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DESARROLLO DE UNA VACUNA PROFILACTICA DE SEGUNDA GENERACION CONTRA EL
PAPILOMAVIRUS HUMANO
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GABRIELA CAMPOREALE? GONZALO DE PRAT GAY?*
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Resumen Los papilomavirus humanos (HPV) son el agente etiolégico del cancer cervical (CC), la segunda
causa de muerte por cancer en mujeres. Se estima que medio millén de nuevos canceres se
diagnostica cada afo, ocurriendo la mayoria de ellos en paises en vias de desarrollo debido a la ausencia o
ineficiencia de los programas masivos de deteccion temprana. Recientemente se han introducido en el mercado
dos vacunas profilacticas contra las principales cepas oncogénicas de HPV, la cepa 16 y 18, responsables por el
80% de todos los CC. Estas vacunas se obtienen en forma recombinante y han demostrado ser extremadamente
seguras y eficaces. Sin embargo, su impacto inmediato en la incidencia de la infeccién por HPV en paises en
vias de desarrollo serd minimo, debido principalmente al alto costo de las mismas. Existe la necesidad de contar
con vacunas de segunda generacion, de bajo costo y de aplicacion masiva que permitan disminuir sensiblemente
el nimero de CC en la poblacion. Con este objetivo hemos desarrollado una plataforma de expresién recombi-
nante que permite obtener particulas tipo virus (VLPs) con las cuales es posible formular vacunas efectivas y
accesibles contra la infeccion por HPV.
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Abstract Development of a second generation prophylactic vaccine against human papillomavirus.
Human papillomaviruses (HPV) are the etiologic agent for cervical cancer (CC), the second cause
of cancer death in women worldwide. It is estimated that half a million new cases are diagnosed each year,
mostly in developing countries due to the lack of massive programs for early detection of the virus. Recently,
two prophylactic vaccines against the main oncogenic HPV types 16 and 18 (responsible for 80% of CC) have
been introduced into market. Both of these vaccines, obtained as recombinants, have been shown to be safe
and effective; however, their high cost works against its immediate impact in the incidence of HPV infection in
developing and low-income countries. There is a need to have in hand second generation, low cost vaccines of
massive use that will decrease CC cases in a large extent. With this in mind, we have developed a recombinant
expression platform that allows us to obtain virus-like particles (VLPs) to formulate both effective and accessible
vaccines against HPV infection.
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El papilomavirus humano

La etiologia infecciosa de las diversas enfermedades
cutaneas benignas en humanos y animales se presumia
desde fines del siglo XIX. Su naturaleza viral fue propuesta
en 1907 por Ciuffo'. No obstante, como en la mayoria de
los casos que involucran virus, estas sospechas fueron
confirmadas mucho mas tarde, en 1949, por microscopia
electronica2.

El papilomavirus humano (HPV) infecta células epite-
liales y, de acuerdo al tipo de tejido y estado de diferen-
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ciacion, puede inducir lesiones cronicas o aquellas que
dan lugar a transformacion celular. Se han identificado
cerca de 200 tipos virales diferentes, clasificados en 16
grupos, de los cuales hay 85 tipos con su genoma ya se-
cuenciado®. Se distinguen dos grandes grupos: los virus
cutaneos, que infectan y se replican en células epiteliales
escamosas de la piel como las verrugas comunes; los
virus mucosos lo hacen en mucosas, como conjuntiva,
oral, esofagica y genital; este ultimo grupo esta gene-
ralmente detras de las transformaciones epiteliales mas
frecuentes. Los tipos que infectan mucosas presentan
una alta especificidad de tejido y un sub-grupo de tipos
esta asociado con la transmision sexual dando lugar, en
muchos casos, a una lesion pre-cancerosa. En ausencia
de tratamiento, este tipo de lesiones puede conducir al
desarrollo de cancer de cuello de utero (cancer cervical)
y otros tipos de canceres ano-genitales y orofaringeos*®.
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Las verrugas genitales causadas por infecciéon con
HPV son una de las enfermedades de transmision sexual
(ETS) méas comunes, tanto en mujeres como en varones.
No obstante, a diferencia de la mayoria de las ETS, el virus
se aloja exclusivamente en piel y mucosas, no encontran-
dose ni en sangre ni en otros tejidos u 6rganos. Este hecho
es significativo, en parte para entender la capacidad del
HPV de evadir el sistema inmune del huésped, y para su
consideracion a la hora de planificar el desarrollo de va-
cunas que necesariamente deben llegar a estas mucosas
para otorgar proteccién efectiva.

