitos T citotóxicos. En paralelo, interfiere la vía STING y atenúa las 

respuestas de interferón tipo I, estableciendo un tono antiviral bajo que favorece la 

persistencia viral [33, 34]. Más allá del repertorio peptídico, E5 disminuye la expresión de 

HLA-I en superficie por retención en el retículo endoplásmico/Complejo de Golgi y la 

asociación con la cadena pesada (implicando chaperonas como calnexina), lo que limita la 

presentación de antígenos a CTL incluso cuando hay péptidos disponibles [35]. Además, E5 

reduce CD1d en queratinocitos, debilitando la vigilancia de iNKT y añadiendo otra capa de 

escape frente a la inmunidad innata-adaptativa [36]. En conjunto, estos efectos: menos 

péptidos adecuados, menos MHC-I funcional en superficie y menos presentación por CD1d, 

convergen en un fenotipo de baja visibilidad inmunológica de las células infectadas.  

En VPH-16, E6 interfiere las respuestas de IFN-I al unirse a IRF3, lo que inhibe la inducción 

de IFN-β; simultáneamente, la inactivación de p53 reduce la transcripción de genes de 
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respuesta inmune dependientes de p53, reforzando la pérdida de vigilancia sobre células 

infectadas [37–39]. Como extensión de este nodo de sensores, se ha descrito que además 

E6/E7 reprimen la transcripción de TLR9 en queratinocitos, disminuyendo la “alarma” frente 

al ADN viral, contribuyendo a un entorno menos inflamatorio [40].  

Estos mecanismos son complementarios: el bloqueo de IRF3/IFN-β y la represión de TLR9 

actúan en puntos distintos de la detección de ADN (uno en factores de transcripción de salida 

del eje, el otro en el PRR de entrada), y no deben interpretarse como meras duplicaciones de 

la misma vía. 

La oncoproteína E7 antagoniza la activación de NF-κB ante estímulos inflamatorios en 

queratinocitos (por ejemplo, imiquimod), lo que se traduce en disminución de citocinas 

proinflamatorias y menor reclutamiento de efectores; además, altera la función y migración 

de células presentadoras de antígeno (LC/DC) y favorece un microambiente inmunosupresor 

con expansión de T reguladoras [35, 37–39, 41, 42]. En el modelo K14.E7 (expresión de E7 

en queratinocitos), la interacción E7–Rb se asocia con hiperplasia epitelial, menor 

reclutamiento de APC a los ganglios drenantes y maduración deficiente de DC migratorias; 

a pesar de que los queratinocitos con Rb mutante (sin capacidad de unión a E7) son lisables 

por CTL in vitro, los injertos cutáneos no se rechazan in vivo, lo que revela un microambiente 

regional que amortigua la inmunidad efectiva [43]. 

A estos ejes se suman dos piezas recientes de interés de señalización. Primero, en VPH-18, 

E7 se une directamente a STING y bloquea de forma selectiva la rama NF-κB de la 

señalización inducida por STING (con menor impacto en IRF3), lo que demuestra 

modulación de ramas específicas dentro del mismo PRR y esto ayuda a explicar la atenuación 

de respuestas inflamatorias aun cuando persistieran salidas por IRF3 [44].  



13 

 

Segundo, E7 silencia la quimiocina CXCL14 (vía hipermetilación promotora); la reexpresión 

de CXCL14 en modelos de cáncer de cabeza y cuello VPH⁺ restaura el control inmune en 

animales inmunocompetentes, con aumento de NK y CD8⁺ en ganglios drenantes y supresión 

del crecimiento tumoral, subrayando el papel de CXCL14 como eje de quimioatracción y 

activación local [45]. Estos mecanismos se resumen en la Tabla I. 

 

Onco-

proteína 
Nodo diana 

Mecanismo proximal 

demostrado 

Medidas de la 

respuesta 

inmune 

Consecuencia 

tisular / 

sistémica 

Referen-

cias 

E5 

Procesamiento 

antigénico 

(inmuno- 

proteasoma) 

Inhibición del 

inmunoproteasoma que 

restringe el repertorio 

de péptidos aptos para 

MHC-I 

Disminución de 

péptidos 

presentables; 

menor activación 

de CTL 

Menor 

reconocimiento 

citotóxico y 

mantenimiento 

de células 

infectadas 

[33] 

Sensores de 

IFN (STING / 

IFN-I; IFN-κ 

en 

queratinocitos) 

Interferencia de STING 

y atenuación de IFN-I; 

inhibición de IFN-κ 

Reducción de 

IFN-β/ISG; tono 

antiviral basal 

bajo 

Facilita 

persistencia 

episomal y 

evasión de la 

inmunidad 

innata 

[33, 34] 

Tráfico y 

superficie de 

MHC-I 

Retención de HLA-I en 

RE/Golgi (interacción 

con cadena pesada; 

chaperonas como 

calnexina) 

Disminución de 

HLA-I en 

superficie 

Escape a CTL 

incluso con 

antígeno 

disponible 

[35, 42] 

Presentación 

CD1d / iNKT 

Disminución de CD1d 

en queratinocitos 

Menor activación 

de iNKT 

Pérdida de 

vigilancia iNKT 
[36, 42] 

E6 

IFN-I (IRF3) 

Unión directa de E6 

(VPH-16) a IRF3 con 

bloqueo de inducción 

de IFN-β 

Reducción de 

IFN-β y de genes 

estimulados por 

IFN 

Disminuye 

vigilancia 

antiviral sobre 

células 

infectadas 

[38–40] 

p53-inmune 

Inactivación de p53 y 

pérdida de 

transcripción de genes 

inmunes p53-

dependientes 

Menor expresión 

de efectores 

inmunes 

inducidos por p53 

Menor 

reconocimiento 

y eliminación de 

células 

infectadas 

[37, 39] 

E6/E7 
PRR de ADN 

(TLR9) 

Represión 

transcripcional de 

TLR9 en queratinocitos 

Disminución de 

citocinas/IFN ante 

ADN viral 

Menor alarma 

innata en 

epitelio 

[37, 42] 

E7 

NF-κB 

inflamatorio 

(queratinocito) 

Antagonismo de la 

activación por 

estímulos como 

imiquimod 

Disminución de 

citocinas 

proinflamatorias; 

menor 

Microambiente 

con menor 

infiltración y 

respuesta innata 

débil 

[41, 42] 
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reclutamiento de 

efectores 

APC (LC/DC) 

y co-

estimulación 

Disfunción y migración 

alteradas de APC; 

sesgo regulador; 

reducción de IL-12 

Presentación 

subóptima; menor 

activación T 

Persistencia de 

la infección y 

respuestas 

adaptativas 

débiles 

[42, 43] 

cGAS–STING 

(rama NF-κB) 

Unión de E7 (VPH-18) 

a STING con bloqueo 

selectivo de la salida 

NF-κB 

Reducción de 

quimiocinas/infla

mación 

dependientes de 

NF-κB con IRF3 

relativamente 

preservado 

Atenuación de 

inflamación 

incluso con 

detección de 

ADN 

[44] 

Quimio-

atracción 

tisular 

(CXCL14) 

Silenciamiento 

epigenético de 

CXCL14 

Menor 

reclutamiento de 

DC/NK; descenso 

de MHC-I 

Reexpresión de 

CXCL14 

restaura control 

inmune y 

suprime 

crecimiento 

tumoral in vivo 

[45] 

E7–Rb 

Efecto tisular 

regional 

(modelo 

K14.E7) 

Interacción E7–Rb con 

hiperplasia y cambios 

locales 

Menor llegada de 

APC a ganglios; 

maduración 

deficiente de DC 

migratorias 

No rechazo de 

injertos in vivo 

pese a lisis in 

vitro 

[46] 

Tabla I. Evasión inmune por oncoproteínas de VPH organizada por nodos mecanísticos. La tabla sintetiza 

cómo E5, E6 y E7 contribuyen a la evasión inmune agrupando la evidencia por nodo diana (punto de la vía 

donde actúa la oncoproteína), mecanismo proximal (evento molecular inmediato), medidas de la respuesta 

inmune (cambios medibles en expresión/señalización o ensayos funcionales) y consecuencia tisular/sistémica 

(efectos en epitelio, ganglio o modelos in vivo). Los nodos listados no son redundantes: cubren capas distintas 

(procesamiento y tráfico antigénico, sensores de IFN, transducción inflamatoria, quimioatracción y dinámica 

de APC), aunque puedan converger en fenotipos similares. La fila “E7–Rb” resume el efecto tisular regional 

observado en el modelo K14.E7. Notas: 1. “Retención de HLA-I en RE/Golgi” incluye interacciones con la 

cadena pesada y chaperonas (p. ej., calnexina). 2. El efecto de E7 sobre STING descrito para VPH-18 se reporta 

como bloqueo selectivo de la rama NF-κB, con menor impacto en la salida IRF3. 3.“Silenciamiento de 

CXCL14” alude a regulación epigenética con implicaciones en reclutamiento de DC/NK y control tumoral in 

vivo. 

 

1.2.4 Nuevos mecanismos de evasión: inhibición del eje CD40–CD40L 

En condiciones fisiológicas, la ligación CD40–CD154 en el epitelio activa un programa 

transcripcional proinflamatorio (p. ej., IL-8, TNF) y favorece el reclutamiento leucocitario 

[46, 47] (Figura 6). En la infección epitelial no transformada (fase temprana o persistente) 

por VPH, esta respuesta a CD40 está atenuada, con disminución de quimiocinas y menor 

atracción de células inmunes [46, 48]. De forma complementaria, E6 (VPH-16/18) reduce 
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CD40 mediante el eje p53–AKNA dependiente de proteasoma, aportando un mecanismo 

directo de desregulación coestimuladora [49]. 

 

Figura 6. Posibles respuestas en células endoteliales mediante la activación de CD40. Las ECs que expresan 

CD40 inducido por IFN-γ pueden interactuar con linfocitos T activados que expresan el ligando de CD40 

(CD154). La unión de CD40 provoca cambios conformacionales que reclutan moléculas adaptadoras conocidas 

como TRAFs. Los TRAFs reclutan quinasas que interactúan con TRAF y activan las vías de señalización NF-

κB, p38/MAPK y JNK. La señalización de CD40 induce la producción de citocinas y quimiocinas 

proinflamatorias necesarias para la migración de células inmunitarias como las células de Langerhans (LCs), 

las células dendríticas (DCs) y los leucocitos, lo que conduce al establecimiento de un microambiente 

proinflamatorio. El virus del papiloma humano de alto riesgo (VPH-AR) interfiere con la señalización de CD40 

y atenúa estas respuestas. La unión de CD40 también induce la activación de Ras y PI3K, lo que lleva a la 

producción de VEGF, que puede promover la angiogénesis en la dermis. 

Adaptación [48].  

 

Por el contrario, en el carcinoma cervical establecido, CD40 suele encontrarse 

sobreexpresado y su activación con CD40L mejora el procesamiento y la presentación 

antigénica por MHC-I cuando los epítopos son dependientes de TAP, lo que se asocia con 

mayor lisis por CTL; en contraste, esto no ocurre frente a epítopos TAP-independientes. 
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Además, determinados quimioterapéuticos incrementan la apoptosis inducida por CD40L en 

células tumorales cervicales. Todo ello enlaza la señalización epitelial de CD40 con la 

eficiencia del reconocimiento por CTL en tumores VPH⁺ [50]. 

Mecanísticamente, la estimulación de la vía de CD40 induce TAP-1, TAP-2 y tapasin, y eleva 

subunidades del inmunoproteasoma (al menos LMP2 y LMP10/MECL-1) mediante NF-κB 

e IRF-1. NF-κB predomina en la fase temprana y la síntesis de novo de IRF-1 sostiene la 

inducción máxima en fases tardías. En conjunto, esto restaura la vía clásica de MHC-I 

(generación proteasomal, transporte mediante TAP al retículo endoplásmico, carga en MHC-

I y presentación en superficie), reforzando el vínculo funcional entre CD40 y la 

inmunovigilancia mediada por CD8⁺ [50–52].  

Se ha reportado que queratinocitos VPH-16⁺ que expresan E7 liberan microvesículas con 

efecto inmunosupresor: en co-cultivo con LC humanas o murinas, disminuyen CD40 y la 

subunidad p40 de IL-12, mermando la capacidad de las LC para activar CTL específicos 

[53]. Por tamaño y cinética, estas microvesículas pueden actuar localmente y alcanzar el 

drenaje linfático, condicionando la función de APC en tránsito hacia el ganglio (Figura 7).  

En sentido opuesto, no todo material particulado es inmunosupresor: en un modelo con DC 

murinas cargadas ex vivo con microesferas recubiertas con E7, las DC positivas a 

microesferas que migraron al ganglio drenante mostraron mayor expresión de CD40 a las 36 

h. Aunque este sistema experimental no demuestra dependencia obligada de CD40 ni es 

directamente extrapolable a la infección natural, apunta a que la forma física del antígeno y 

las señales coestimuladoras pueden modularse de manera coordinada [54].  
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Figura 7. Micropartículas derivadas de queratinocitos que expresan E7 y su efecto en CD40. Esquema del 

experimento usando queratinocitos transducidos con un lentivirus que expresa E7 y liberan micropartículas 

(100–1000 nm) por ectocitosis. Estas micropartículas son captadas por células dendríticas/Langerhans 

derivadas de médula ósea (cuadro verde). Tras la exposición a micropartículas con E7 y estimulación con LPS, 

las DC mostraron disminución de ~50% de CD40 en superficie y reducción de IL-12p40; en contraste, otras 

moléculas coestimuladoras como CD86 aumentaron. En un ensayo funcional (no mostrado), DC cargadas con 

el péptido SIINFEKL (OVA) y co-cultivadas con micropartículas E7 generaron >50% menos citotoxicidad de 

CD8⁺ OT-1 frente a controles, indicando que las micropartículas con E7 inhiben la primación de efectores 

citotóxicos. En conjunto, la figura ilustra una vía de evasión inmune mediada por micropartículas ricas en E7 

que atenúan la señal CD40–CD40L y la producción de IL-12, con posibles implicaciones para la presentación 

cruzada en piel.  

 

En los ganglios drenantes, la ayuda CD4⁺ promueve el influjo de monocitos CCR2⁺ y su 

diferenciación local a MoDC con aumento de CD40, CD80 y PD-L1; este proceso depende 

de CD40L–CD40 e IFN-γ, y sostiene la expansión de CD8⁺ efector y la polarización Th1 

(29). En conjunto, los datos muestran que el VPH interfiere el licenciamiento coestimulador 

en múltiples compartimentos (epitelio, LC/DC y ganglio), mientras que la activación epitelial 

de CD40 (cuando no está suprimida) restaura el procesamiento/presentación MHC-I TAP-

dependiente y sensibiliza al tumor a CTL, ofreciendo puntos de intervención combinada con 

TLR/IFN y, en contexto terapéutico, con quimioterapia [50].  
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En la Tabla II se sintetizan los mecanismos de evasión mediados por E5, E6 y E7 y se 

comparan con el eje CD40–CD40L descrito en esta sección, a fin de ofrecer un panorama 

cohesivo de los nodos afectados y de los puntos donde CD40 puede actuar como mecanismo 

compensatorio. 

Nodo 

mecanístico 
E5 E6 E7 

Relación con la vía 

CD40  
Referencia 

Maquinaria 

de 

procesamiento 

antigénico 

(APM) y 

MHC-I 

Inhibe el 

inmuno-

proteasoma y 

restringe el 

repertorio 

peptídico 

— 

Interferencia 

indirecta vía 

microambiente 

y APC 

En epitelio tumoral, 

CD40 induce TAP-1, 

TAP-2 y tapasin y 

eleva subunidades del 

inmunoproteasoma; 

mejora MHC-I 

dependiente de TAP 

y la sensibilidad a 

CTL 

[33, 34, 

50–52] 

Tráfico y 

superficie de 

MHC-I 

Retención de 

HLA-I en 

RE/Golgi 

(interacción 

con cadena 

pesada; 

chaperonas) 

— — 

La activación de 

CD40 puede restaurar 

APM y favorecer 

presentación en 

MHC-I 

[35, 50–

52] 

Presentación 

CD1d / iNKT 

Disminución 

de CD1d en 

queratinocitos 

— — 

Un entorno epitelial 

más inflamatorio y 

coestimulador vía 

CD40 podría 

potenciar vigilancia 

innata-adaptativa 

[36, 46–

48] 

Sensores de 

ADN / IFN-I 

(TLR9; 

cGAS–

STING; IFN-

κ) 

Interferencia 

de 

STING/IFN-I; 

reducción de 

IFN-κ en 

queratinocitos 

Unión de 

E6(16) a IRF3 

e inhibición de 

IFN-β; 

inactivación 

de p53; 

represión de 

TLR9 

Unión de 

E7(VPH-18) a 

STING con 

bloqueo 

selectivo de la 

salida NF-κB 

CD40 no es PRR, 

pero su activación 

puede compensar 

señales inflamatorias 

y coestimulación 

cuando PRR están 

atenuados 

[33–35, 

37–40, 44, 

46–52] 

Transducción 

inflamatoria 

(NF-κB en 

queratinocito) 

— — 

Antagonismo 

de la 

activación por 

imiquimod; 

disminución 

de citocinas y 

del 

reclutamiento 

En epitelio sano, 

CD40–CD154 induce 

quimiocinas; en 

epitelio VPH⁺ esta 

amplificación está 

atenuada 

[41, 46–

48] 

APC locales 

(LC/DC) y co-

estimulación 

— — 

Disfunción y 

migración 

alteradas; 

reducción de 

Microvesículas 

derivadas de E7 

disminuyen CD40 e 

IL-12p40 en LC; en 

[27, 53] 
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Tabla II. Mecanismos de evasión por E5/E6/E7 y su vínculo con la vía CD40. La tabla organiza los efectos 

de E5, E6 y E7 por nodo mecanístico y los relaciona con la señalización CD40–CD40L en epitelio, APC y 

ganglio.  

