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INTRODUCCION

Las vacunas de primera generacién contra el Virus del Papiloma Humano (VPH) representan una via importante para
reducir de forma significativa la incidencia mundial del cancer cervicouterino (CCU). Mas del 80% de los casos de
CCU se presentan en mujeres de paises en desarrollo,! por lo que la carga de esta enfermedad prevenible afecta
desproporcionadamente a paises con sistemas de pesquisaje y tratamiento del CCU deficientes o inexistentes.*3

Las vacunas comerciales disponibles para la prevencién de la infeccidn por el VPH tienen como principio activo a las
Particulas Semejantes a Virus (VLPs, por sus siglas en inglés, Virus like Particles) de la proteina L1, obtenidas de
forma recombinante en sistemas eucariontes. EI fundamento bésico de la vacuna de VLP es que cuando las proteinas
L1 son expuestas entre ellas tienen la caracteristica de auto-ensamblarse espontdneamente in vivo o in vitro a partir de
72 caps6meros o pentdmeros, con una simetria icosaédrica (T=7). Las VLPs son morfolégicamente idénticas a los
viriones VPH nativos, siendo la Unica diferencia la ausencia del genoma viral en los VLPs.*5 La estructura de la
proteina L1 del VPH es importante al conferirle estabilidad a la cpsida mediante el establecimiento de interacciones
intra e intercapsoméricas; lo que asegura la integridad viral y antigénica al contener los epitopos que inducen la
respuesta inmune protectora. Hasta el momento, los ensayos clinicos en humanos muestran que las VLPs del VPH
son inmunogénicas, bien toleradas y proporcionan proteccion, la cual es mediada por la produccién de anticuerpos
neutralizantes altamente especificos contra los tipos de VPH que fueron generados.®® En consecuencia, estas vacunas
no protegen contra la infeccién por otros genotipos del VPH de alto riesgo.®

En el afio 2006, la FDA (Agencia para la Administracion de Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos, por sus
siglas en inglés US Food and Drug Administration) le otorgd la licencia sanitaria a Gardasil®, la primera vacuna
comercial disponible para proteger contra la infeccién por los genotipos 16, 18, 6 y 11 del VPH. Los tipos 16 y 18 del
VPH causan aproximadamente el 70% de todos los canceres cervicales y especificamente el VPH-16 causa entre el
55 — 60% de CCU y canceres relacionados. Ademas, Gardasil® ofrece proteccion contra los genotipos de bajo riesgo
6 y 11 del VPH para la prevencion de las verrugas genitales o condilomas. Esta vacuna es comercializada por la
compafiia norteamericana Merck & Co. y utiliza como plataforma de produccién de la proteina L1 la cepa
recombinante Saccharomyces cerevisiae CANADE 3C-5.378 En el 2007, la Agencia EMA (Agencia Europea de
Medicamentos, por sus siglas en inglés, European Medicines Agency) le otorgd la licencia sanitaria a Cervarix®, una
vacuna desarrollada por la compafiia farmacéutica belga GlaxoSmithKline Biologicals S.A. Esta preparacion vacunal
esta compuesta por VLPs de las proteinas L1 de los genotipos 16 y 18, cada una sintetizada por células de insecto
Trichoplusia ni Hi-5 y un sistema de expresion de baculovirus.(9) Gardasil® y Cervarix® han demostrado alta eficacia,
entre 96 - 100%, en la prevencion de cambios relacionados con Neoplasias Intraepiteliales Cervicales (NIC) de tipo 2
y 3, en poblacion virgen a infecciones por el VPH. Ambas vacunas han mostrado alta inmunogenicidad, con altos
titulos de anticuerpos, los cuales han sido significativamente superiores a los inducidos por la infeccion natural. Los
titulos para prevenir la infeccidn se han mantenido suficientemente altos con una duracion estudiada de 8 afios para la
vacuna cuadrivalente y 9.4 afios para la bivalente.}®! En la actualidad los ensayos continGian para estudiar la
efectividad protectora més alla de este tiempo. Ambas vacunas estan indicadas Unicamente para uso profilactico y no
tienen efecto sobre las infecciones por VPH activas o sobre la enfermedad clinica ya existente, no demostrando tener
efecto terapéutico.*?