Los viriones de HPV fueron encontrados inicialmente
en verrugas cutaneas y posteriormente en anogenitales,
y existe una variedad de enfermedades a las que los
mismos pueden asociarse. Las enfermedades mas fre-
cuentes son la neoplasia intraepitelial y el carcinoma de
células escamosas, siendo las de mayor relevancia en la
poblacién aquellas asociadas a las mucosas genitales®.
Entre las enfermedades menos frecuentes se encuentra
la epidermodisplasia verruciforme, que da lugar a diversas
lesiones de la epidermis que pueden culminar en cancer
de piel. También se ha encontrado HPV en un alto por-
centaje de las biopsias analizadas en psoriasis’.

Cancer de cuello de utero o cancer cervical

El cancer cervical (CC) es la segunda causa de muerte por
cancer en mujeres en todo el mundo, luego del cancer de
mama. El CC constituye el 25% de los canceres femeninos,
y el porcentaje de infecciones por HPV de alto riesgo que
llegan a cancer se cuadruplica en paises subdesarrolla-
dos, mientras que para el cancer de mama la incidencia
es independiente del estado de desarrollo del pais. En el
nuestro, la incidencia de nuevos casos es de 32.5/100 000
mujeres, estimandose entre 6 000 y 8 000 casos nuevos
cada afno. Cabe destacar que la incidencia en los EE.UU.
es de 10/100 000 y en Espaia de 5/100 000 mujeres.

La observacion de la estrecha relacion entre HPV y CC
tiene como pionero al virélogo aleméan Harald zur Hausen,
quien fue galardonado con el premio Nobel en 2008. No-
tablemente, dicha correlacion es aun mas evidente que la
observada entre el cigarrillo y el cancer de pulmén®. Exis-
ten aproximadamente 30 tipos de HPV asociados al CC,
siendo los mas frecuentes en paises occidentales los tipos
-16, -18, -31 y -45, que suman aproximadamente el 80%
de los casos®. El HPV esta implicado en el 99.7% de los
CCs de tipo escamoso. Los tipos -6 y -11 causan lesiones
benignas como condilomas anogenitales y papilomas en
el tracto aerodigestivo superior, conjuntiva y canal auditivo.

Biologia molecular del HPV

Los HPV son virus pequefios sin envoltura membranosa
y poseen una capside icosaédrica de aproximadamente
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50 nm, la cual alberga el genoma del virus (Fig. 1). Su
genoma es de ADN doble cadena circular y consta de
aproximadamente 8000 pares de bases, con el potencial
de codificar de 8 a 10 productos proteicos'™®.

La gran mayoria de los genotipos de HPV presentan
una organizacion génica semejante, con las funciones de
control de transcripcion y replicacion ubicadas en la region
de control rio arriba (URR), la region de genes tempranos
(E) que codifican para proteinas de replicacion, control
de transcripcion y transformacion celular, y la region de
genes tardios (L) que codifican para las proteinas de la
céapside viral.

Las proteinas E6, E7 y E5 han sido identificadas como
los oncogenes virales y responsables de la capacidad
transformante de los HPV de alto riesgo. La proteina E1
es una helicasa y la unica proteina viral con actividad
enzimatica, E2, es un factor de transcripcion y regulador
de la replicacion viral, y E4 es un factor pleiotrépico que
modifica el citoesqueleto celular.