 

La literatura coincide en que, aunque la mayoría de las infecciones por VPH son transitorias 

y resueltas por la inmunidad celular, la evasión inmune del virus es crucial en la persistencia 

y progresión a cáncer cervical [31, 32]. En concordancia, la manipulación experimental de 

rutas de detección/activación de APC ilustra los nodos afectados por las oncoproteínas: por 

ejemplo, LC expuestas a VPH-16 no recuperan su programa inflamatorio con imiquimod 

(TLR7), mientras agonistas TLR8 como 3M-002 o duales TLR7/8 como resiquimod 

restauran citocinas, migración dirigida y activación de CD8⁺ [29]. A la vez, E7 puede inhibir 

respuestas inducidas por imiquimod mediante un mecanismo independiente de TLR7 [41], 

IL-12; 

expansión de 

T reguladoras 

ganglio, CD40L–

CD40 e IFN-γ 

favorecen MoDC con 

CD40 alto y sostienen 

expansión CD8⁺ y 

polarización Th1 

Eje epitelial 

CD40 

(expresión y 

función) 

— 

Reducción de 

CD40 vía 

p53–AKNA 

(mecanismo 

directo) 

Posible 

contribución a 

atenuación 

inflamatoria 

En infección no 

transformada la 

respuesta a CD40 está 

disminuida; en 

carcinoma cervical 

CD40 suele estar 

sobreexpresado y su 

activación mejora 

APM/MHC-I y lisis 

por CTL 

[46–50] 

Micro-

ambiente 

tumoral y 

estroma 

— — 

El modelo 

K14.E7 

muestra un 

microambiente 

que amortigua 

la inmunidad 

efectiva 

Activar CD40 en 

células tumorales 

cervicales facilita el 

reconocimiento por 

CTL y potencia la 

apoptosis con 

quimioterapia 

[43, 50] 

Quimio-

atracción y 

nicho inmune 

(p. ej., 

CXCL14) 

— — 

Silenciamiento 

de CXCL14 

reduce el 

reclutamiento 

de DC/NK; su 

reexpresión 

restaura el 

control 

La amplificación 

epitelial dependiente 

de CD40 incluye 

quimiocinas; su 

atenuación por VPH 

puede limitar el 

reclutamiento de 

efectores 

[45–48] 
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subrayando que la evasión viral opera en nodos redundantes y convergentes. En conjunto, 

estos ejemplos ejemplifican la interferencia del VPH sobre motores clave de la inmunidad 

antiviral y delimitan las rutas (p. ej., TLR7/8, STING, CD40–CD40L) que se discutirán más 

adelante. 

 

1.3 Terapia génica en VPH 

La terapia génica consiste en la introducción de material genético en un organismo utilizando 

diversos vectores, como liposomas, vectores adenovirales o métodos físicos como la 

biobalística [55]. Esta última, también conocida como gene gun, es una técnica no viral que 

emplea la aceleración de partículas de oro recubiertas con ADN mediante presión generada 

por gas helio, permitiendo que estas impacten a alta velocidad sobre el tejido epidérmico y 

penetren en las células de la piel [56]. Una vez dentro, la maquinaria celular transcribe y 

traduce el ADN, expresando la proteína de interés, que puede interactuar con diferentes vías 

celulares para cumplir el objetivo terapéutico. 

La biobalística ha demostrado ser eficaz para la transfección de una amplia variedad de tipos 

celulares, tanto en cultivos primarios como en líneas establecidas, y puede emplearse para la 

entrega de ADN, ARN, microARN y proteínas [57]. En modelos murinos de melanoma, la 

vacunación con ADN mediada por biobalística ha inducido respuestas inmunitarias 

específicas contra antígenos tumorales como TRP2, generando linfocitos T específicos y 

anticuerpos, asociados a inmunidad antitumoral y fenómenos de despigmentación cutánea 

tipo vitíligo [58]. 
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Las estrategias de terapia génica basadas en vectores y ADN para el tratamiento del VPH se 

centran en vacunas de ADN terapéuticas que codifican E6 y E7 de tipos de alto riesgo, 

especialmente VPH-16 y VPH-18, con el fin de inducir respuestas de linfocitos T citotóxicos 

que eliminen células infectadas o transformadas. Entre las más destacadas se incluyen: 

1. Vacunas de ADN convencionales: vectores que codifican E6 y E7, optimizados para 

expresión en células humanas y fusionados a secuencias que mejoran la presentación 

antigénica (HSP70, calreticulina, gD de herpesvirus). Ejemplos como VGX-3100 y 

GX-188E han mostrado eficacia en la regresión de lesiones intraepiteliales de alto 

grado y eliminación viral [59–64]. 

2. Vectores que generan VLPs: diseñados para producir partículas similares a virus 

que presentan E7, lo que activa células dendríticas y la respuesta T, con resultados 

potenciados al combinarse con agonistas de TLR7/TLR9 [65]. 

3. ADN minicircular: vectores de ADN no viral sin secuencias bacterianas, con mayor 

eficiencia de transfección y expresión sostenida; en modelos de cáncer cervical por 

VPH-18 inducen apoptosis y arresto celular [66]. 

4. Estrategias de combinación: uso conjunto de vectores de expresión de antígenos y 

citocinas inmunomoduladoras (como IL-2), optimización de secuencias y vías de 

administración e integración con inmunoterapia (anti-PD-1) o vectores virales 

recombinantes para lograr sinergia en la erradicación tumoral [64, 67]. 

5. Fusión con secuencias vegetales o adyuvantes naturales: para mejorar 

inmunogenicidad, combinando vectores con compuestos naturales 

inmunomoduladores [68]. 
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6. Vacunas de ARNm en LNP: las vacunas de ARNm-LNP codifican E6/E7 (y en 

algunos diseños, E2) y se formulan en nanopartículas lipídicas (LNP) compuestas 

típicamente por lípido ionizable, colesterol, fosfolípido ayudante (p. ej., DSPC) y 

PEG-lípido, lo que protege el ARNm, facilita la endocitosis y el escape endosomal. 

Tanto ARNm autoamplificante como ARNm no replicativo en LNP han mostrado, 

con una sola dosis, control de tumores asociados a VPH, CD8⁺ específicos frente a 

E7 robustos y memoria duradera en modelos murinos [69–71]. La combinación de 

antígenos (E2/E6/E7) y la co-formulación o coadministración con 

inmunoestimuladores de ácidos nucleicos (p. ej., CpG 1018, poly(I:C)) potencian la 

maduración de DC, la migración a ganglio y la remodelación del microambiente, 

con sinergia con ICB [72, 73]. 

7. Vectores virales (adenovirus, MVA, AAV): los adenovirus no replicativos (p. ej., 

Ad26, Ad35) han sido ampliamente usados para expresar E6/E7/E2, introduciendo 

mutaciones/reordenamientos que anulan la actividad transformante. Inducen 

inmunogenicidad T robusta y eficacia terapéutica en modelos preclínicos, con 

escalabilidad industrial [74, 75]. Además, se han empleado como vehículos para 

siRNA/miRNA y como oncolíticos en escenarios específicos (76). MVA aporta un 

perfil de seguridad elevado y fuerte inmunidad celular; AAV ofrece baja 

inmunogenicidad y expresión sostenida, aunque hay menos datos publicados en 

VPH que para adenovirus y ARNm-LNP [75]. 

En cuanto a su administración, las vacunas de ADN se han aplicado por vía intramuscular, 

intradérmica y mediante electroporación o biobalística, buscando maximizar la captación y 

expresión del ADN en células presentadoras de antígeno [59, 61, 62, 76] (Figura 8).  
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Figura 8. Estrategias de vacunación frente al VPH y métodos de entrega. 

Esquema de plataformas genéticas para expresar antígenos de VPH (p. ej., E6/E7) y vías físicas de 

administración. A) Adenovirus: vector viral que transporta ADN y dirige la expresión del antígeno en células 

del hospedero; habitualmente se administra por inyección (E). B) ARNm en LNP (lipid nanoparticles, 

nanopartículas lipídicas): el ARNm va formulado en LNP compuestas típicamente por lípido ionizable, 

colesterol, fosfolípido ayudante (p. ej., DSPC) y PEG-lípido; esta matriz protege el ARNm, favorece su 

endocitosis y el escape endosomal; suele administrarse por inyección (E) intramuscular o intradérmica. C) ADN 

plasmídico (o ADN minicircular, no viral): codifica el/los antígeno(s) y puede entregarse por inyección (E) y, 

para aumentar captación/expresión, mediante electroporación (D) o biobalística/gene gun (F). D) 

Electroporación: pulsos eléctricos transitorios que aumentan la permeabilidad de membrana y la entrada de 

ADN/ARN. E) Inyección: administración intradérmica/intramuscular (y en algunos enfoques, intratumoral). F) 

Gene gun (biobalística): microproyectiles recubiertos de ADN acelerados hacia la epidermis para transfección 

local. Combinaciones típicas: ADN plasmídico + electroporación (D) o gene gun (F); ARNm en LNP + 

inyección (E); adenovirus + inyección (E). El panel A representa vehículo viral de ADN, mientras que el panel 

C corresponde a ADN no viral; son categorías complementarias. Ilustraciones no a escala y con fines 

esquemáticos; la figura no implica comparaciones de eficacia. 
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1.4 Vía CD40–CD40L: generalidades y estrategias terapéuticas en VPH 

CD40 es un receptor coestimulador de la familia TNF, expresado principalmente en células 

presentadoras de antígeno (APC) como células dendríticas, macrófagos, monocitos y 

linfocitos B, y en menor medida en algunas células epiteliales, mientras que su ligando 

CD40L (CD154) se expresa de forma transitoria en linfocitos T activados y en plaquetas y 

otras células bajo condiciones inflamatorias [68, 77, 78] (Figura 9). La interacción CD40–

CD40L es esencial para la regulación de la respuesta inmune adaptativa y para la activación 

de la inmunidad innata. 

En linfocitos B, la señalización vía CD40 promueve la activación, proliferación, cambio de 

clase de inmunoglobulina y generación de memoria, procesos dependientes de la interacción 

con CD40L en linfocitos T cooperadores [68, 77]. En APCs, la activación de CD40 induce 

maduración, aumento de moléculas coestimuladoras (como B7), producción de citocinas 

proinflamatorias (IL-12, TNF-α) y mejora la presentación antigénica, incrementando la 

activación de linfocitos T CD8+ y CD4+ [78–82]. 

Figura 9. Modelo de CD40L predicho por AlphaFold. A la izquierda, representación en cintas del ligando 

de CD40 humano (CD40L/CD154) mostrando un monómero del ectodominio (coloreado según el esquema por 

defecto del visor). A la derecha, superficie accesible al disolvente del mismo modelo, que resalta su arquitectura 

alargada. Nótese que CD40L funciona fisiológicamente como homotrímero; el ensamblaje oligomérico no se 

representa aquí. Fuente del modelo: AlphaFold Protein Structure Database (AlphaFold).  
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En el contexto tumoral, la activación de CD40 mediante agonistas (anticuerpos 

monoclonales, CD40L recombinante o vectores virales) potencia la inmunidad antitumoral a 

través de: 1) “licenciamiento” de células dendríticas para presentación cruzada de antígenos 

tumorales, 2) polarización de macrófagos hacia un fenotipo proinflamatorio que favorece la 

infiltración de células efectoras, y 3) activación de linfocitos B para generar anticuerpos 

antitumorales [78–82]. 

Las estrategias de vacunación contra VPH han buscado aprovechar este mecanismo. La 

fusión de E7 (o E6/E7) a anticuerpos o ligandos dirigidos a CD40 mejora la entrega del 

antígeno a APCs, promueve su maduración y genera respuestas CD8+ específicas, duraderas 

y con infiltración tumoral, asociadas a regresión tumoral en modelos preclínicos y estudios 

ex vivo [83]. En un modelo murino, la administración subcutánea de un vector adenoviral 

codificante para E7 fusionado a CD40L generó inmunorresistencia mediada por linfocitos 

CD8+ frente a tumores E7-positivos durante 1 año, lo que en términos humanos equivaldría 

a varias décadas de protección [84]. Este efecto podría explicarse porque la activación de 

CD40 favorece la generación de linfocitos T CD8⁺ de memoria con fenotipo “stem-like”, 

asociados al control tumoral prolongado [85]. Así mismo, CD40L fue capaz de revertir la 

anergia a un antígeno propio (MUC-1), lo que refuerza la idea de que CD40L puede romper 

tolerancia y desencadenar respuestas incluso contra antígenos de baja inmunogenicidad [84]. 

En ensayos preclínicos y clínicos, los agonistas de CD40 han mostrado mayor eficacia 

cuando se combinan con inhibidores de puntos de control inmunológico (anti-PD-1, anti-

CTLA-4) o con quimioterapia, transformando tumores “fríos” en “calientes” y actuando 

incluso como “vacunas in situ” cuando la quimioterapia induce liberación de antígenos 

tumorales [79–82, 86]. Sin embargo, la administración de agonistas de CD40 en monoterapia 
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rara vez produce efectos significativos, lo que apunta a la necesidad de señales adicionales, 

entre ellas la presentación simultánea de antígeno tumoral. 

Este principio se ejemplifica en el estudio de Vogt et al., en el que se administró un vector 

adenoviral con el antígeno tumoral alfa-fetoproteína por vía subcutánea y, de forma 

independiente, un adenovirus con CD40L por vía intratumoral. La combinación mejoró 

significativamente la supervivencia en un modelo murino de carcinoma hepatocelular, en 

comparación con el uso de CD40L solo, incluso cuando los vectores se administraron en 

diferentes sitios anatómicos, lo que evidencia el papel adyuvante del antígeno tumoral [87]. 

De forma complementaria, Morrison et al. demostraron que la combinación de αCD40 con 

bloqueo de puntos de control (ICB) induce respuestas duraderas de linfocitos T, un efecto no 

alcanzable con ICB en monoterapia y que fue independiente de las vías TLR, STING o 

IFNAR. Esta eficacia requirió tanto la presencia de células dendríticas (DCs) como la 

expresión de CD40 en el huésped [86]. 

Este concepto de sinergia entre señales coestimuladoras se ha confirmado también in vitro. 

Feng et al. desarrollaron una proteína de fusión que contenía el dominio extra A (EDA) de 

fibronectina (ligando natural de TLR4) unido a E7 de VPH, la cual fue capturada 

eficientemente por DC derivadas de PBMC humanas, induciendo su maduración y 

promoviendo respuestas de CTL específicas contra células que expresaban E7; este efecto se 

potenció al combinarse con agonistas de CD40 y otros ligandos de TLR (poly(I:C), R848, 

CpG2216) [88]. De forma concordante in vivo, la coinyección de E7 recombinante con 

oligonucleótidos CpG (CpG ODN) activó linfocitos CD4⁺ y, de manera predominante, CD8⁺, 

reduciendo significativamente la formación tumoral en el modelo singénico TC-1 [89, 90]. 

De manera análoga, Yin et al. demostraron in vivo que la administración conjunta de una 
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vacuna dirigida a CD40 (anticuerpo αCD40 fusionado a E6/E7) con poly(I:C) inducía 

potentes respuestas de CD8⁺ infiltrantes en tumores VPH-16⁺, asociadas con control tumoral 

duradero [83]. 

Finalmente, más allá del escenario de las vacunas, en tumores VPH⁺ de cabeza y cuello, un 

agonista de CD40 dirigido a FAP (fibroblast activation protein-α, expresada por fibroblastos 

asociados a cáncer del estroma tumoral) sinergizó con radioterapia hipofraccionada, logrando 

respuestas completas duraderas y memoria antitumoral en modelos murinos, mientras que el 

agonista solo tuvo efecto transitorio [91]; este enfoque ilustra que direccionar CD40 al 

microambiente y aportar señales de daño/liberación de antígeno (RT) puede reactivar la 

presentación y la respuesta efectora sin añadir antígeno exógeno. 

En conjunto, estos resultados apoyan estrategias multicompetentes, en las que la activación 

de CD40 se combine con agonistas de TLR, STING o vías de IFN, y, según el contexto, con 

ICB o radioterapia, para maximizar la inmunogenicidad y contrarrestar los mecanismos de 

inmunoevasión tumoral. En este sentido, usar CD40 es coherente con la biología del VPH: 

puede compensar el bloqueo del eje CD40–CD40L si se dirige al compartimento adecuado 

(DC/estroma) y se acompaña de señales de antígeno/peligro; es decir, no es una intervención 

suficiente en monoterapia, pero sí un nodo central sobre el cual apilar co-señales no 

redundantes. En la Tabla III se sintetizan los nodos de evasión mediados por E5/E6/E7 y su 

posible reversión mediante intervenciones basadas en CD40–CD40L y las co-señales 

empleadas. 
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Tabla III. Mapeo de nodos de inmunoevasión por VPH y puntos de reversión por CD40. La tabla relaciona 

los principales nodos mecanísticos de evasión mediados por las oncoproteínas virales con estrategias basadas 

en CD40/CD40L (vacunas dirigidas, CD40L recombinante, anticuerpos agonistas y combinaciones).  