A pesar de que Cervarix® y Gardasil® son vacunas de reconocida inmunogenicidad y proteccién, tienen limitaciones
inherentes que restringen su uso y su potencial efecto en la salud pudblica. Primero, son administradas en tres
inyecciones por via intramuscular a adolescentes durante seis meses; los cuales, en su mayoria, no tienen acceso
rutinario a la asistencia médica. El inicio y especialmente el completamiento del programa de estas vacunas es bajo en
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muchos paises, incluso en aquellos donde estas vacunas forman parte del programa nacional de vacunacion.® En
segundo lugar, ambas vacunas son muy costosas. Los costos de su fabricacién y administracion son altos. En algunos
casos, los productores han disminuido substancialmente los precios, facilitando la introduccion de al menos una de las
vacunas en varios programas nacionales de vacunacion. GlaxoSmithKline y Merck han acordado suministrar vacunas
a la alianza GAVI (Alianza Global para las vacunas, por sus siglas en inglés, Global Alliance for Vaccines and
Immunization) para paises elegidos por esta organizacion a precios de $5.00 por dosis. Sin embargo, ese precio de las
vacunas, unido al costo de la distribucion y administracion de las tres inyecciones por adolescente, hace que
finalmente los precios sean prohibitivos para la mayoria de los paises de bajos ingresos, en los cuales es mayor la
incidencia de los canceres asociados al VPH. En ltimo lugar, la proteccion contra la infeccién y la enfermedad
depende del genotipo del VPH. Cervarix® y Gardasil® ofrecen proteccidn contra la infeccion por los genotipos 16 y
18, que son los mas oncogénicos, pero solo se puede esperar, a lo sumo, una proteccién entre el 70 y 80% contra la
enfermedad, en particular el CCU.3*3