Viriones y particulas “tipo-virus”
recombinantes

La capside icosaédrica del virus de 55 nm de diametro,
alberga al genoma de ADN circular de 8000 pares de
bases (Fig. 1). Dicha capside esta formada por 72 sub-
unidades o capsomeros, que consisten en pentameros de
la proteina L1, de 56 kDa de peso molecular''. Cada cap-
side contiene, ademas, aproximadamente 12 moléculas
de la proteina L2 de 78 kDa'2. Existen uniones disulfuro
entre los mondmeros de L1 que estabilizan fuertemente
la capside.

En el epitelio infectado, las proteinas capsidicas, L1
y L2, son sintetizadas en el citoplasma de las células
del estrato granular y deben ser translocadas al nucleo
por sistemas de transporte diferentes, donde L1 lo hace
como pentamero (capsomero). Si bien no se conocen
los detalles del ensamblado final del virion, se sabe que
L2 participa de la incorporacion del genoma del virus a
la particula, el cual requeriria, ademas, estar unido a la
proteina E2. Todo el proceso se lleva a cabo en el nucleo
de la célula.

A principios de los afios 90, diversos grupos describie-
ron la capacidad de las proteinas L1 y L2 recombinantes
de formar particulas “tipo-virus” (VLPs, virus-like particles),
carentes del genoma viral, y por lo tanto no infectivas.
Pronto se establecié que sdlo L1 bastaba para formar
particulas altamente inmunogénicas'. L2 es prescindible
para el ensamblado de VLPs pero seria esencial para
el empaquetamiento del genoma de ADN dentro de la
particula en la célula.

El hecho que estas VLPs puedan ser producidas
en grandes cantidades y con alta pureza, ademas de
poder ser modificadas genéticamente, las convirtié en
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Fig. 1.— Esquema de la organizaciéon gendmica y de las actividades bioquimicas de las proteinas de HPV.

una herramienta de vital importancia para comprender
aspectos estructurales del virus, algo que hasta hoy no
es posible con viriones puros. Por otra parte, esta similitud
con los viriones, sumada a su alta inmunogenicidad y a
su carencia de envoltura membranosa, transformaron a
estas particulas en candidatos firmes para la generacion
de proteccién inmunoldgica.

Vacunas aprobadas y desarrollo de vacunas
de segunda generacion

En 1933, Shope'* consiguié proteger conejos contra la
infeccion por el virus de ese animal (CRPV), utilizando una
vacuna basada en tejido infectado. Un hecho similar fue
registrado décadas mas tarde con el virus bovino (BPV).
No obstante, el traslado de éstas y otras experiencias
en animales a humanos es completamente inviable,
principalmente por dos motivos. En primer lugar, el virus
HPV no puede ser propagado facilmente en cultivo im-
pidiendo una posible produccion a escala. En segundo
lugar, aunque el problema de la produccién se resolviera,
el potencial oncogénico asociado a estos virus impide
la utilizacion de una vacuna con margen de seguridad.
Claramente, la respuesta llegaria de la mano del uso
de proteinas recombinantes con capacidad de generar
respuesta neutralizante, y el candidato natural seria la
principal proteina capsidica, L1.

En la actualidad han sido aprobadas dos vacunas, ba-
sadas en la expresion recombinante de L1, las cuales han
demostrado alta eficacia en la prevencion de la infeccion