Nodo de 

inmunoevasión 

(VPH) 

Déficit/ mecanismo  

Estrategia 

basada en 

CD40 que lo 

contrarresta 

Cómo lo revierte 

(mecanismo/ 

compartimento) 

Co-señales 

clave 
Referencia 

APM y MHC-I 

(E5 dominante) 

E5 limita peptidoma 

(inmuno-

proteasoma) y 

reduce MHC-I 

funcional 

Activación de 

CD40 en 

epitelio 

tumoral o en 

DC 

Induce TAP-1, TAP-2 y 

tapasin y subunidades 

del inmunoproteasoma; 

mejora la vía clásica 

MHC-I y la lisis por 

CTL (epitelio) y el 

“licenciamiento” de DC 

(ganglio) 

Antígeno 

disponible 

(vacunación 

dirigida a 

CD40 o 

liberación 

por RT) 

[50–52, 77, 

78, 82] 

Tráfico/superfici

e MHC-I (E5) 

Retención de HLA-I 

en RE/Golgi 

CD40 en 

tumor/epitelio 

Aumenta maquinaria 

APM y favorece 

carga/expresión de 

MHC-I; sensibiliza a 

CTL 

Puede 

requerir 

liberación 

de antígeno 

o 

vacunación 

[50–52] 

PRR/IFN-I 

atenuados 

(E6/E7/E5) 

Bloqueo de 

IRF3/IFN-β (E6), 

represión TLR9 

(E6/E7), 

interferencia 

STING/IFN-I e 

IFN-κ (E5) 

Vacunas 

dirigidas a 

CD40 con o 

sin agonistas 

TLR; αCD40 

combinado 

con ICB 

CD40 no es PRR, pero 

madura APC y suple 

coestimulación aun con 

PRR deprimidos; 

αCD40 + ICB genera 

respuestas T duraderas 

independientes de 

TLR/STING/IFNAR 

TLR 

(poly(I:C), 

R848, CpG) 

o ICB según 

contexto 

[80, 82–84] 

NF-κB 

inflamatorio 

suprimido (E7 en 

queratinocito) 

Menor producción 

de citocinas y 

quimioatracción 

Ligación 

CD40–CD154 

en epitelio o 

CD40 

exógeno 

CD40 restaura 

quimiocinas en epitelio 

no transformado; en 

carcinoma, CD40 suele 

estar alto y su 

activación potencia 

APM/MHC-I 

Puede 

requerir 

IFN-γ/PRR 

activos o 

señales de 

daño 

[46–48, 50] 

APC locales 

disfuncionales 

(E7) 

LC/DC con 

reducción de IL-12 

y migración 

alterada; 

microvesículas de 

E7 disminuyen 

CD40/IL-12p40 

CD40L/αCD4

0 para 

“licenciar” 

DC y apoyo 

de CD4⁺ 

Aumenta CD40/CD80 

en MoDC en ganglio, 

potencia IL-12 y la 

expansión de CD8⁺ 
efector (licenciamiento 

en ganglio) 

IFN-γ; co-

agonistas 

TLR si PRR 

están bajos 

[27, 53] 

Tolerancia/anerg

ia 

Respuesta T 

insuficiente a 

antígenos propios o 

poco inmunógenos 

CD40L 

(vector/anticu

erpo) con o 

sin antígeno 

tumoral 

Rompe tolerancia y 

permite respuesta frente 

a antígeno propio (p. ej., 

MUC-1); con E7/E6, la 

entrega dirigida a CD40 

mejora magnitud y 

calidad de CD8⁺ 

Co-señales 

TLR o 

antígeno en 

formato 

inmunogéni

co 

[77, 78, 82] 

Memoria CD8⁺ 
insuficiente 

Respuestas poco 

duraderas 

CD40 en 

vacunación 

terapéutica 

Favorece memoria 

CD8⁺ de fenotipo stem-

like y control 

prolongado 

Refuerzo 

con 

TLR/antíge

no 

[77, 79, 81] 

Estroma/microa

mbiente “Frío” 

Escasa liberación de 

antígeno y barreras 

estromales 

Agonista de 

CD40 dirigido 

a FAP 

combinado 

con RT 

RT libera antígeno y 

señales de daño; CD40 

en estroma activa el eje 

cDC1–CD8⁺ local; 

control duradero en 

VPH⁺ preclínico 

RT; posible 

ICB según 

escenario 

[85] 
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1.5 Vacunas de ADN en VPH  

La terapia génica introduce material genético en el hospedero mediante vectores (p. ej., 

liposomas, vectores adenovirales) y métodos físicos como biobalística/gene gun o 

electroporación [55]. En este marco, las vacunas terapéuticas de ADN para el VPH 

constituyen una estrategia para inducir inmunidad celular específica frente a células 

infectadas/transformadas que expresan E6/E7 (principalmente de VPH-16/18), a diferencia 

de las vacunas profilácticas que previenen la infección [58, 59, 61–64, 76]. Además, avances 

recientes en ARNm-LNP y vectores virales (adenovirus/MVA/AAV) confirman principios 

convergentes de presentación antigénica y activación T aplicables al contexto del VPH [59, 

61–63, 76, 92, 93]. 

 

1.5.1 Estado actual de las vacunas de ADN terapéuticas contra el VPH 

Para dimensionar la madurez clínica, realizamos una búsqueda exhaustiva en 

ClinicalTrials.gov (y literatura asociada) combinando términos amplios de condición: 

cervical intraepithelial neoplasia (CIN/HSIL), anal HSIL/AIN, oropharyngeal/HNSCC, 

cervical cancer, VPH-16/18; con intervenciones de texto libre: DNA vaccine, DNA 

immunotherapy, plasmid, y nombres de producto (VGX-3100, INO-3112/MEDI0457, 

VB10.16, GX-188E, “E7-KDEL”), además de revisar fichas de programa y publicaciones 

que referencian NCTs. Con este enfoque identificamos ~20 ensayos fase I–III de vacunas de 

ADN terapéuticas frente a VPH en lesiones intraepiteliales y tumores VPH⁺. La disparidad 

con búsquedas más estrechas (p. ej., condition: “HPV-Related carcinoma” y intervention: 

“DNA vaccine”) se explica porque muchos estudios se indexan bajo CIN/HSIL o HNSCC y 
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describen la intervención como “DNA immunotherapy” o por la marca/plataforma en lugar 

de “DNA vaccine” u otros términos similares (Tabla IV). 

1. Inducción de inmunidad celular específica. Ensayos preclínicos y clínicos con 

vectores E6/E7 (p. ej., VGX-3100, GX-188E) muestran respuestas CD8⁺/CD4⁺ 

específicas, regresión de CIN2/3 y aclaramiento viral, con correlación entre magnitud 

de IFN-γ y reducción de lesión (En paralelo, plataformas ARNm-LNP y adenovirales 

muestran patrones similares de activación T y control tumoral en modelos VPH, 

reforzando el principio biológico subyacente. 

2. Seguridad y tolerabilidad. Los perfiles clínicos de las vacunas de ADN son 

favorables, con efectos adversos mayormente locales y sin toxicidades limitantes, 

adecuados para lesiones precursoras o enfermedad temprana. 

3. Potencial de combinación. La electroporación o la biobalística mejoran captación y 

expresión del plásmido; además, combinar ADN con módulos inmunoestimuladores 

(p. ej., IL-12) o con bloqueo de puntos de control potencia la citotoxicidad y el control 

tumoral, este patrón de sinergia también se observa en adenovirus, ARNm-LNP con 

adyuvantes de ácidos nucleicos y/o ICB.  

4. Ventajas logísticas. El pDNA es escalable, estable y permite codificar múltiples 

antígenos, facilitando adaptación por genotipo y uso en entornos con infraestructura 

limitada. 

5. Limitaciones. La eficacia clínica comparada con abordajes estándar (p. ej., 

conización) sigue siendo moderada y aún no hay vacunas terapéuticas de ADN 

aprobadas; las prioridades incluyen mejorar entrega y presentación antigénica, 

ampliar cobertura y optimizar esquemas [58, 59, 61–64, 76, 93]. 
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Familia / 

Plataforma 

Denomina-

ción 
Composición 

Vía / 

dispo-

sitivo 

Indicación 

(población) 
Fase 

Registro 

(NCT) 

(Ref) 

Inovio – familia 

VGX (ADN 

plasmídico) 

VGX-3100 
Vectores E6/E7 

(VPH-16/18) 

IM + 

electro-

poración 

HSIL 

cervical 

(CIN2/3) 

II 

NCT 

01304524 

[94] 

VGX-3100 

(REVEAL-2) 

Vectores E6/E7 

(VPH-16/18) 

IM + 

electro-

poración 

HSIL 

cervical 

(CIN2/3) 

III 

NCT 

03721978 

[95] 

VGX-3100 
Vectores E6/E7 

(VPH-16/18) 

IM + 

electro-

poración 

HSIL anal 

Abierto / 

explora-

torio 

NCT 

03499795 

[96] 

VGX-3100 

(AMC-103) 

Vectores E6/E7 

(VPH-16/18) 

IM + 

electro-

poración 

HSIL anal II 

NCT 

03603808 

[97] 

Inovio – familia 

VGX (extensión 

con adyuvante 

genético) 

MEDI0457 / 

INO-3112 

VGX-3100 + 

INO-9012  

(IL-12) 

IM + 

electro-

poración 

Cáncer de 

cabeza/ 

cuello 

VPH⁺; 

cérvix 

(selecciona-

dos) 

I/IIa 

NCT 

02163057 

[98] 

MEDI0457 + 

pembro-

lizumab 

VGX-3100 + IL-

12 (ADN) + ICI 

IM + 

electro-

poración 

Cánceres 

VPH-

asociados 

2a 

NCT 

03439085 

[99] 

MEDI0457 + 

durva-lumab 

VGX-3100 + IL-

12 (ADN) + ICI 

IM + 

electro-

poración 

HNSCC 

R/M VPH-

asociado 

1b/2a 

NCT 

03162224 

[100] 

Genexine – GX-

188E (ADN 

plasmídico) 

GX-188E 
Plásmido E6/E7 

optimizado 

ID/IM 

(según 

protocol

o) 

CIN3 IIb 

NCT 

02139267 

[101] 

GX-188E 
Plásmido E6/E7 

optimizado 
ID/IM 

CIN3 

(mujeres) 
IIb 

NCT 

02411019 

[102] 

GX-188E + 

pembrolizum

ab 

ADN + ICI 
IM/ID (± 

tópicos) 

Cáncer 

avanzado 

VPH-

relacionado 

Ib/II 

NCT 

03444376 

[103] 

GX-188E ± 

GX-

I7/imiquimod 

ADN (± 

citoquina/ 

agonistas) 

Varios 

(incl. 

tópico) 

CIN3 II 

NCT 

03206138 

[104] 
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GX-188E 

(dose-

finding) 

Plásmido E6/E7 ID/IM CIN3 I/II 

NCT 

01634503 

[105] 

Nykode/Vaccibo

dy – VB10.16 

(ADN dirigido a 

APC) 

VB10.16 

(FIH) 

Plásmido con 

direccionamiento 

a APC (E6/E7 

VPH-16) 

IM 

Cáncer 

cervical 

VPH-16⁺ 
I/II 

NCT 

02529930 

[106] 

VB10.16 + 

pembrolizum

ab 

(KEYNOTE-

A05) 

ADN + ICI IM 

HNSCC 

R/M VPH-

16⁺ 
II 

NCT 

06016920 

[107] 

VB10.16 

(avanzado) 

ADN dirigido a 

APC 
IM 

Cáncer 

cervical 

avanzado 

II 

NCT 

06099418 

[108] 

VB10.16 

(VIN) 

ADN dirigido a 

APC 
IM 

Neoplasia 

intraepitelia

l vulvar 

(VIN) 

II 

NCT 

04405349 

[109] 

pNGVL 

(constructos 

académicos de 

ADN 

plasmídico) 

pNGVL4a-

CRT/E7 

(detox) 

E7 detox 

fusionado a 

calreticulina 

ID/IM 

(según 

sitio) 

HNSCC 

VPH-16⁺; 

piloto en 

CIN2/3 

I 

NCT 

01493154 

[110] 

pNGVL4a-

CRTE6E7L2 

Constructo 

multiepitópico 

(E6/E7/L2) 

ID/IM 
HNSCC 

VPH⁺ 
I 

NCT 

04131413 

[111] 

Otros ADN 

históricos 

Amo-

limogene 

(ZYC101a) 

Plásmido ADN 

encapsulado en 

micro-partículas 

IM 
HSIL/CIN2

/3 
III 

NCT 

00264732 

[112] 

Tabla IV. Ensayos clínicos de vacunas terapéuticas de ADN contra VPH. Se listan candidato, composición 

(antígeno/adyuvantes), vía/dispositivo de administración, indicación, fase y el registro ClinicalTrials.gov 

(NCT). La familia VGX incluye MEDI0457/INO-3112 como extensión de VGX-3100 con IL-12 plasmídica 

(INO-9012), administrada por electroporación. Las entradas VB10.16 corresponden a un vector de ADN con 

direccionamiento a APC; GX-188E es un plásmido E6/E7 optimizado; pNGVL agrupa constructos académicos 

(p. ej., CRT/E7).  
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1.5.2 Fundamento inmunológico y optimización del diseño  

Para que un linfocito T reconozca su diana, el antígeno debe degradarse en el citosol; 

los péptidos generados se transportan al retículo endoplásmico por el transportador asociado 

con el procesamiento de antígenos (TAP), donde, con chaperonas, se cargan en MHC-I y se 

expresan en la superficie ( 

Figura 10). Este flujo es intrínsecamente ineficiente (≈1 péptido presentado por cada 

10,000 proteínas degradadas) [113]. Por ello, se han desarrollado diseños que incrementan la 

visibilidad antigénica; entre ellos, redirigir el antígeno al RE mediante fusión con proteínas 

residentes como calreticulina, para favorecer el ensamblaje MHC-I y potenciar la activación 

T [114].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Presentación de antígenos por MHCI. En este esquema se representa el proceso de presentación 

de antígenos a partir de proteínas endógenas por medio de moléculas de MHCI. Para que este proceso se lleve 

a cabo se deben de generar pequeños péptidos que deberán translocarse a la luz del RE, donde serán montados 

en las moléculas de MHCI con ayuda de diversas chaperonas. Adaptación [115]. 
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1.6 Proteostasis del retículo endoplásmico 

El retículo endoplásmico (RE) es un orgánulo esencial en la biología celular, encargado no 

solo de la síntesis, el plegamiento y la maduración de proteínas, sino también de la regulación 

lipídica y el almacenamiento de calcio intracelular [116–118]. Las proteínas secretoras y de 

membrana son translocadas cotraduccionalmente desde el ribosoma al lumen del RE a través 

del complejo translocón Sec61, o insertadas en su membrana [119, 120]. Una vez en el lumen, 

el proceso de plegamiento es asistido por chaperonas como BiP/GRP78, calnexina y 

calreticulina, mientras que enzimas como las proteínas disulfuro isomerasas (PDI) facilitan 

la formación de enlaces disulfuro [116–124]. 

 

1.6.1 Control de calidad en retículo endoplásmico 

El control de calidad del RE (ERQC), altamente conservado, monitorea el estado de 

plegamiento mediante sensores de conformación y modificaciones de N-glicanos, reteniendo 

proteínas inmaduras y permitiendo ciclos adicionales de plegamiento [119, 120]. Aquellas 

que no alcanzan la conformación nativa son eliminadas principalmente a través de la 

degradación asociada al RE (ERAD), que implica retrotranslocación al citosol por canales 

que pueden incluir Sec61, ubiquitinación y degradación proteasomal [119, 121, 123, 124].  

Además, ciertas proteínas pueden ser eliminadas mediante ER-fagia, un proceso selectivo 

que, a diferencia de la ERAD que actúa sobre proteínas específicas, elimina dominios o 

fragmentos completos del retículo endoplásmico. La ER-fagia incluye tres mecanismos 

principales: la macro-ER-fagia, en la que fragmentos del RE son englobados por 

autofagosomas; la micro-ER-fagia, donde subdominios del RE son directamente ingeridos 

por lisosomas; y la vía de transporte vesicular, en la que vesículas derivadas del RE se 
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fusionan con lisosomas. En conjunto, estos procesos se engloban dentro de la degradación 

asociada al RE-lisosoma (ERLAD) [121, 124]. 

 

1.6.2 Respuesta a proteínas mal plegadas  

Cuando la cantidad de proteínas mal plegadas o no plegadas sobrepasa la capacidad del RE, 

se desencadena un estado de estrés del RE, lo que activa una respuesta adaptativa conocida 

como respuesta a proteínas mal plegadas (UPR) [116–118, 122–128]. Esta respuesta está 

mediada por tres sensores transmembrana: IRE1, PERK y ATF6 [117, 123–126, 128] que 

detectan el desbalance en la homeostasis proteica e inducen diversos mecanismos 

compensatorios: 

1. Disminución de la traducción global: PERK fosforila eIF2α, lo que reduce 

temporalmente la síntesis de proteínas y limita la entrada de nuevas cadenas al RE, 

dando tiempo al sistema de plegamiento y degradación para estabilizarse [123, 126, 

128, 129]. 

2. Aumento de chaperonas y enzimas de plegamiento: La UPR incrementa la 

producción de chaperonas como GRP78/BiP, calnexina, calreticulina y PDIs, que 

facilitan el correcto plegamiento y previenen la acumulación de agregados proteicos 

[120, 121, 123, 124, 127]. 