de las principales cepas oncogénicas de HPV (Fig. 2)'.
Una de estas vacunas ha sido desarrollada por el labora-
torio farmacéutico Merck, se denomina Gardasil ® y esta
compuesta por VLPs de las cepas 16, 18,6y 11 que son
producidas en forma recombinante en levaduras. La otra
vacuna ha sido desarrollada por el laboratorio farmacéu-
tico GlaxoSmithKline bajo el nombre de Cervarix® y esta
compuesta solo por VLPs de las cepas 16 y 18 producidas
en forma recombinante en células de insectos. Mientras
que las cepas 6 y 11 son consideradas de bajo riesgo y
estan asociadas mayormente al desarrollo de papilomas
benignos, las cepas 16y 18 pertenecen al grupo de cepas
de papilomavirus de alto riesgo y son responsables por
mas del 80% de los CC. Se considera que estas vacunas
son especificas de cepa y demuestran poca reactividad
cruzada contra cepas de HPV distintas a las cepas de las
cuales derivan las VLPs que componen la formulacion'®.
Ambas vacunas requieren de la aplicacion de tres dosis
intramusculares para lograr el titulo de anticuerpos nece-
sarios para asegurar la inmunidad del individuo.
Aunque los ensayos clinicos han demostrado que la
administracion adecuada de estas vacunas muestra una
eficacia de proteccion frente a la infeccidon de HPV supe-
rior al 99%, la inclusidon de estas vacunas dentro de los
planes de vacunacion gubernamentales en paises en via
de desarrollo, impactara sensiblemente en el presupuesto
de salud, debido a su alto costo por dosis. Recientemente,
se ha anunciado que la Argentina incorporara la vacuna
profilactica contra HPV dentro de su calendario nacional
de vacunacion. El alto costo por dosis de ambas vacunas
se debe al elevado costo de produccion de las VLPs en
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Fig. 2.— Esquema representativo de los sistemas de expresion recombinante de las vacunas profilacticas comerciales. En el
panel superior se esquematiza el sistema de produccién en levaduras de las VLPs de las cuatro cepas de HPV que com-
ponen la vacuna Gardasil®. En el panel inferior se muestra el sistema de expresién recombinante en células de insectos
de las VLPs de las dos cepas de HPV que componen la vacuna Cervarix®.

sistemas de expresion recombinante en eucariotas, los
cuales requieren procedimientos de alta complejidad y
brindan magros rendimientos en el proceso general.

En este contexto es de vital importancia desarrollar una
vacuna alternativa de segunda generacion, efectiva y de
bajo costo, que pueda ser incluida dentro de los planes
generales de vacunacion en paises de nuestra region.
Con este objetivo hemos desarrollado un protocolo de
obtencién de VLPs a partir de la expresion recombinante
de la proteina L1 en bacterias. Mediante la utilizacion de
procesos quimicos y enzimaticos, la proteina L1 producida
se ensambla en VLPs que han demostrado ser altamente
inmunogénicas. Mediante esta tecnologia se pueden ob-
tener VLPs de distintas cepas de HPV tanto de alto como
de bajo riesgo, lo cual permitiria la generaciéon de una
vacuna protectora contra multiples cepas de papilomavi-
rus. Es importante destacar que una vacuna de segunda
generacion deberia ser polivalente e incluir otras cepas
de HPV, ademas de la 16y 18, ya que un 20% de los CC
son causados por otras cepas de alto riesgo®.

El mecanismo de ensamblado de una VLP es extre-
madamente complejo, considerando que es una supra-
estructura proteica que estd compuesta por unos 2.8
millones de atomos que deben ordenarse correctamente
en el espacio para adoptar una estructura definida. Sélo
basta compararla, como ejemplo, con los 21 atomos de
la aspirina, para comprender la magnitud del problema

desde el punto de vista atdmico-molecular. El desarrollo
involucrd el trabajo multidisciplinario en areas como bio-
logia molecular, necesaria para el clonado de proteinas
L1 de distintas cepas, quimica de proteinas para estudiar
la calidad de las VLPs producidas y estudios inmunolo-
gicos indispensables en la evaluacion antigénica de las
formulaciones.

Las VLPs obtenidas mediante este novedoso proce-
dimiento han demostrado ser morfolégicamente e inmu-
nogénicamente idénticas a las VLPs que componen las
vacunas comerciales pero con un costo de produccion
estimado que permitiria obtener vacunas a precios sen-
siblemente menores a los actuales (Fig. 3). Asimismo,
las VLPs producidas en bacterias han demostrado ser
comparables en cuanto a pureza, estabilidad y carac-
teristicas fisicoquimicas, con las VLPs producidas en
células eucariotas.