3. Refuerzo de la degradación proteica: Se potencia la vía ERAD, encargada de 

reconocer y retrotranslocar proteínas defectuosas hacia el proteasoma, reduciendo así 

la carga proteotóxica [116, 123, 124, 127]. 
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No obstante, si estas medidas no logran restablecer la homeostasis, la UPR puede cambiar de 

un perfil protector a uno proapoptótico. En este escenario, los sensores IRE1 y PERK activan 

cascadas que inducen factores como CHOP y promueven la activación de caspasas, llevando 

finalmente a la muerte celular programada [118, 123, 126–128]. 

 

1.6.3 Degradación asociada a retículo endoplásmico 

La degradación asociada al retículo endoplásmico (ERAD) elimina selectivamente proteínas 

aberrantes clasificando los sustratos según la localización del defecto de plegamiento u 

organización estructural: luminal (ERAD-L), transmembrana (ERAD-M) o citosólica 

(ERAD-C) [130–137]. En el lumen, lectinas y chaperonas del control de calidad (ERQC), 

como OS-9 y XTP3-B en mamíferos, o Yos9p en levaduras, reconocen firmas de mal 

plegamiento (incluida la desmanosilación progresiva de N-glicanos) y entregan los sustratos 

al eje HRD1/SEL1L/Derlin para su retrotranslocación, poliubiquitinación y degradación 

proteasomal (ERAD-L) [130, 131, 133–136]. Cuando el defecto reside en segmentos 

intramembrana, la vigilancia recae en ERAD-M, donde HRD1 y gp78 (mamíferos) o Hrd1p 

(levaduras) detectan “degrones” transmembrana; en levaduras, Doa10 puede solaparse con 

este espectro, ampliando la frontera entre ERAD-M y ERAD-C [131, 132, 134, 135, 137]. 

Por su parte, ERAD-C atiende lesiones expuestas en dominios citosólicos de proteínas de 

membrana, con Doa10 como E3 prototípica en levaduras y una mayor redundancia de E3 en 

mamíferos (incluida gp78), lo que hace que la tripartición L/M/C sea menos rígida en células 

de mamífero que en levaduras [131, 132, 134, 135]. En todos los casos, la extracción al 

citosol converge en ATPasas tipo Cdc48p (levaduras) o p97/VCP (mamíferos), con 

cofactores Ufd1/Npl4, que despachan el sustrato al proteasoma 26S; la dependencia de 
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cofactores puede variar con la E3 implicada (p. ej., Ufd1 es crítico para HRD1 y menos 

necesario para gp78) [131, 134, 135, 137]. 

 

1.6.4 Papel de las disulfuro isomerasas en el control de calidad del RE 

En el RE, el plegamiento oxidativo depende de oxidorreductasas residentes. PDI cataliza la 

formación, ruptura e isomerización de puentes disulfuro y, en su estado reducido, puede 

actuar como reductasa/unfoldasa, preparando sustratos para la retrotranslocación y 

degradación por el proteasoma 26S [138–140]. Estos roles complementan observaciones 

funcionales previas: la maquinaria ERAD se ralentiza frente a dominios muy compactos o 

agregados con disulfuros intermoleculares (p. ej., un dominio tightly folded fusionado a CPY 

dificulta su degradación) [141]; la exportación retrógrada suele requerir monómeros 

desplegados, como se infiere de TCRα no ensamblada (dos residuos básicos evitan la 

oligomerización por disulfuros y favorecen el recambio) [142] y de la κ-light chain no 

secretada, que se reduce a monómero antes de exportarse [143]. Coherentemente, PDI puede 

romper disulfuros en sustratos oligomerizados y se asocia a complejos de retrotranslocación 

en la membrana del RE [144, 145]. 

ERdj5, miembro especializado de la familia PDI, acelera la degradación de sustratos mal 

plegados al reducir disulfuros no nativos y coordinarse con EDEM1 (que reconoce glicanos 

recortados) y BiP, facilitando la entrega del sustrato al canal de retrotranslocación [146–149]. 

Además de su rol degradativo, ERdj5 contribuye al plegamiento productivo de ciertas 

proteínas (p. ej., receptor de LDL) al eliminar puentes disulfuro erróneos durante la 

maduración [149], lo que encaja con el modelo en que desreducción y edición de N-glicanos 

(vía EDEM) convergen para decidir “re-plegar o degradar” [150]. 
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1.6.5 Retrotranslocación de proteínas del RE al proteasoma 

Aunque Sec61 se propuso como canal de retrotranslocación, su papel parece no mayoritario: 

muchos sustratos ERAD se degradan sin Sec61 funcional [151–154], pese a que existen datos 

que lo implican en algunos casos [155–157]. En su lugar, la evidencia apoya múltiples rutas 

redundantes y especializadas: complejos HRD1-like (núcleo E3 ligasa), Derlin-1/VIMP 

(SELS) y el ATPasa p97/VCP (con Ufd1/Npl4) formarían supracomplejos con EDEM1, 

ERdj5 y BiP que reconocen, ubiquitinan, extraen y entregan sustratos al proteasoma [146–

149, 158]. En conjunto, estos datos sostienen un modelo modular donde el estado redox, la 

firma de N-glicanos y la topología del degrón determinan qué ruta de salida 

(HRD1/Derlin/p97 ± participación de Sec61) se activa para cada sustrato. 

 

1.6.6 Presentación de antígenos por MHC-I  

La presentación de antígenos por MHC de clase I (MHC-I) comienza cuando las proteínas 

endógenas son ubiquitinadas y fragmentadas por el inmunoproteasoma en péptidos de 8–11 

aminoácidos. El interferón-γ regula al alza las subunidades del inmunoproteasoma (por 

ejemplo, LMP2, LMP7), ampliando el repertorio peptídico y favoreciendo los ligandos de 

MHC-I [138, 139, 159]. El inmunoproteasoma es una variante del proteasoma que se 

ensambla en presencia de citocinas inflamatorias, principalmente IFN-γ, y cuya función es 

optimizar la generación de péptidos para la presentación por MHC-I, especialmente en 

células presentadoras de antígenos. Los péptidos resultantes son transportados al RE por 

TAP1/TAP2, componentes centrales del complejo de carga de péptidos (PLC) [138, 139, 

147, 148, 150, 160–163]. Dentro del RE, los péptidos pueden ser recortados a la longitud 

óptima por ERAP1/ERAP2 [148, 150, 161–163]. 
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El ensamblaje y edición de MHC-I están regulados por chaperonas del RE: la cadena pesada 

se pliega con calnexina, se asocia con β2-microglobulina y luego interactúa con calreticulina 

y ERp57 para estabilizar una conformación receptiva al péptido. Tapasina conecta MHC-I 

con TAP y cataliza la edición de péptidos, favoreciendo ligandos de alta afinidad y complejos 

péptido:MHC-I estables. ERp57 forma un heterodímero unido por disulfuro con tapasina 

para respaldar el control de calidad [148, 150, 160–165]. Una vez cargado de manera óptima, 

el complejo péptido:MHC-I abandona el PLC y transita por el Golgi hacia la superficie 

celular para la vigilancia de linfocitos T CD8⁺ [138, 139, 148, 150, 160, 161, 164–166]. 

En la presentación cruzada, los antígenos exógenos ingresan por rutas endocíticas, son 

exportados al citosol para su procesamiento proteosómico, y sus péptidos son transportados 

por TAP al RE (o cargados en endosomas) usando la misma maquinaria del PLC [148, 167]. 

Los interferones tipo I/II (IFN-α/β, IFN-γ) aumentan la transcripción de genes de MHC-I y 

de procesamiento de antígenos a través de elementos promotores conservados, potenciando 

la presentación en superficie [138, 139, 147]. 

De manera crucial, la proteostasis del RE y la degradación asociada al RE (ERAD) se 

intersectan con esta vía: el control de calidad del RE (ERQC) y la ERAD generan un 

suministro de péptidos al dirigir proteínas mal plegadas o retenidas en el RE hacia 

dislocación, ubiquitinación y procesamiento proteosómico, alimentando así la ruta de MHC-

I. Dirigir los antígenos al RE incrementa su exposición a ERQC/ERAD y al PLC, lo que 

puede aumentar la disponibilidad de péptidos y la eficiencia de carga bajo condiciones que 

mantienen la homeostasis del RE. 
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1.6.7 Implicaciones para direccionar antígenos al RE  

En este marco, los resultados de Martínez et al. con construcciones que dirigen E7 al RE 

permiten mapear de forma funcional cómo la topología del sustrato condiciona la vía 

degradativa en sistemas de mamífero [168]. Las variantes sin dominio de anclaje de 

membrana (MBD), por ejemplo, SP-E7-ERAD-K y SP-E7-ERAD-S, mostraron acumulación 

al inhibir el proteasoma con MG132, lo que es coherente con un turnover proteasoma-

dependiente típico de ERAD-L/ERAD-C: el antígeno, retenido luminalmente o con porción 

citosólica accesible, es reconocido por ERQC, retrotranslocado vía HRD1/Derlin y eliminado 

por p97/proteasoma [130, 131, 133–136]. En contraste, las variantes con un dominio de unión 

a membrana, COX2-E7 y SP-MBD-E7-ERAD-K, no se vieron afectadas por MG132, 

sugiriendo que su eliminación no depende mayoritariamente del proteasoma en esas 

condiciones. Esta resistencia es compatible con varias posibilidades no excluyentes: (i) un 

desvío parcial hacia ERAD-M con participación de gp78/Derlin y requisitos de cofactores 

distintos. (ii) una estabilización topológica que reduce la tasa de retrotranslocación; y/o (iii) 

el uso relativo de vías lisosomales selectivas del RE (ER-fagia/ERLAD) cuando el sustrato 

es intrínsecamente más “membranoso” o menos apto para pasar como monómero desplegado 

por el poro de retrotranslocación [131, 132, 134, 135, 137, 168]. 

En conjunto, estos datos apoyan dos conclusiones importantes. Primero, la clasificación 

ERAD-L/M/C es operativa en mamíferos, pero presenta solapamiento funcional entre E3 y 

rutas, de modo que la topología y el contexto de plegamiento del antígeno determinan si 

predomina el eje p97/proteasoma o si aumenta la contribución de ER-fagia/ERLAD [130–

137, 169]. Segundo, en diseños que redirigen antígenos al RE, la presencia o ausencia de un 

MBD no solo modula la eficiencia de presentación, sino también la vía degradativa 
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predominante, lo que explica por qué constructos sin MBD son sensibles a MG132 (flujo 

ERAD-L/C) y constructos con MBD pueden escapar a esa sensibilidad (peso relativo de 

ERAD-M/ERLAD) [168] (Tabla V). Esta lectura armoniza el comportamiento experimental 

de las variantes de E7 con el modelo mecanístico de ERAD y sus diferencias entre levaduras 

y mamíferos [130–137]. 

Aspecto ERAD-L ERAD-M ERAD-C 

Localización del 

defecto 
Lumen del RE Segmento(s) transmembrana Dominio citosólico 

Reconocimiento / 

E3 predominante 

Lectinas/chaperonas 

luminales (OS-9, XTP3-B; 

Yos9p en levaduras). 

Complejo HRD1/SEL1L 

(Hrd1p/Hrd3p en 

levaduras). 

HRD1 y/o gp78 

(solapamiento funcional). En 

levaduras, Hrd1p; Doa10 

puede cruzar espectros. 

Doa10 (levaduras) 

para degrones 

citosólicos; en 

mamíferos hay 

redundancia (p. ej., 

gp78). 

Complejo de 

retrotranslocación 

Núcleo HRD1-like con 

SEL1L/Derlin. 

HRD1-like y/o Derlin; 

topología condiciona acceso 

al poro. 

Complejos 

citosólicos acoplados 

a E3 que reconocen 

degrones expuestos. 

Extracción y 

destino 

p97/VCP–Ufd1–Npl4; 

proteasoma 26S. 

p97/VCP–Ufd1–Npl4; 

proteasoma 26S. Parte del 

flujo puede desviarse a ER-

fagia/ERLAD si el sustrato 

es poco “retrotranslocable”. 

p97/VCP–Ufd1–

Npl4; proteasoma 

26S. 

Respuesta típica a 

MG132 

Acumulación frecuente 

(bloqueo de proteasoma). 

Variable: sensible si 

retrotransloca eficazmente; 

menos sensible si predomina 

una ruta lisosomal (ER-

fagia/ERLAD). 

Acumulación 

frecuente (bloqueo 

proteasoma). 

Implicaciones 

generales (diseño 

de antígenos) 

Sustratos luminales 

favorecen flujo 

proteasoma-dependiente y 

pueden aumentar la 

generación de péptidos 

para MHC-I. 

Sustratos con anclaje de 

membrana pueden requerir 

afinamiento topológico; 

riesgo relativo de desvío a 

ER-fagia/ERLAD si no 

retrotranslocan como 

monómeros. 

Degrones citosólicos 

bien expuestos suelen 

alimentar 

eficientemente el 

proteasoma; potencial 

alto para carga de 

MHC-I. 

Tabla V. Vías ERAD y su relevancia para antígenos dirigidos al RE. Se comparan las tres rutas de 

degradación asociada al retículo endoplásmico (ERAD) según la localización del degrón (ERAD-L: luminal; 

ERAD-M: transmembrana; ERAD-C: citosólica), los módulos de control de calidad (ERQC) que los reconocen, 

las E3 ligasas predominantes en levaduras y mamíferos, los complejos de retrotranslocación y el motor de 

extracción (p97/VCP/Cdc48), así como el destino degradativo (proteasoma 26S y, para sustratos 

voluminosos/oligomerizados, posible desvío a ER-fagia/ERLAD). La columna de “Sensibilidad a MG132” 

resume el patrón esperado cuando el proteasoma se inhibe, en el estudio de Martínez et al. [168], los constructos 

sin dominio de unión a membrana aumentaron con MG132 (compatible con ERAD-L/C), mientras que los que 

contenían dicho dominio no cambiaron (compatible con predominio ERAD-M/ERLAD). “Implicaciones 

generales” sintetiza consecuencias prácticas para el diseño de antígenos redirigidos al RE (flujo de péptidos 

para MHC-I, propensión a activar UPR, partición proteasoma vs ERLAD). Nótese que la separación L/M/C es 

más estricta en levaduras; en mamíferos existe solapamiento funcional entre E3 y cofactores [130–137]. 
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El control de calidad en el RE combina la detección de parches hidrofóbicos expuestos con 

un temporizador glucídico basado en N-glicanos. La N-glicosilación en Asn-X-Ser/Thr 

genera Glc₃Man₉GlcNAc2, procesado por glucosidasas I/II; la monoglucosilación permite 

ciclos de interacción con calnexina/calreticulina, que facilitan plegamiento, previenen 

agregación y reclutan cofactores como ERp57 y peptidil-prolil isomerasas. Si tras la 

liberación por glucosidasa II el pliegue no es nativo, UGGT reconoce regiones no nativas y 

reglucosila el N-glicano, reiniciando el ciclo. Este bucle de deglucosilación/reglucosilación 

actúa como temporizador que otorga múltiples oportunidades de plegamiento antes de 

derivar aen degradación [170–176]. En paralelo, BiP/GRP78 puede reconocer segmentos 

hidrofóbicos expuestos y, acoplado a Sec61, participar en la importación; esta zona de 

solapamiento entre biogénesis y control de calidad ayuda a explicar el cambio de función de 

chaperonas cuando el tiempo de residencia supera un umbral [177]. 

Cuando persiste el mal plegamiento, se activa ERAD: EDEM/Htm1p recortan manosas, 

generando especies truncadas con α1,6-manosa terminal [178–183], que son reconocidas por 

OS9/Yos9p, junto con rasgos de no-plegamiento [175, 184–187]. Además del “si/no” de 

tener N-glicanos, importa cuántos y dónde: una mayor densidad y proximidad de N-glicanos 

al degrón acelera el reconocimiento y entrega al ERAD, mientras que N-glicanos escasos o 

distantes retardan el proceso [188, 189]. 

 

1.6.8 Estrategias de direccionamiento al RE para potenciar respuestas CD8+ 

Diversas vacunas con antígenos de VPH han explotado el direccionamiento al retículo 

endoplásmico (RE) para aumentar el procesamiento por ERQC/ERAD y la carga en MHC-I. 

En la literatura preclínica sobre VPH se han reportado varias estrategias de direccionamiento 
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al RE, siendo dos las principales: (i) fusionarlo a calreticulina (CRT); y (ii) enviar el antígeno 

al lumen del RE mediante la adición de un péptido señal (PS) y una secuencia KDEL para 

retenerlo en este organelo.  

En el caso de la fusión con calreticulina, se han obtenido excelentes resultados en estudios 

preclínicos (Tabla VI). Incluso, se ha avanzado hasta ensayos clínicos obteniendo muy 

buenos resultados en fase I/II en HSIL/CIN2-3, reportando incluso regresión en casi un tercio 

de los casos [190]. 

 

Construcción / diseño Conclusión principal Referencia 

CRT–E7 (fusión) 

Primera demostración in vivo de que CRT–E7 induce 

CTL E7-específicos potentes y efecto antiangiogénico; 

establece el estándar de referencia. 

[191] 

CRT–E6 
Extiende la plataforma a E6: genera CTL E6-

específicos y actividad terapéutica, no restringida a E7. 
[63] 

Comparación de vacunas ADN 

CRT-E7, LAMP1-E7, HSP70-

E7, dII-ETA-E7 

CRT–E7 fue la más potente: mayor CD8⁺ E7-

específica, protección/terapia duraderas y control de 

tumores con MHC-I reducido; posiciona CRT–E7 

como candidato clínico preferente. 