En conclusién, el cancer de cuello de utero es una
de las principales causas de mortalidad en mujeres,
cuya incidencia podria ser disminuida significativamente
previniendo la infeccién por HPV. Las consecuencias
sanitarias que causa la infeccidon por HPV en paises en
vias de desarrollo son superiores a las que causa la misma
enfermedad en paises desarrollados, debido a la limitada
accesibilidad a los métodos de prevencion temprana (Pa-
panicolaou) en los primeros paises, y particularmente en
aquellos sectores de la poblacién con menores recursos .
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Fig. 3.— Vacunas de segunda generacién contra HPV de XBio. Panel A, esquema representativo del sistema de expresion
recombinante en bacterias de la vacuna profilactica de segunda generacion. Panel B, microscopia electrénica de las VLPs
obtenidas recombinantemente en Escherichia coli que componen la vacuna de segunda generacién en desarrollo en XBio.
Se observan particulas esféricas regulares, de 50 nm de diametro idénticas a las VLPs de HPV obtenidas de otras fuentes.
La barra indica 100 nm. Panel C, titulaciéon por la técnica de ELISA de sueros de ratones inmunizados con vacuna co-
mercial (circulo vacio) o vacuna de segunda generacion contra HPV 16 obtenida en bacterias (circulo lleno). La placa fue
sensibilizada con VLPs de HPV16 y el ensayo se revel6 utilizando un anticuerpo anti-lgG de ratén conjugado a peroxidasa.

Estudios realizados en la Argentina sugieren que algunas
poblaciones, por ejemplo mujeres quechuas jujefias, se
ven particularmente afectadas y muestran incidencia
de cancer cervical superior a la media informada'’. La
existencia de vacunas recombinantes aprobadas para su
uso en humanos que han demostrado tanto eficacia como
seguridad constituye un hito importante en el combate de
esta enfermedad; sin embargo, los elevados costos de
estas vacunas limitan su aplicacion generalizada y con
ello el impacto real que producen en la sociedad.

El correcto ensamblado de una capside viral es un pro-
ceso complejo, que involucra el ordenamiento espacial de
varios millones de atomos, la optimizacion de las condicio-
nes de entorno que estabilicen la estructura, la optimizacion
de los métodos de purificacion y la plataforma analitica que
permita evaluar la pureza del antigeno obtenido. Finalmen-
te se requiere evaluar las propiedades inmunogénicas de
la vacuna y compararlas con las vacunas comerciales.

Por ultimo, una vacuna de segunda generacion deberia
ser, a) de bajo costo para poder ser aplicada masivamen-

te; b) polivalente, para prevenir contra la mayoria de las
cepas oncogénicas de HPV y; c) aplicarse en una unica
dosis con el objetivo de facilitar el proceso y la logistica.
Estamos confiados que avanzamos sostenidamente en
esa direccion.

En la actualidad, la vacuna de segunda generacion
se encuentra en fase de desarrollo experimental, pro-
yectandose su ingreso a fase preclinica para fines del
corriente afo.
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Western civilization, it seems to me, stands by two great heritages. One is the
scientific spirit of adventure — the adventure into the unknown, an unknown that must
be recognized as unknown in order to be explored, the demand that the unanswerable
mysteries of the universe remain unanswered, the attitude that all is uncertain. To
summarize it: humility of the intellect. The other great heritage is Christian ethics —
the basis of action on love, the brotherhood of all men, the value of the individual,
the humility of the spirit. These two heritages are logically, thoroughly consistent.

La civilizacién occidental, a mi parecer, se basa en dos grandes herencias.
Una es el espiritu cientifico de aventura — la aventura hacia lo desconocido, un
desconocido que debe ser reconocido como tal para poder explorarlo, la exigencia
que los misterios del universo se mantengan como tal, la actitud de que todo es
incierto. Para resumirlo: la humildad del intelectual. La otra gran herencia es la ética
cristiana — con el amor como base de accién, la hermandad de todos los hombres,
el valor del individuo, la humildad del espiritu. Estas dos herencias son légicamente

enteramente consistentes.

Richard P. Feynman (1918-1988)

The meaning of it all. Thoughts of a citizen-scientist. Reading MA: Perseus Books,

1998, p 47