[192] 

Vac-CRT/E7 (vaccinia 

recombinante expresando 

calreticulina fusionada a E7 de 

VPH-16) 

Vac-CRT/E7 generó el mayor número de CD8+ T IFN-

γ+ específicos contra E7 en comparación con Vac-E7 o 

Vac-CRT; indujo potente efecto antitumoral en modelo 

TC-1, estableciendo vaccinia+CRT como estrategia 

altamente inmunogénica. 

[193] 

Variantes por dominios de 

CRT–E7 

Mapea qué dominios de CRT impulsan la potencia 

inmunitaria y el componente antiangiogénico; guía de 

optimización del constructo. 

[194] 

Combinación CRT–E6 + CRT–

E7 

Vacunar con E6 y E7 en CRT mejora el control 

tumoral frente a un solo antígeno; apoya diseños 

multiantígeno. 

[195] 

Vacuna ADN CRT/E7 en 

modelo de inmunosupresión 

inducida por morfina 

La vacunación con CRT/E7 revirtió la 

inmunosupresión causada por morfina, restauró la 

proliferación de CD8+ específicos y redujo el 

crecimiento tumoral. 

[196] 

Adenovirus defectivo que 

expresa la proteína de fusión 

CRT–E7 (Ad-CRT/E7) vs. Ad-

E7 

La vacunación con Ad-CRT/E7 induce proliferación de 

linfocitos T, secreción de IFN-γ y fuerte citotoxicidad 

E7-específica; previene crecimiento tumoral y erradica 

tumores establecidos con memoria inmunológica 

duradera. 

[197] 

Vacuna de ADN hCRTE6E7L2 

(CRT fusionada a E6/E7 y al 

antígeno de cápside L2 de VPH-

16) 

Indujo simultáneamente inmunidad celular (CD8+ anti-

E6/E7 con efecto terapéutico contra tumores 

establecidos) y humoral (anticuerpos neutralizantes 

anti-L2 que protegen frente a infección por 

[198] 
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pseudoviriones); propuesta como vacuna preventiva y 

terapéutica 

Vacuna ADN CRT/E7 

administrada intradérmica en 

“cluster regimen” (intervalos 

cortos, gene gun) 

La vacunación en clúster generó rápida inducción de 

CD8+ específicos, infiltración tumoral, apoptosis de 

células tumorales y reducción de Treg y MDSC, con 

potentes efectos terapéuticos 

[199] 

Vacuna ADN CRT/E7 

combinada con cisplatino en 

ratones con tumores TC-1 

La combinación cisplatino → CRT/E7 generó la mayor 

respuesta de CD8+ específicos y los mejores efectos 

antitumorales y de supervivencia, sugiriendo valor 

clínico de la quimioinmunoterapia 

[200] 

CRT–E7 + radioterapia de baja 

dosis 

La radiación de baja dosis actúa como coadyuvante 

local y amplifica el efecto terapéutico de CRT–E7 
[201] 

IDLV-CRT/E7 

Respuesta T anti-E7 persistente ~1 año tras una dosis; 

profilaxis y terapia en TC-1 (erradicación de tumores 

establecidos) 

[202] 

CRT–E7 + ciclofosfamida (baja 

dosis) 

La modulación sistémica (reducción de Treg) potencia 

la eficacia antitumoral de CRT–E7 
[203] 

Vacuna de ADN pNGVL4a-

hCRTE6E7L2 (calreticulina 

fusionada a E6, E7 y L2 de 

VPH-16), administrada IM + 

electroporación 

Indujo potentes respuestas CD8+ anti-E6/E7 y efectos 

antitumorales incluso en ausencia de células CD4+ T; la 

respuesta humoral (anti-L2) fue CD4-dependiente. 

Demuestra eficacia terapéutica en tumores asociados a 

VPH-16, con potencial en pacientes 

inmunocomprometidos 

[204] 

CRT–E7 + GM-CSF local 
GM-CSF incrementa DC y la cross-presentación, 

elevando la inmunidad inducida por CRT–E7 
[205] 

CRT–E7 + electroporación 

intravaginal 

La vía mucosal con EP induce CD8⁺ locales 

funcionales y control tumoral cervicovaginal; optimiza 

la entrega de CRT–E7 al sitio diana 

[206] 

pNGVL4a-CRT/E7(detox) 

(clínico en CIN2/3) 

Señal de traslación clínica: seguridad aceptable y 

regresiones completas histológicas en una fracción de 

pacientes 

[207] 

CRT–E7 (VPH-6/11) 

En modelo no tumoral, CRT convierte E7 poco 

inmunogénico (VPH-6/11) en blanco CTL; identifica 

epítopos H-2Dᵇ y HLA-A*0201 y habilita 

inmunomonitorización 

[208] 

CRT–E7 + coinyección de IL-2 

(intravaginal con 

electroporación) 

IL-2 potencia la respuesta CTL E7-específica y 

remodela el microambiente (disminuye Treg y MDSC), 

mejorando el efecto terapéutico de CRT–E7 

[209] 

Tabla VI. Estudios representativos de estrategias donde fusionan CRT con E6/E7. Estrategias que buscan 

direccionar antígenos del VPH al RE y así potenciar su presentación por MHC-I/CTL y la respuesta inmune 

antitumoral o contra la infección por VPH en modelos preclínicos 

 

En estrategias que flanqueando el antígeno E7 con señales de envío y retención en retículo 

endoplásmico también se ha demostrado de forma consistente una mayor respuesta de 

linfocitos CD8⁺ específicos al antígeno y un mejor control tumoral (Tabla VII).  
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Plataforma Diseño (resumen) Evidencia clave 

Lectura / 

interpretación 

útil 

Referencia 

Vacuna de ADN 

en un vector 

adenoviral 

PS-E7-KDEL 

Mayor protección 

antitumoral al 

dirigir E7 al RE. 

Demuestra por 

primera vez que 

PS más KDEL 

(derivado de CRT) 

es suficiente para 

reproducir el 

beneficio de CRT-

E7 en ese contexto 

experimental. 

[114, 210] 

Vacuna de ADN 

Formatos 

modulares de: 

E7SH, FM4, 

ERP29, H2B, 

KRT14, CD8α; 

incluyendo 

PS+KDEL y/o 

P30–PADRE–NE 

Aumento de 

linfocitos CD8⁺ y 

mejor respuesta 

antitumoral 

De todas las 

proteínas 

acarreadoras 

comparadas, solo 

la del RE (E7SH) 

tuvo efectividad, y 

PS-KDEL fueron 

las señales 

mínimas. 

[211] 

Vacuna de ADN 
Antígenos de VPH 

con PS + KDEL 

Efecto terapéutico 

antitumoral 

potente frente a 

diseños sin 

direccionamiento 

al RE. 

Dirigir al RE 

mejora la eficacia 

terapéutica 

respecto a no 

dirigir. 

[212] 

Vacuna de ADN 
Comparación PS 

vs PS + KDEL 

Añadir KDEL 

mejora retención 

en RE y control 

tumoral frente a 

solo PS. 

PS + KDEL supera 

a PS, apoyando la 

lógica de dirigir y 

retener en RE. 

[213] 

ADN (análisis 

mecanístico in 

vitro) 

E6/E7 con PS o PS 

+ KDEL 

Aumento de 

GRP78/BiP y 

CHOP; activación 

de ATF4; 

degradación 

principal por 

proteasoma/ERAD 

y compensación 

por autofagia 

cuando se inhibe el 

proteasoma. 

Direccionar al RE 

activa UPR y 

deriva a ERAD, 

coherente con 

mayor generación 

de péptidos para 

MHC-I. 

[168] 

Vacuna de ADN 
PS (de CRT)-SA-

E7-4-1BBL 

Respuestas 

profilácticas y 

terapéuticas muy 

sólidas, 

comparables o 

superiores a CRT-

E7 (envío al RE 

sin módulo co-

estimulador). 

Estrategia inversa: 

añadir un co-

estimulador a un 

sistema de 

envío/retención al 

RE puede 

potenciar la 

eficacia sin perder 

procesamiento. 

[214] 

Adenovirus 

oncolítico 

SA-4-1BBL-E7 

con PS 

El PS dirige al RE 

y mejora la 

actividad 

La lógica de dirigir 

al RE también 

funciona como 

[215] 
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terapéutica del 

adenovirus 

oncolítico respecto 

a la plataforma 

sola. 

adyuvante de un 

adenovirus 

oncolítico con E7. 

Vacuna de ADN 
COX2-E7 vs 

COX2-E7ΔERAD 

Ambos inducen un 

efecto antitumoral 

significativo sin 

diferencias entre 

ellos. 

Enviar 

directamente a 

ERAD no presenta 

ventajas sobre 

enviar al RE; la 

ERAD endógena 

es suficiente para 

capitalizar el 

direccionamiento. 

[169] 

Vacuna de ADN 

Panel ERAD-

targeting: PS-E7-

ERAD-S 

(luminal/soluble) 

vs PS-MBD-E7-

ERAD-K y COX2-

E7 (con dominio 

de unión a 

membrana, MBD) 

E7 colocaliza con 

calnexina; 

aumento de 

GRP78 (mRNA e 

IF); CHOP sin 

incremento general 

frente a vacío; 

variantes con 

MBD no cambian 

con MG132; la 

variante 

luminal/soluble 

muestra mejor 

efecto terapéutico. 

El formato 

luminal/soluble en 

RE favorece 

procesamiento y 

presentación; los 

anclajes de 

membrana alteran 

la vía degradativa 

y rinden peor 

terapéuticamente. 

[216] 

Tabla VII. Estudios con E7 de VPH dirigidos al RE (PS/KDEL). La tabla recopila trabajos preclínicos en 

los que el antígeno E7 se dirige al lumen del RE mediante péptido señal (PS) con o sin KDEL. Se excluyen, 

salvo que se indique expresamente, diseños basados en CRT, LAMP-1, BAFF, HSP70/110 u otras rutas no 

PS/KDEL, así como vacunas peptídicas sin PS/KDEL.  

 

 

En comparaciones directas, CRT-E7 y E7-PS/KDEL muestran efectos antitumorales 

similares; sin embargo, la adición de señales coadyuvantes aumenta su eficacia profiláctica 

y terapéutica, llegando a igualar o incluso superar a estos diseños clásicos. Ello indica que 

los mecanismos adyuvantes no son redundantes, sino aditivos o sinérgicos, sin comprometer 

el procesamiento antigénico en el RE. En este sentido, se han explorado estrategias 

complementarias que abarcan desde señales dirigidas a linfocitos CD4⁺ cooperadores 

(péptidos universales como P30–PADRE con dominios derivados de Nef), co-estimulación 

directa (como la multimerización de 4-1BBL tras tránsito por el RE), además de 
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combinaciones con radioterapia, ciclofosfamida, GM-CSF, electroporación o IL-2. En 

conjunto, estos hallazgos refuerzan la noción de que el direccionamiento subcelular al RE y 

las señales proinflamatorias/co-estimuladoras actúan de manera complementaria en el diseño 

de vacunas de nueva generación (Tabla VIII). 

 

Tipo de 

adyuvancia / 

módulo 

Plataforma 

empleada 

Lecturas 

inmunes 

clave 

Hallazgos 

Nota respecto a 

direccionamiento 

al RE 

Referencia 

Quimioterapia 

con cisplatino 

ADN 

(CRT/E7) 

Aumento de 

CD8⁺ E7 

específicos, 

intratumoral 

La combinación 

cisplatino+CRT/E

7 produjo mejor 

control tumoral y 

supervivencia 

CRT dirige E7 al 

RE para favorecer 

presentación por 

MHC-I; cisplatino 

potencia 

inmunogenicidad 

tumoral y 

sinergiza con la 

vacuna 

[200] 

Radioterapia de 

baja dosis 

peritumoral 

ADN (p.ej., 

CRT/E7 o 

E7) 

Aumento de 

CD8⁺ 
intratumoral, 

IFN-γ 

Mejora del 

control tumoral y 

supervivencia vs 

vacuna sola 

RT favorece 

liberación de 

antígeno y 

reclutamiento de 

DC; complementa 

antígenos 

enviados al RE. 

[201] 

P30–PADRE–

NEF (módulo 

artificial de 

epítopos CD4⁺ T-

cooperadores) 

Formatos 

modulares 

(ADN) 

E7SH y 

otros, con/ 

sin 

PS+KDEL y 

P30–

PADRE–

NEF; 

Aumento de 

linfocitos 

CD8⁺ y 

mejor 

respuesta 

antitumoral 

La adyuvancia de 

P30–PADRE–

NEF potencian 

las respuestas 

inmunológicas 

antitumorales. 

Demuestra frente 

a una 

comparación de 

otros acarreadores 

(FM4, ERP29 vs 

H2B, KRT14, 

CD8α) que la 

retención en el RE 

es la condición 

sine qua non para 

los efectos anti 

tumorales. 

[211] 

Ciclofosfamida a 

baja dosis 

(depleción 

parcial de Treg) 

ADN 

terapéutica 

anti-VPH 

Menor Treg, 

más CD8⁺ 
específicos, 

mayor IFN-γ 

Aumenta el 

efecto antitumoral 

de la vacuna 

Condiciona el 

microambiente; 

no interfiere con 

PS/KDEL ni con 

carga en MHC-I. 

[203] 

GM-CSF local 

(acumulación de 

DC, mejora de 

cross-

presentación) 

ADN anti-

VPH 

Más DC 

locales y 

CD8⁺ 
específicos 

Incremento de 

presentación 

cruzada y 

respuesta CD8⁺ 

Sinergiza con 

antígenos 

dirigidos al RE al 

elevar las APC. 

[205] 
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Electroporación 

intravaginal 

(mejora de 

entrega) 

ADN 

terapéutica 

anti-VPH 

CD8⁺ 
tisulares, 

efecto 

antitumoral 

local 

Respuesta CD8⁺ 
robusta y control 

de tumores 

cervicovaginales 

Aumenta la 

transfección sin 

alterar el tráfico 

PS/KDEL. 

[206] 

Co-inyección de 

IL-2 (ADN) 

ADN con 

electroporaci

ón 

intravaginal 

Más CD8⁺ 
E7-

específicos, 

mayor 

citotoxicidad 

Potencia 

adicional sobre 

EP sola 

Señal 3 que 

complementa co-

estimulación; 

compatible con 

envío al RE. 

[209] 

Co-estimulador 

4-1BBL en 

fusión (SP-SA-

E7-4-1BBL) 

ADN, gene 

gun 

IFN-γ, 

control 

profiláctico y 

terapéutico 

Igual o superior a 

CRT-E7 

Integra co-

estimulación 

manteniendo la 

lógica de enviar 

E7 al RE 

mediante PS. 

[214] 

Oncolisis + co-

estimulación 4-

1BBL 

Adenovirus 

oncolítico 

con 

OAd::SP-

SA-E7-4-

1BBL 

(péptido 

señal N-

terminal de 

CRT; sin 

KDEL) 

Lisis tumoral 

selectiva 

(TC-1), 

respuesta 

CD8⁺ 

Mejora la 

actividad 

terapéutica del 

OAd::SP-SA-E7-

4-1BBL frente a 

OAd solo 

Dirige el 

quimérico al 

RE/vía secretora y 

potencia el 

plegamiento de 4-

1BBL; el OAd 

confiere oncolisis 

selectiva y 

expresión 

intratumoral del 

transgén. 

[215] 

Tabla VIII. Casos representativos de adyuvancia. La tabla resume estudios donde estrategias adyuvantes 

(radiación, quimioterapia, citoquinas, co-estimuladores, electroporación, vectores oncolíticos) se acoplan a 

diseños basados en direccionamiento al RE (p. ej., CRT-E7 o PS/KDEL-E7) para amplificar la 

inmunogenicidad y el control tumoral.  

 

Martinez-Puente et al., demostraron experimentalmente que llevar E6/E7 al RE (PS con o 

sin KDEL) activa la respuesta de estrés del RE con aumento de GRP78/BiP y CHOP, y 

translocación nuclear de ATF4; además, los antígenos se degradan por el proteasoma. En el 

ensayo con cicloheximida, cuando se bloqueó la síntesis y el proteasoma, los antígenos aún 

fueron eliminados; y al inhibir el proteasoma se incrementó la autofagia y disminuyó la señal 

de estrés, indicando que ERAD inicia la eliminación y que la autofagia puede compensar 

cuando el proteasoma está limitado. Adicionalmente, se demostró que el estrés reticular 

causado es adaptativo (aumento de GRP78 sin señal apoptótica robusta), lo cual es 

importante para proporcionar un suministro de antígenos en un plazo suficiente para el 
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reconocimiento del antígeno E7 por el sistema inmune [168]. Estos datos, definen el itinerario 

inicial de los antígenos dirigidos al RE y ayuda a entender por qué el direccionamiento 

favorece la carga en MHC-I, y los mecanismos biológicos detrás (Figura 11). 

 

 

Figura 11. Esquema del direccionamiento de E7 al RE mediante péptido señal y KDEL. La acumulación 

luminal activa el estrés del RE (aumento de GRP78/BiP y CHOP, con translocación nuclear de ATF4), lo que 

potencia el control de calidad (ERQC) y la degradación asociada al RE (ERAD). Los antígenos 

retrotranslocados se ubiquitinan y degradan en el proteasoma. En conjunto, este itinerario explica por qué el 

envío al RE favorece la generación de péptidos y su carga en MHC-I para presentación a linfocitos T CD8⁺. 
Esquema inspirado en los hallazgos de Martínez-Puente y cols. [168, 216, 217]. 

 

Siguiendo esta lógica se han probado variantes que empujan el antígeno hacia el ERAD desde 

el propio RE mediante la fusión a COX-2 (proteína residente del RE) o mediante el uso de 

su cassette de degradación por el ERAD, confirmando su localización en RE y la activación 

de estrés en retículo endoplásmico (mediante el aumento de GRP78 sin señal apoptótica 

robusta), coherente con la entrega al eje ERAD-proteasoma [169]. Con lo anterior se observó 

que enviar directamente al ERAD no supera en eficacia antitumoral a enviar al RE 
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(PS/KDEL) y permitir su canalización natural hacia la vía ERAD. Posteriormente, un 

segundo trabajo demostró que cuando el diseño incluye un dominio de unión a membrana 

(MBD), la degradación puede volverse menos dependiente del proteasoma (insensibilidad a 

MG132) y los resultados terapéuticos son menos uniformes que con constructos 

luminales/solubles [216]. En conjunto, los datos favorecen maximizar la residencia luminal 

en RE y permitir una retrotranslocación eficiente como consecuencia de la respuesta 

adaptativa de estrés reticular.  

Kim et al., compararon, en condiciones controladas con gene gun intradérmico, varias 

estrategias de direccionamiento intracelular del antígeno E7 (LAMP-1/endolisosomal, 

HSP70/citoplasmática–chaperona, CRT/retículo endoplásmico y dII-ETA/translocación). 

Todas mejoraron la inmunidad CD8+ y el control tumoral frente a TC-1, pero CRT–E7 generó 

el mayor número de CD8+ E7-específicos, con protección y terapia duraderas, además de la 

capacidad de controlar tumores con niveles de expresión de MHC-I reducidos, un rasgo 

clínicamente relevante en cánceres VPH-asociados [192]. Estos resultados consolidaron al 

diseño CRT–E7 como el candidato más fuerte para su traslación clínica entre los evaluados 

y marcaron un precedente claro sobre la ventaja de redirigir los antígenos hacia el retículo 

endoplásmico. 

Complementariamente, se han comparado distintas proteínas con localizaciones celulares 

diversas como posibles acarreadores antigénicos, observándose que únicamente la proteína 

residente del retículo endoplásmico ERP29 indujo efectos antitumorales significativos. El 

análisis demostró que la señal mínima necesaria para inducir esta respuesta correspondía a la 

combinación del PS y la secuencia de retención KDEL, confirmando que la localización en 

el RE es esencial para potenciar la inmunogenicidad de los antígenos [211]. 
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El péptido señal de CRT también ha sido empleado con propósitos distintos a la clásica 

estrategia PS/KDEL o CRT, en la que E7 permanece en el RE para favorecer la ERQC/ERAD 

y su carga en MHC-I. En el caso de las quimeras SP-SA-E7-4-1BBL, el PS funciona 

únicamente como puerta de entrada al RE para permitir el plegado y posterior secreción del 

antígeno. La eficacia de este diseño se fundamenta en la multimerización de 4-1BBL y en la 

presentación cruzada del antígeno secretado, constituyendo un ejemplo de co-estimulación 

mediada por tránsito a través del RE, pero sin retención en dicho compartimento ni activación 

de las vías adaptativas de estrés reticular y ERAD previamente descritas [214, 215]. Este 

contraste ilustra la versatilidad con la que una misma señal de envío puede ser aprovechada 

en diferentes estrategias de inmunoterapia. 

En paralelo, han surgido enfoques “de fuera hacia el RE” que muestran que el 

direccionamiento subcelular más una señal adyuvante tienen mayor eficacia que cada 

componente por separado. Conjugados que llevan el antígeno al RE y activan STING en 

paralelo potencian la presentación cruzada en células dendríticas y el control tumoral por 

encima del antígeno E7 con STING no direccionado al RE o (b) que el antígeno E7 solo, 

direccionado al RE. Esto refuerza que el “último kilómetro o tramo” (la llegada efectiva al 

RE) es crítico para optimizar TAP/PLC/ERAP y que el microentorno del RE puede 

modularse para mejorar la calidad y cantidad de complejos péptido:MHC-I [218, 219]. En 

las vacunas de ADN (PS/KDEL o CRT), esto no solo sitúa los antígenos en la maquinaria de 

ensamblaje péptido:MHC-I, sino que la sobrecarga luminal y la vía ERAD probablemente 

actúan como una “adyuvancia intracelular” inherente, de ahí que sin adyuvante presenten una 

respuesta antitumoral importante. 
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En este contexto, desde la biología celular e inmunitaria, el crosstalk UPR/ERAD-inmunidad 

ayuda a entender estos efectos: la vía IRE1α y componentes de ERAD como HRD1/Sel1L 

se han implicado en funciones de optimización de células dendríticas y linfocitos T 

(expansión clonal, producción de IL-2 y memoria CD8⁺) [220–225]. En conjunto, el 

panorama apoya que existen mecanismos intrínsecos interconectados aún incompletamente 

explorados y que el RE es un nicho donde procesamiento antigénico y co-estimulación 

convergen; además, los datos favorecen el uso de co-estimuladores que convivan y potencien 

el direccionamiento al RE (Figura 12). 

 

Figura 12. Estrategias de direccionamiento antigénico al RE en inmunoterapia contra VPH. (A) Vacunas 

de ADN con péptido señal/KDEL o fusión a calreticulina (CRT) dirigen el antígeno al lumen del RE, 

favoreciendo el procesamiento por ERQC/ERAD y la carga en MHC-I, con presentación directa a linfocitos T 

CD8⁺. La sobrecarga luminal y la activación de ERAD podrían favorecer mecanismos inmunológicos 

adyuvantes. (B) Estrategias “de fuera hacia el RE”, como conjugados que combinan antígeno y activadores de 

STING, facilitan la entrada del antígeno desde el exterior al RE y potencian la presentación cruzada y la 

inmunidad antitumoral. La convergencia de direccionamiento al RE y coestimulación (p. ej., STING) mejora 

la cantidad y calidad de complejos péptido:MHC-I y refuerza la activación de linfocitos T. 

  

A                                                                              B 
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3. JUSTIFICACIÓN 

Las estrategias actuales contra el cáncer no son del todo efectivas, por lo que es necesario 

seguir desarrollando nuevas alternativas que complementen las opciones terapéuticas 

convencionales. Este proyecto busca generar una vacuna basado en un sistema de envío y 

retención de antígenos en retículo endoplásmico con la adición del coestimulador CD40L. 

Lo anterior será evaluado en un modelo in vitro. Los resultados obtenidos en este proyecto 

sentarán las bases para mejorar esta estrategia y proporcionarán datos cruciales para futuros 

estudios traslacionales. 
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4. HIPÓTESIS 

La adición del coestimulador CD40L a un sistema basado en el envío y retención de antígenos 

al retículo endoplásmico, es capaz de inducir un efecto biológico. 
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5. OBJETIVOS 

5.1. Objetivo General 

Evaluar la funcionalidad de vectores basados en un sistema de envío y retención de antígenos 

al retículo endoplásmico y el coestimulador CD40L. 

 

5.2. Objetivos específicos 

1. Diseñar y caracterizar vectores que expresen el antígeno tumoral E7 flanqueado por 

señales de envío y retención en retículo endoplásmico y CD40L.  

2. Determinar la expresión y localización de las proteínas E7 y CD40L por los vectores. 

3. Analizar la actividad biológica de CD40L mediante ensayos in vitro.  
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Vectores 

Se emplearon construcciones plasmídicas en vector eucariótico de la compañía Vector 

Builder, que incluyeron: 

• Vector vacío (empty) como control negativo. 

• PS-E7-KDEL, correspondiente al gen E7 de VPH-16 fusionado a una señal de envío y 

retención al retículo endoplásmico. 

• CD40L, para la expresión del ligando co-estimulador. 

• Plásmido bicistrónico PS-E7-KDEL-IRES-CD40L, diseñado con el uso de una 

secuencia de entrada interna ribosomal (IRES) para la co-expresión de ambos genes 

[226]. 

La clonación y propagación de los vectores se realizó en bacterias Escherichia coli DH5α. 

Se utilizaron enzimas de restricción comerciales de New England BioLabs: SspI, PvuII y 

XmnI. 

 

Cultivo bacteriano 

Se emplearon medios y suplementos estándar: LB Broth Miller (USBio), glicerol (Sigma-

Aldrich), ampicilina y agua ultrapura para la propagación y almacenamiento de las bacterias 

competentes. 
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Cultivo celular 

Se utilizaron las líneas celulares HEK293 (ATCC CRL-1573) y RAW264.7 (ATCC TIB-

71). Las células se cultivaron en medio DMEM (Sigma D5546) suplementado con 10 % de 

suero fetal bovino (Gibco, 26140079), 1x de L-glutamina (Gibco, 35050061) y 1x de 

penicilina/estreptomicina (100 U/ml, Gibco, 15240062).  

Las condiciones de incubación fueron a 37 °C, en atmósfera humidificada con 5% de CO₂. 

Para el subcultivo se empleó Tripsina-EDTA 0.25%, a un 80% de confluencia para proceder 

con los experimentos. 

Se incluyeron materiales adicionales de uso en cultivo: PBS 1X pH 7.4 (Sigma Aldrich, 

P4417), DMSO (Sigma-Aldrich, C6164), azul tripán (Gibco, 15250061) y cámara de 

Neubauer (Marienfeld Germany). 

 

Anticuerpos 

• Anti-E7 monoclonal de ratón (Santa Cruz Biotechnology, sc-65711), diluido 1:3000 

en western blot y 1:50 en inmunofluorescencia. 

• Anti-β-actina monoclonal de ratón (R&D Systems, MAB8929), diluido 1:5000 en 

western blot como control de carga. 

• Anti-GRP78 policlonal de ratón (R&D Systems, MAB4846), diluido 1:500 en 

western blot y 1:50 en inmunofluorescencia. 

• Anti-CD40L de cabra (R&D Systems, AF1163), empleado 1-1000 para western blot 

y 1-100 para inmunofluorescencia. 
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• Goat anti-mouse HRP (Invitrogen, 31430), empleado 1-5000 para detectar proteínas 

reconocidas por anti-E7 y anti-β-actina. 

• Rabbit anti-goat HRP (Thermo Scientific, 30402), utilizado 1-3000 para la 

detección del anti-CD40L. 

• Anticuerpos secundarios conjugados con fluoróforos donkey anti-mouse y donkey 

anti-goat (R&D Systems NL001 y NL009), diluidos 1:100 para 

inmunofluorescencia. 

 

Reactivos y kits 

Se emplearon los siguientes reactivos: Plasmid Midi Kit (QIAGEN), TurboFect™ 

Transfection Reagent (Fermentas Inc.), GelRed (Biotium), DAPI 0.1 mg/mL, Metanol 100%, 

Acetona, Triton X-100, Tween 20, TEMED, coctel de inhibidores de proteasas y fosfatasas 

(Thermo Fisher), acrilamida-bisacrilamida 30% (Bio-Rad) y reactivos de 

quimioluminiscencia west pico (Pierce). 

 

Soluciones 

Se prepararon: RIPA 1X (ATCC) complementado con inhibidores, buffer CutSmart 10X 

(NEB), buffer Tris-Glicina-SDS 1X, buffer de empaquetamiento 4X, buffer de carga 6X 

(NEB), TBST, persulfato de amonio al 10%, PBS 1X, PMSF (Sigma-Aldrich), DTT (Sigma-

Aldrich), leche descremada al 10% en TBST, SDS 10% (USB), Tris-HCl 1.5M pH 8.8 y 

Tris-HCl 0.5M pH 6.8. 
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Materiales plásticos 

Se emplearon: pipetas serológicas, cajas de cultivo celular de 75 cm² y 25 cm² (Corning), 

criotubos de 2 mL (Corning), viales de 2 mL, 1.7 mL y 0.65 mL, laminillas de 8 celdas (Lab-

Tek II), placas de 6 pozos (Corning), cajas Petri de 78 cm² y 28 cm², tubos Falcon de 50 mL 

y 15 mL, matraces de 1 litro y membranas de PVDF (Bio-Rad). 

 

Equipos 

Se utilizó equipo estándar de laboratorio, incluyendo: micropipetas de distintos volúmenes, 

campana de bioseguridad nivel II, microscopio invertido, incubadora con CO₂ (Thermo), 

centrífugas y microcentrífugas refrigeradas (Sigma), vortex (Daigger), balanza analítica, 

cámara para geles de poliacrilamida (Bio-Rad), cámara de transferencia semihúmeda (Bio-

Rad), lector de microplacas de ELISA (Bio-Rad iMark), escáner de quimioluminiscencia (LI-

COR), transiluminador (Bio-Rad), microscopio de fluorescencia (Leica), cámara Infinity 

para microscopía de campo claro, contraste de fases y fluorescencia, microscopio confocal 

laser Leica TCS SP8. Se dispuso además de almacenamiento en congelador (-20 °C), 

ultracongelador (-80 °C, Thermo) y tanque de nitrógeno líquido. 
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6. METODOLOGÍA 

6.1. Diseño de los vectores de expresión 

Se diseñaron los vectores de expresión que codifican el antígeno tumoral E7, el cual fue 

flanqueado por secuencias señal de envío y retención en el retículo endoplásmico de la 

calreticulina [227], en conjunto con la molécula coestimuladora CD40L, con el objetivo de 

potenciar la presentación antigénica y la activación inmune. El diseño de los vectores se 

realizó utilizando el software Vector Builder, que permitió la construcción eficiente de las 

secuencias genicas y la integración precisa de los elementos necesarios para la expresión 

dirigida. Posteriormente, los vectores fueron analizados in silico para verificar su correcta 

organización estructural, marcos de lectura y la presencia de elementos regulatorios, 

asegurando su funcionalidad para aplicaciones en inmunoterapia dirigida contra tumores. 

 

6.2. Purificación de ADN plasmídico  

Las bacterias E. coli DH5α transformadas fueron cultivadas durante la noche en medio LB 

suplementado con ampicilina y posteriormente recolectadas por centrifugación. La 

purificación de ADN plasmídico se llevó a cabo utilizando el Plasmid DNA Midiprep Kit de 

Qiagen, siguiendo el protocolo establecido por el fabricante. Finalmente, el ADN fue 

resuspendido con 30 µL de agua libre de nucleasas. La concentración y pureza del ADN 

purificado se determinaron mediante espectrofotometría, midiendo la absorbancia a 260 y 

280 nm con un espectrofotómetro NanoDrop™. 
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6.3. Digestión con enzimas de restricción 

Para realizar la caracterización de los vectores se llevó a cabo una digestión con enzimas de 

restricción previamente seleccionadas con el fin de confirmar la identidad y el tamaño 

esperado de los vectores purificados. Las reacciones se llevaron a cabo siguiendo las 

recomendaciones del fabricante, usando 1 g de ADN y 1 U de enzima, dejando incubar la 

reacción de toda la noche (16 horas). Los productos de la digestión se separaron mediante 

electroforesis en gel de agarosa al 1%, utilizando un voltaje de 80 V durante una hora. En 

este análisis se incluyeron las siguientes muestras: un plásmido que codifica el antígeno 

tumoral E7 con las señales de envío y retención en el retículo endoplásmico (Ps-Ag(E7)-

KDEL), otro plásmido que incluye además la secuencia IRES seguida del gen que codifica 

al ligando CD40L (Ps-Ag(E7)-KDEL-IRES-CD40L), un plásmido con el gen de CD40L 

sola, y un plásmido vacío como control. Esta estrategia permitió corroborar la correcta 

inserción y organización de las secuencias en cada construcción plasmídica. 

Vectores de expresión: 

1. Ps-Ag(E7)-KDEL 

2. PS-Ag(E7)-KDEL-IRES-CD40L 

3. CD40L 

4. Plásmido vacío (control negativo) 

 

6.4. Transfección de los vectores en cultivo celular 

La transfección de células HEK293 se realizó utilizando el reactivo TurboFect Transfection 

Reagent (ThermoFisher Scientific), siguiendo el protocolo sugerido por el fabricante. 

Previamente, las células se sembraron en placas adecuadas para alcanzar un 80% de 

confluencia al momento de la transfección. El ADN plasmídico fue diluido en un volumen 

adecuado de medio libre de suero y antibióticos. Posteriormente, se añadió el reactivo 
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TurboFect directamente a la solución de ADN, mezclando con vórtex durante 5 segundos 

para favorecer la formación de complejos ADN-polimero catiónico. La mezcla se incubó a 

temperatura ambiente durante 20 minutos para permitir la formación estable de los 

complejos. Una vez transcurrido el tiempo de incubación, los complejos se añadieron gota a 

gota sobre las células previamente cultivadas en medio con suero, sin remover el medio de 

cultivo. Las células se incubaron bajo condiciones estándar (37 °C, 5 % CO₂) durante 48 

horas, dependiendo del objetivo experimental, para permitir la expresión de los genes de 

interés. La expresión de las proteínas codificadas fue posteriormente evaluada mediante 

diferentes técnicas de inmunodetección, según el diseño experimental. 

 

6.5. Análisis de expresión de proteínas por western blot  

La técnica de western blot se realizó en condiciones desnaturalizantes. En primer lugar, las 

células fueron lavadas con PBS 1x y lisadas utilizando 25 ul de buffer de lisis (RIPA con 

inhibidores de proteasas y fosfatasas), para extraer las proteínas totales. Los lisados se 

centrifugaron a 10,000g durante 5 minutos a 4 ˚C para eliminar residuos celulares, y el 

sobrenadante fue recuperado para cuantificación. La concentración proteica se determinó 

mediante la técnica de Bradford. Posteriormente, se prepararon 25 ug de las muestras 

mezclándolas con buffer de carga y se calentaron a 95 °C durante cinco minutos para 

desnaturalizar las proteínas. Las muestras fueron cargadas en un gel de poliacrilamida al 12% 

(SDS-PAGE) junto con un marcador de peso molecular, y se realizó la electroforesis para 

separar las proteínas según su tamaño a 80 V por 1 hora. Una vez completada la corrida, las 

proteínas en el gel de poliacrilamida, fueron transferidas a una membrana de PVDF mediante 

electrotransferencia semi-húmeda a 120 mA, durante 1 hora. La membrana se bloqueó 
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durante una hora a 4 ˚C en agitación lenta con una solución bloqueadora (leche al 10% en 

TBS-T) para prevenir la unión inespecífica de anticuerpos. Luego, se incubó con los 

anticuerpos primarios específicos para E7 (Santa Cruz), CD40L (R&D), GRP78 (R&D) y β-

actina (Santa Cruz) para la detección de las proteínas de interés. Los anticuerpos primarios 

fueron diluidos 1:1000 en solución de bloqueo e incubados durante una noche a 4 °C. Al día 

siguiente, se realizaron 3 lavados con TBS-T y posteriormente se incubó la membrana 2 horas 

a 4 ˚C en agitación lenta con un anticuerpo secundario conjugado con HRP (Thermo), 

específico para la especie del anticuerpo primario, usando una dilusión 1:5000. Finalmente, 

la detección se llevó a cabo utilizando un sustrato quimioluminiscente (Pierce), y la señal fue 

visualizada mediante un sistema de adquisición de imágenes digitales (C-DiGit LI-COLOR). 

La intensidad de las bandas fue analizada mediante software Image Studio por densitometría, 

permitiendo evaluar la expresión relativa de la proteína objetivo. 

 

6.6. Análisis de la localización subcelular por inmunofluorescencia 

Para evaluar la expresión y localización intracelular de las proteínas E7 y CD40L, se llevó a 

cabo un ensayo de inmunofluorescencia indirecta en células transfectadas con distintos 

vectores. Las células HEK293 fueron fijadas con metanol durante 10 minutos y 

posteriormente tratadas con acetona durante 1 minuto para permeabilizar la membrana 

celular. Adicionalmente, se utilizó Tritón X-100 al 0.5 % para favorecer la permeabilización. 

Una vez fijadas y permeabilizadas, las células fueron lavadas tres veces con PBS y 

posteriormente fueron incubados a T.A durante 1 hora. con BSA al 1 % para bloquear sitios 

inespecíficos. En un protocolo alternativo se probó la fijación con PFA al 4% sin 

permeabilizar. 
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Posteriormente, se incubaron con los anticuerpos primarios anti-E7 y anti-CD40L (dilución 

1:50) en PBS 1x BSA 1%, seguidos de lavados 3 lavados con PBS 1x y la incubación de 1 

hora a T.A en obscuridad con anticuerpos secundarios anti-IgG conjugados a fluoróforos 

(dilución 1:100) (R&D) en PBS 1x BSA 1%. Después de la incubación con los anticuerpos, 

se tiñeron los núcleos celulares utilizando DAPI durante 10 minutos para permitir la 

identificación nuclear. Finalmente, las células fueron lavadas nuevamente con PBS, 

montadas en portaobjetos y observadas bajo un microscopio de fluorescencia Leica DM100. 

Las imágenes fueron adquiridas utilizando el software Q-Capture Pro 7. Las muestras fueron 

de igual manera enviadas a analizar por microscopía confocal a los laboratorios centrales del 

CINVESTAV Unidad Zacatenco. 

 

6.7. Ensayo de actividad biológica por ELISA 

Se evaluó la funcionalidad biológica del ligando CD40L mediante un ensayo in vitro basado 

en la activación de macrófagos murinos RAW264.7 y la cuantificación de IL-12 por ELISA. 

Primero, en placa de 24 pozos 60,000 células HEK293 y 30,000 RAW264.7 fueron 

transfectadas con el vector que codifica CD40L y se incubaron durante 24 horas para permitir 

la expresión del ligando. Posteriormente, se sembraron 80,000 células RAW264.7 por pozo, 

las cuales fueron estimuladas con lipopolisacáridos (LPS) durante 24 horas y co-cultivadas 

junto a las células previamente transfectadas. El co-cultivo celular se mantuvo durante 24 a 

48 horas, tiempo durante el cual se esperaba la interacción funcional entre CD40L expresado 

en HEK293 y los receptores presentes en los macrófagos. La producción de IL-12 murina 

fue utilizada como indicador de activación inmunológica, y su concentración en el 

sobrenadante fue determinada mediante un ensayo de ELISA comercial (ThermoFisher 
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Scientific), siguiendo las instrucciones del fabricante. Este protocolo permitió evaluar si la 

expresión de CD40L por parte de las células transfectadas era capaz de inducir una respuesta 

biológica en células inmunes efectoras. 

 

6.8. Ensayo de actividad biológica mediante mediante análisis morfológico  

Para evaluar la actividad biológica de CD40L, se utilizó la línea celular murina RAW264.7. 

Se sembraron 30,000 células por pocillo en placas de cultivo, y se incubaron durante 24 

horas. Posteriormente, se transfectaron con los vectores y se permitió su interacción con las 

células por 24 horas adicionales. Luego de la transfección, las células se mantuvieron en 

cultivo por 24 o 48 horas. Al finalizar cada periodo, se realizó un análisis morfológico 

utilizando el microscopio óptico Leica DM100 para evaluar cambios inducidos por los 

diferentes tratamientos. 

 

6.9. Análisis estadístico  

Todas las variables cuantitativas fueron registradas y organizadas en una hoja de cálculo 

utilizando Excel y los resultados se presentaron como promedio ± desviación estándar (DE). 

Para el análisis estadístico, se empleó el software GraphPad Prism 8. De acuerdo con los 

resultados obtenidos, se aplicaron pruebas estadísticas paramétricas (como la t de Student, 

pareada o no pareada, y ANOVA) o no paramétricas (Mann–Whitney o Kruskal–Wallis), 

según correspondiera.   
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7. RESULTADOS 

7.1. Diseño de los vectores que expresan E7 y CD40L 

Se diseñaron y caracterizaron vectores de expresión que codifican el antígeno tumoral E7, el 

cual fue flanqueado por secuencias señal de envío y retención en el retículo endoplásmico de 

la calreticulina, así como r la proteínacoestimuladora CD40L, con el objetivo de potenciar la 

presentación antigénica y la activación inmune. El diseño de los vectores se realizó utilizando 

el software Vector Builder, que permitió la construcción eficiente de las secuencias genéticas 

y la integración precisa de los elementos necesarios para la expresión dirigida (Figura 13). 

Posteriormente, los vectores fueron analizados in silico para verificar su correcta 

organización estructural, marcos de lectura y la presencia de elementos regulatorios, 

asegurando su funcionalidad para aplicaciones en inmunoterapia dirigida contra tumores. 

 

 

Figura 13. Diseño y caracterización de los vectores de expresión. Diseño esquemático del vector de 

expresión que codifica el antígeno tumoral E7 flanqueado por señales de envío y retención al retículo 

endoplásmico, junto con la proteína coestimuladora CD40L. Se diseñaron 4 vectores que incluyen regiones 

promotoras, señal de secreción, dominios de retención (KDEL), y/o secuencia IRES y secuencia de CD40L. 
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7.2. La caracterización de los vectores revela los fragmentos del tamaño esperado 

Para confirmar la identidad y la integridad estructural de los vectores construidos, se realizó 

una digestión con las enzimas SspI, PvuII y la combinación de ambas enzimas, seguida de 

análisis por electroforesis en gel de agarosa al 1 % en tampón TBE. En la figura se presentan 

los resultados correspondientes a dos construcciones plasmídicas: una que codifica 

únicamente el antígeno tumoral E7, y otra que codifica E7 junto con el ligando CD40L 

(Figura 14). Los vectores sin digestión (N) mostraron una banda única correspondiente al 

plásmido en su conformación superenrollada. Tras la digestión con SspI o PvuII, se 

observaron patrones de bandas consistentes con la liberación de fragmentos del tamaño 

esperado, lo que indica cortes exitosos por parte de las enzimas. En las muestras tratadas con 

la combinación SspI/PvuII, se liberaron dos bandas bien definidas, lo que confirmó que 

ambos sitios de restricción estaban presentes y funcionales en las construcciones. Tanto en 

el caso del vector que contiene únicamente E7, como en el que contiene E7-CD40L, se 

observó una digestión eficiente y liberación de fragmentos compatibles con el diseño teórico 

de los vectores, lo cual validó la correcta inserción de las secuencias de interés.  

 

Figura 14. Caracterización de los vectores E7 y E7-CD40L. La digestión de los vectores E7 y E7-CD40L 

con enzimas de restricción confirmó la liberación de fragmentos del tamaño esperado, validando la correcta 

inserción. Análisis por digestión enzimática de los vectores E7 y E7-CD40L. La digestión con SspI, PvuII y su 

combinación liberó fragmentos con los tamaños esperados, confirmando la correcta inserción y organización 

de las secuencias en los vectores. La electroforesis se realizó en gel de agarosa al 1 % con buffer TBE. 
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Por otro lado, se evaluó la integridad de las construcciones plasmídicas correspondientes al 

vector que expresa CD40L y al vector vacío, mediante digestión con las enzimas SspI, PvuII, 

XmnI y sus combinaciones, seguida de electroforesis en gel de agarosa al 1 % con buffer 

TBE. Las muestras sin digestión (N) mostraron bandas correspondientes a las formas 

superenrolladas. En el caso del vector que codifica CD40L, la digestión con SspI o PvuII 

generó fragmentos de tamaño compatible con el diseño teórico del plásmido, mientras que la 

digestión doble con SspI/PvuII mostró una separación clara en dos bandas, confirmando la 

presencia y orientación correcta del inserto. Por otro lado, en el vector vacío, la digestión con 

SspI, PvuII y la combinación SspI/XmnI produjo patrones consistentes con la ausencia del 

gen insertado, lo que permitió diferenciarlo claramente de las construcciones recombinantes. 

Estos resultados confirmaron la identidad de ambos vectores, así como la funcionalidad de 

los sitios de restricción utilizados para su validación (Figura 15). 

 

Figura 15. Caracterización de vectores CD40L y vector vacío. Análisis por digestión enzimática de los 

vectores CD40L y vector vacío. Las digestiones individuales y combinadas con SspI, PvuII o XmnI generaron 

fragmentos de los tamaños esperados, confirmando la presencia del inserto en el vector CD40L y la ausencia 

de este en el vector vacío. La separación se realizó en gel de agarosa al 1 % con buffer TBE. 
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7.3. Expresión de E7 y CD40L e inducción de la respuesta de estrés en ER 

Se evaluó la expresión de las proteínas E7 y CD40L mediante Western blot, así como la 

activación de la respuesta de estrés del retículo endoplásmico en células HEK293 

transfectadas con diferentes vectores. Se utilizaron anticuerpos específicos contra E7, CD40L 

y GRP-78 (un marcador de estrés del retículo endoplásmico [228]), además de β-actina como 

control de carga. Se detectaron bandas específicas correspondientes a E7 (18 kDa) en las 

muestras transfectadas con los vectores E7 y E7-CD40L, y a CD40L (33 kDa) en los grupos 

CD40L y E7-CD40L, confirmando la expresión de ambas proteínas según el diseño de cada 

construcción. En cuanto a GRP-78 (78 kDa), se observó una mayor intensidad de señal en 

las células transfectadas con el vector E7-CD40L, en comparación con los demás grupos, lo 

que sugiere activación de la respuesta de estrés del retículo endoplásmico en esta condición. 

No se observaron señales específicas en las células transfectadas con el vector vacío ni en el 

control sin tratamiento (S/T) (Figura 16).  

Figura 16. Expresión de E7, CD40L y GRP-78 como marcador de estrés en RE. Expresión de E7, CD40L 

y marcador de estrés de RE (GRP-78) en células HEK293 transfectadas con los diferentes vectores. En la parte 

superior se muestran los resultados de western blot para las proteínas E7 (18 kDa), CD40L (33 kDa), GRP-78 

(78 kDa) y β-actina (42 kDa) como control de carga. Se observó expresión de E7 en los grupos E7 y E7-CD40L, 

y de CD40L en los grupos CD40L y E7-CD40L. La expresión de GRP-78 se incrementó particularmente en el 

grupo E7-CD40L. La parte inferior muestra la cuantificación de la densidad relativa de las bandas 

correspondientes a E7, CD40L y GRP-78, normalizadas contra β-actina. Se evidenció una diferencia 

estadísticamente significativa entre los grupos, especialmente en E7-CD40L en comparación con los controles. 

Los análisis estadísticos se realizaron mediante ANOVA con pruebas post hoc; *P ≤ 0.05, **P ≤ 0.01, ***P ≤ 

0.005, ****P ≤0.001. 
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7.4 La proteína CD40L se localiza en la membrana celular  

Se analizó la expresión y localización intracelular de las proteínas E7 y CD40L en células 

HEK293 transfectadas con distintos vectores mediante inmunofluorescencia. Las células 

fueron tratadas con inmunodeteccion indirecta contra E7 (verde) y CD40L (rojo), y los 

núcleos fueron marcados con DAPI (azul). En las células transfectadas con el vector E7, se 

observó una señal intensa para E7 con localización citoplasmática difusa, sin expresión 

detectable de CD40L. En el grupo E7-CD40L, se detectó la expresión simultánea de ambas 

proteínas, con una señal evidente de E7 y una distribución periférica de CD40L, lo que 

sugiere localización en membrana o vesículas cercanas. En las células transfectadas 

únicamente con el vector CD40L, la expresión se restringió al marcador rojo, con una 

localización similar, y no se detectó señal de E7. En el grupo transfectado con el vector vacío, 

no se observó señal específica para ninguna de las dos proteínas, confirmando la 

especificidad de los anticuerpos utilizados. Estos resultados confirmaron que los vectores 

diseñados permitieron la expresión dirigida de E7 y CD40L, tanto de forma individual como 

en combinación, y revelaron su distribución intracelular en las células HEK293 (Figura 17). 
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Figura 17. Imágenes de inmunofluorescencia en células HEK293 fijadas con metanol. Las células fueron 

transfectadas con vectores que codifican E7 y CD40L. Se observó localización citoplasmática de E7 (verde) y 

expresión periférica de CD40L (rojo). Los núcleos fueron teñidos con DAPI (azul). Barras de escala: 10 µm. 

 

También, se analizó la expresión y distribución intracelular de las proteínas E7 y CD40L en 

células HEK293 transfectadas con diferentes vectores, mediante microscopía confocal. Las 

células fueron fijadas con PFA al 4% y marcadas con anticuerpos específicos contra E7 

(verde) y CD40L (rojo), y los núcleos se tiñeron con DAPI (azul) en inmunofluorescencia 

indirecta. Se adquirieron 3 stacks de la zona media del citoplasma celular en los planos XY, 

así como proyecciones ortogonales XZ y YZ para evaluar la localización tridimensional de 

las proteínas. Adicionalmente, se generaron perfiles de intensidad de fluorescencia (RFU) en 

función de la distancia para estudiar la colocalización subcelular relativa entre los 

marcadores. En las células transfectadas únicamente con el vector E7, se observó una fuerte 

señal de E7 en el citoplasma, sin detección de CD40L. En el grupo E7-CD40L, se evidenció 
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la expresión simultánea de ambas proteínas, con una distribución parcialmente superpuesta 

en las imágenes de fusión (MERGE) y en los perfiles de fluorescencia. Las células 

transfectadas con el vector CD40L mostraron una expresión intensa de CD40L, 

predominantemente en la periferia celular, sin señal de E7. Por último, las células 

transfectadas con el vector vacío no mostraron señal específica para ninguna de las proteínas, 

sirviendo como control negativo (Figura 18). 

 

Figura 18. Análisis por microscopía confocal de células HEK293. Células transfectadas con vectores que 

codifican E7, CD40L, ambos (E7-CD40L), o vector vacío. Las células fueron marcadas con DAPI (azul), anti-

E7 (verde) y anti-CD40L (rojo). Se muestran imágenes en plano XY, proyecciones ortogonales (XZ, YZ), y 

perfiles de fluorescencia relativa (RFU) en función de la distancia. Se observó colocalización parcial de E7 y 

CD40L en el grupo E7-CD40L, mientras que en los grupos individuales se detectó expresión específica. Escala: 

10µm. 
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7.5 El vector que codifica CD40L induce la secreción de IL-12 en macrófagos 

Se evaluó la actividad biológica del vector que codifica CD40L mediante la cuantificación 

de la producción de IL-12p70 en co-cultivos celulares con macrófagos RAW264.7, 

utilizando dos líneas celulares distintas: HEK293 y RAW264.7. En ambos modelos, se 

realizaron co-cultivos en presencia o ausencia de LPS y se analizaron los sobrenadantes a las 

24 y 48 horas mediante un ensayo de ELISA. 

En el caso de las células HEK293, se observó un incremento moderado en los niveles de IL-

12p70 cuando el vector CD40L fue co-expresado y se estimuló con LPS, tanto a las 24 como 

a las 48 horas. Sin embargo, la magnitud de esta inducción fue limitada en comparación con 

la respuesta obtenida en los experimentos realizados con la línea celular RAW264.7. 

En contraste, cuando las propias células RAW264.7 fueron transfectadas con el vector 

CD40L, se detectó un aumento notable en la secreción de IL-12p70, especialmente bajo 

estimulación con LPS a las 24 horas. Esta respuesta fue consistente tanto en la medición a 

las 24 como a las 48 horas, superando claramente los niveles observados en el modelo con 

células HEK293. Los resultados sugieren que la línea RAW264.7 no solo responde de manera 

más robusta a la señalización de CD40L, sino que también actúa como un sistema más eficaz 

para amplificar la producción de IL-12 en presencia de un estímulo inflamatorio como el LPS 

a las 24 horas, mientras que a las 48 horas la presencia del estimuno fue similar que sin este. 

En conjunto, estos resultados indican que la línea celular RAW264.7 representa un modelo 

más adecuado para evaluar la funcionalidad biológica del vector CD40L, ya que permite una 

respuesta inmunológica más potente y sostenida que la línea HEK293 en condiciones 

equivalentes. 
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Los resultados mostraron que ambas líneas celulares fueron capaces de inducir la producción 

de IL-12 en en presencia del ligando CD40L. Sin embargo, se observó que las células 

RAW264.7 transfectadas con CD40L generaron una respuesta más potente, especialmente a 

las 48 horas, alcanzando concentraciones de IL-12p70 cercanas a los 150–175 pg/mL. Por 

otro lado, las HEK293 transfectadas con CD40L, aunque también funcionales, indujeron 

niveles ligeramente menores de IL-12 en los macrófagos receptores. Esta diferencia podría 

explicarse por una mejor compatibilidad de membranas, receptores coestimuladores 

compartidos o diferencias en la expresión de moléculas accesorias. En ambos casos, se 

confirmó que el vector que codifica CD40L es biológicamente activo, pero su efecto puede 

variar dependiendo del tipo celular que lo exprese (Figura 19). 

 

Figura 19. Comparación estadística de la actividad biológica entre co-cultivos. Se observó una mayor 

producción de IL-12p70 en co-cultivos autólogos de macrófagos RAW264.7 transfectados con CD40L, 

especialmente a las 48 h. Las células HEK293 transfectadas también indujeron IL-12, pero con menor 

intensidad. Se utilizó LPS como estímulo inflamatorio y ELISA para cuantificación. P ≤ 0.05. 
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7.6 El vector que codifica CD40L induce cambios en la morfología de los macrófagos  

Se analizaron los cambios morfológicos inducidos por el vector que codifica CD40L en 

macrófagos RAW264.7 en co-cultivo con células HEK293, en condiciones con y sin estímulo 

con LPS. En los grupos co-cultivados con HEK293 transfectadas con CD40L, las células 

RAW264.7 mostraron una morfología alargada, con proyecciones citoplasmáticas y mayor 

dispersión, características asociadas a un fenotipo de activación [229]. Estos cambios fueron 

más acentuados con el estímulo de LPS. En contraste, los co-cultivos con HEK293 no 

transfectadas no presentaron modificaciones notables en la morfología de los macrófagos, 

los cuales conservaron una forma redondeada, agrupada y sin extensión de prolongaciones 

celulares, indicando un estado basal o no activado. Asimismo, los grupos controles de 

RAW264.7 en co-cultivo con células que no expresan CD40L y sin LPS, tampoco mostraron 

cambios morfológicos significativos comparables a los inducidos por CD40L. Estos 

resultados sugieren que el co-cultivo de macrófagos con células que expresan CD40L (ya 

sean HEK293 o la misma línea celular RAW264.7) es capaz de inducir cambios morfológicos 

asociados a la activación de macrófagos (recuadros verdes), lo cual refuerza que la proteína 

CD40L producida por los vectores diseñados poseen actividad biológica (Figura 20).  
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Figura 20. Cambios morfológicos en macrófagos inducidos por CD40L en co-cultivo. Se muestran 

imágenes representativas de co-cultivos entre células HEK293 (transfectadas o no con el vector que codifica 

CD40L) y macrófagos RAW264.7 tratados o no con LPS. Los macrófagos co-cultivados con HEK293-CD40L 

presentaron morfología alargada y dispersión celular, indicativa de activación. En cambio, los macrófagos co-

cultivados con HEK293 no transfectadas conservaron una morfología redondeada y agrupada. Las imágenes 

corresponden a observaciones a las 24 h del co-cultivo mediante microscopía de contraste de fases (barra de 

escala: 20 µm). 

 

A continuación, se muestran los cambios morfológicos en células RAW264.7 inducidos por 

diferentes tratamientos: vector vacío, PsAg(E7)-KDEL (E7), PsAg(E7)-KDEL-IRES-

CD40L (E7-CD40L), y CD40L a 0, 24 y 48 horas post-transfección. 

A las 0 h, las células en todos los grupos muestran una morfología redondeada característica 

de los macrófagos en reposo, sin cambios notables entre condiciones. Sin embargo, a partir 

de las 24 h, los grupos tratados con vectores que contienen CD40L (E7-CD40L y CD40L) 

mostraron signos evidentes de activación celular, como elongación, extensión de 

pseudópodos y una mayor dispersión celular, en contraste con el grupo vacío y E7, donde las 

células mantienen una morfología más compacta y redondeada. 
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Estas diferencias se acentúan a las 48 h, momento en el cual las células tratadas con E7-

CD40L y CD40L presentan una morfología alargada y con muchas ramificaciones muy finas, 

compatible con un fenotipo de macrófago activado, mientras que las células en los grupos 

vacío y E7 presentan una morfología más conservada con pocas prolograciones gruesas de 

su citoplasma, indicando un menor nivel de activación (Figura 21). 

Figura 21. Análisis morfológico de macrófagos transfectadas con los diferentes vectores. Se muestran 

micrografías representativas a 0, 24 y 48 horas después del co-cultivo con células transfectadas con vector 

vacío, PsAg(E7)-KDEL (E7), PsAg(E7)-KDEL-IRES-CD40L (E7-CD40L), y CD40L. Los recuadros azules 

indican detalles morfológicos ampliados que ilustran cambios en la forma celular. Se observa una transición de 

morfología redondeada a una morfología alargada y ramificada principalmente en los grupos E7-CD40L y 

CD40L, lo cual es indicativo de activación morfológica de los macrófagos. Escala: 20 µm. 
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8. DISCUSIÓN 

Los datos del presente estudio demuestran que un vector bicistrónico separado por IRES es 

suficiente para coexpresar dos módulos con destinos celulares y funciones diferentes sin 

interferencia mutua: E7 con PS/KDEL se enriquece en el RE, mientras que CD40L, que porta 

su dominio transmembrana, se localiza en la membrana plasmática. Esta arquitectura evita 

los compromisos de las proteínas de fusión (p. ej., enmascaramiento de señales, restricciones 

estequiométricas o de plegamiento) y responde a una preocupación recurrente de los diseños 

usando IRES (menor traducción del segundo cistrón) [230–232]: aquí CD40L no solo se 

expresó, sino que fue funcional, lo que valida la estrategia. 

La localización se corroboró con microscopía confocal (planos XY y cortes ortogonales 

XZ/YZ), donde E7 mostró patrón compatible con compartimentos del RE/citoplasma 

perinuclear y CD40L una distribución periférica de membrana. 

De forma consistente, los distintos protocolos de fijación aportaron resultados concordantes 

con esta distribución: 

• PFA 4 % (entrecruzante) preserva arquitectura de membrana y epítopos 

conformacionales, por lo que favorece la detección de CD40L en superficie. 

• Metanol/acetona/tritón (precipitación/deslipidación) permeabiliza de forma amplia, 

expone epítopos internos y puede extraer lípidos, lo que facilita ver antígenos 

luminales/intracelulares (E7 en RE), pero puede reducir señal de proteínas de 

membrana o ocultar epítopos sensibles a deshidratación [233–235]. 

Estos protocolos resultaron en lo siguiente: CD40L se ve mejor con PFA, mientras 
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que E7 se evidencia mejor con metanol/acetona/tritón al tener una distribución 

intracelular. 

La señal PS/KDEL que lleva E7 al RE aumentó GRP78, indicador de estrés del RE/UPR, en 

ausencia de inducción equivalente por la expresión de CD40L solo. Esto sugiere que la 

sobresaturación luminal (E7-PS/KDEL) es la causa principal, en línea con el modelo en el 

que la sobrecarga de proteínas activa ERQC/ERAD y, con ello, la retrotranslocación y 

generación de péptidos aptos para MHC-I. Así mismo, la versión E7dm con mutaciones que 

le generan inestabilidad estructural por alteración del dominio tipo dedo de zinc [236], 

favorece el mal plegamiento y, por ende, la activación adicional de la vía ERQC/ERAD. En 

otras palabras, E7 y CD40L coexisten en la misma célula, pero transitan y se procesan por 

rutas distintas: E7 alimenta el eje RE-ERAD-proteasoma-TAP/PLC/ERAP, y CD40L 

señaliza desde la membrana. 

Más allá de la presencia en membrana, CD40L fue funcional: en RAW264.7 observamos 

capacidad de inducir IL-12p70 (efecto independiente de LPS [237, 238]) y un fenotipo 

morfológico de activación (elongación, protrusiones), consistente con interacción ligando–

receptor y la forma trimérica activa de CD40L. Esta lectura basada en morfología, junto con 

ELISA, ofrece un ángulo complementario para cuantificar coestimulación y mitiga la duda 

sobre el desempeño del segundo cistrón en esquemas IRES. Adicionalmente, el uso del 

promotor CMV asegura una expresión robusta de CD40L [239–241], suficiente para alcanzar 

membrana plasmática y ejercer función biológica en células blanco, incluso en un contexto 

de sobrecarga del RE.  
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Conjuntamente, los resultados apoyan un modelo de doble eje: 

1. E7 direccionado al RE incrementa el estrés reticular adaptativo y flujo ERAD, 

sosteniendo un suministro de péptidos en el sitio de carga de MHC-I; 

2. CD40L en membrana provee señal coestimuladora a células mieloides y linfocitos, 

potenciando la activación inmunitaria.  

Crucialmente, uno no compromete al otro: el procesamiento centrado en RE coexiste con 

CD40L en membrana y activo, dentro del mismo vector. Estos hallazgos refuerzan la lógica 

de enviar antígenos al RE en vacunas terapéuticas frente a VPH: se optimiza la presentación 

MHC-I (relevante para lesiones virales y tumorales) y se añade un módulo coestimulador. 

En otras palabras, más antígeno “donde se carga y presenta” y más coestimulación “donde 

se activa al sistema inmune” se traducen en mejor potencial antitumoral. 

La coestimulación mediada por CD40L se ha incorporado de múltiples formas con efectos 

relevantes pero con compromisos prácticos: (i) cócteles de vectores de doble promotor 

(antígeno y CD40L) aumentan linfocitos CD8⁺, pero dependen de cotransfección y ajuste de 

dosis por separado; (ii) enfoques ex vivo con DC cargadas con antígeno y refuerzo de CD40L 

intratumoral logran respuestas terapéuticas notables, pero a costa de complejidad logística; 

(iii) fusiones solubles antígeno–CD40L amplían el alcance paracrino, pero pueden 

comprometer el plegamiento y la trimetrización nativa de CD40L [84, 87, 88].  

Ensayos exploratorios de modelado estructural (AlphaFold, datos no mostrados) indicaron 

que forzar CD40L en una fusión multimonómero mediante linkers desestabiliza la geometría 

del trímero, reforzando la elección bicistrónica para preservar la bioactividad y, a la vez, 

permitir trayectorias subcelulares independientes (RE para E7; membrana para CD40L). 
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Este planteamiento dialoga con los nodos de evasión del VPH: E5 reduce el transporte de 

MHC-I, E6/E7 afectan el aparato de presentación y la maduración de APC [33–44]; 

PS/KDEL incrementa la visibilidad antigénica al ubicar E7 en el “último tramo” 

(TAP/PLC/ERAP), y CD40L licencia DC (aumento de IL-12, cross-priming), 

contrarrestando esa evasión [ver Tablas de estrategias RE y coestimulación]. En conjunto, 

integrar direccionamiento al RE + coestimulación nativa en membrana en un solo plásmido 

ofrece potencia inmunológica con simplicidad manufacturable. 

Los cambios morfológicos que observamos con CD40L en RAW264.7, elongación, de 

protrusiones reticulares o dendriformes, son escasamente descritos en la literatura, pero 

encajan con un fenotipo de activación/maduración y, sobre todo, ofrecen un parámetro de 

lectura funcional, sencillo, reproducible y de bajo costo. Más allá del aspecto técnico, esta 

morfología sugiere aumento de superficie efectiva y de probabilidad de contacto célula–

célula, con potencial para intensificar intercambio de señales y potenciar la 

secreción/recepción de citocinas y otras moléculas señalizadoras [242–244]. De forma 

coherente con trabajos en células dendríticas humanas activadas por CD40L [245], donde se 

han descrito redes de “nanotúbulos en túnel” (TNTs) reguladas por el entorno inflamatorio, 

es plausible que CD40L contribuya no solo a la coestimulación clásica, sino también a 

remodelar el citoesqueleto y la conectividad intercelular de tipo TNT, facilitando el reparto 

de antígenos y de contenido endosomal entre células presentadoras.  

Estos cambios morfológicos documentados en el contexto de una vacuna de ADN y usando 

antígenos de VPH constituyen una primera aproximación; no obstante, si correspondieran a 

TNT, las implicaciones funcionales serían mayores. Los TNT son canales membranosos que 

conectan dos o más células, contienen F-actina y no tocan el sustrato; se han descrito en 
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epitelio, macrófagos y células dendríticas, incluso in vivo. Funcionalmente, pueden transferir 

entre células calcio, proteínas, miRNA, mitocondrias, vesículas (p. ej., lisosomas), patógenos 

y moléculas de superficie. En este marco, resultaría valioso determinar si la reticulación 

observada en nuestros ensayos corresponde a TNT verdaderos, porque ello implicaría un 

intercambio intercelular de antígenos y componentes de membrana con relevancia directa 

para la presentación y la cooperación entre APC en microambientes tisulares. Esto abre 

preguntas concretas: ¿CD40L puede compartirse célula a célula a través de TNT y potenciar 

la señalización coestimuladora en red? ¿Podrían complejos péptido:MHC-I transferirse o, al 

menos, facilitarse su “reparto” de antígeno procesado entre APC vecinas? De forma paralela, 

debe considerarse lo opuesto, es decir, si podrían estas estructuras representar una desventaja 

para la inducción de la respuesta inmunológica y el objetivo que se persigue [246–254]. En 

el contexto de infección y neoplasias inducidas por VPH, aún se desconoce si este tipo de 

remodelación morfológica y redes inducidas por CD40L están presentes. Tampoco se ha 

explorado su impacto en estrategias de inmunoterapia. La cuestión clave es determinar si 

dichas redes representarían una ventaja inmunológica, por ejemplo, al potenciar la 

producción de IL-12, facilitar la cooperación entre APC y aumentar la densidad de sinapsis 

inmunes, o, por el contrario, si podrían representar una desventaja. Nuestros datos 

morfológicos son compatibles con esta hipótesis de reticulación funcional; donde el 

demostrar TNT de manera formal (ensayos de imagen, marcadores de F-actina, ensayos de 

transferencia de carga/antígeno, bloqueo CD40–CD40L, citometría de MHC-I total y MHC-

I:péptido, y ultraestructura) permitirían discriminar entre estos escenarios beneficiosos o 

adversos y orientar el diseño de vacunas que maximicen cooperación inmune. 
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Nuestro trabajo presenta varias limitaciones. Primero, aunque demostramos coexpresión y 

localización subcelular coherentes con el diseño (E7 en RE mediante PS/KDEL y CD40L en 

membrana), no cuantificamos directamente los complejos MHC-I:péptido específicos de E7 

en superficie (p. ej., por multímeros o inmunopeptidómica), de modo que inferimos el 

beneficio sobre presentación a partir de marcadores de estrés del RE y de la lógica 

mecanística. Segundo, la bioactividad de CD40L se documentó por IL-12p70 y un fenotipo 

morfológico de activación en RAW264.7, pero no confirmamos la trimerización ni 

analizamos de manera biofísica la oligomerización en membrana; la funcionalidad sugiere 

trimerización, pero faltan pruebas directas. Tercero, las asignaciones subcelulares pueden 

reforzarse con colocalización sistemática frente a marcadores del RE 

(calnexina/calreticulina), cuantificación de tiempos de residencia y controles de 

permeabilización/fijación adicionales, ya que la detección de antígenos de membrana y 

luminales depende del protocolo (PFA frente a metanol/acetona/tritón). Cuarto, no 

desagregamos la contribución de pasos individuales del eje de procesamiento (p. ej., TAP, 

tapasina, ERAP, p97) mediante inhibidores o silenciamientos dirigidos; estos experimentos 

permitirían ligar causalmente estrés del RE/ERAD con aumento de carga en MHC-I (y 

explicar diferencias entre diseños luminales vs. con dominio de membrana. Finalmente, la 

traslación a escenarios dermatológicos requiere repetir en queratinocitos y en modelos ex 

vivo de piel; y aunque referimos datos clínicos históricos de CRT-E7 en HSIL/CIN2-3, 

nuestro estudio actual es preclínico y no incluye inmunogenicidad en humanos. 
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9. CONCLUSIÓN 

Se diseñaron y caracterizaron vectores de expresión que codifican el antígeno tumoral E7, 

flanqueado por señales de envío y retención al retículo endoplásmico, así como CD40L, con 

el objetivo de mejorar la presentación antigénica y la activación inmune. Tras la transfección 

de células HEK293 con los vectores construidos, se confirmó la expresión de las proteínas 

E7 y CD40L. En estas células, CD40L mostró una localización predominantemente en la 

membrana plasmática, lo cual es consistente con su función biológica. Además, se observó 

que el vector que codifica CD40L fue capaz de inducir una respuesta biológica en células 

RAW264.7, indicando su funcionalidad en la activación de células del sistema inmune. 
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