La bisqueda de un preparado antigénico mas asequible para la poblacién de los paises en vias de desarrollo y que
confiera proteccion contra la infeccion de una mayor cantidad de tipos de VPH oncogénicos ha resultado en el
desarrollo de una segunda generacion de vacuna contra el VPH. Hasta el momento, su Unico miembro es la vacuna
nonavalente Gardasil9®, que el 10 de diciembre de 2014 fue aprobada por la FDA para su uso en adolescentes y
jovenes del sexo femenino de edades comprendidas entre 9 y 26 afios y en adolescentes masculinos entre 9 y 15 afios.
Gardasil9® fue desarrollada por Merck & Co. para incrementar la proteccion conferida por Gardasil® contra los VPH
oncogénicos. Esta vacuna tiene basicamente la misma formulacién que su antecesora, pero contiene VLPs de otros
cinco genotipos de VPH: 31, 33, 45, 52 y 58, responsables de un 20 % adicional de casos de CCU.% En un ensayo
clinico de eficacia fase Ill, que compara la vacuna de nueve valencias respecto a la cuadrivalente en
aproximadamente 14 000 mujeres de 16 a 26 afios, la eficacia de la vacuna nonavalente para la prevencion de NIC2 6
3 vulvar y vaginal fue de 96.7%. En este analisis se utilizd un protocolo denominado “per protocol”, el cual solo
incluyé a las participantes que fueron negativas, al inicio del estudio, a los cinco nuevos subtipos incluidos en
Gardasil9®. En contraste, en el andlisis denominado “analisis con intencién de tratamiento”, donde se evalud la
efectividad de la vacuna en todas las féminas del estudio -independientemente de su estado basal contra el VPH-, la
eficacia de Gardasil9® fue equivalente a la vacuna cuadrivalente. Se evidencié que en la vacuna nonavalente se
extiende su cobertura a los subtipos oncogénicos adicionales, pero s6lo a los nuevos subtipos en el momento de la
vacunacion de la poblacion femenina virgen. El perfil de seguridad de Gardasil9® es similar a la cuadrivalente, con la
excepcion de mayor enrojecimiento e hinchazén en el sitio de inyeccion cuando se utilizo la nueva vacuna. Estos
resultados sugieren que Gardasil9® pudiera ser Gtil en una estrategia que busque eliminar la infeccién del VPH, asi
como la incidencia de todo el cancer asociados.!* Posteriormente, en un ensayo clinico fase Il se comparé la
inmunogenicidad y eficacia de las vacunas de cuatro y nueve valencias en 500 hombres de edades comprendidas entre
16 y 26 afos. En un régimen de tres dosis, Gardasil9® indujo una respuesta inmune contra los tipos 6, 11, 16 y 18 del
VPH similar a la vacuna cuadrivalente. El perfil de seguridad también fue similar para ambas vacunas. Basado en
estos resultados, los autores infieren que la eficacia de la vacuna de nueve valencias es comparable a la de
Gardasil®.®® Ademas, la vacuna nonavalente es segura cuando se administra con las vacunas meningococcica
(Menactra) y Tdap (Adacel)!® o REPEVAX (Difteria, tétano, pertussis acelular y la vacuna de la poliomielitis
inactivada).l” Sin embargo, como era de esperar, los costos de produccion de Gardasil9® son mayores que los de
Gardasil®. Se estima que la dosis de Gardasil9® tiene un costo de $13.00 mas que la dosis de Gardasil®.*8 Por lo que a
pesar de con Gardasil9® se incrementd la proteccion antiviral tipo-especifica desde aproximadamente el 70 hasta el
90%, la investigacion en el sector académico y la industria farmacéutica continda enfocada al desarrollo de estrategias
alternativas para la produccién y distribucion de nuevas vacunas anti-VPH que sean mas adecuadas para paises con
recursos limitados. Dentro de los principales factores que incrementarian el impacto de las vacunas se incluyen: un
precio mas bajo, una vida Gtil mas larga, una estabilidad en un rango mayor de temperaturas, ser efectivas con sélo
una o dos dosis y proteger contra multiples tipos del VPH de alto riesgo e inmunidad a largo plazo, sin refuerzos.®

El presente trabajo resume la informacién en el Estado del Arte relacionada con las principales estrategias alternativas
utilizadas para la obtencidn de candidatos vacunales preventivos de segunda y tercera generacién contra el VPH,
examina las plataformas de expresién utilizadas para tales fines, analiza las perspectivas de los candidatos vacunales
basados en la proteina L2, la proteina minoritaria de la cépsida del VPH y analiza las perspectivas futuras del
desarrollo de candidatos vacunales y en particular, en Cuba.

CANDIDATOS VACUNALES PROFILACTICOS DE SEGUNDA GENERACION BASADOS EN LA
PROTEINA L1 DEL VPH

Las estrategias para el desarrollo de candidatos vacunales profilacticos de segunda generacion contra la infeccion por
el VPH se basan en la proteina L1. Estas estrategias alternativas comprenden dos categorias: aquellas que se
fundamentan en la administracion de las proteinas L1 en subunidades y las asociadas con la utilizacién de un vector
microbiano que produzca la proteina L1.3

De las estrategias basadas en las proteinas L1 purificadas del VPH, Merck utilizd la via mas directa para obtener
vacunas de segunda generacion, al incrementar el nimero de los tipos de VLPs de cuatro a nueve en su vacuna
Gardasil9®. Tanto Gardasil9® como Gardasil® utilizan un sistema de produccién recombinante estable basado en S.
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cerevisiae, el cual es reconocido por producir bajos niveles de VLPs de los genotipos 6, 11 y 16% con un tamafio
irregular y menor (30-50 nm) que lo esperado (60 nm), lo cual requiere de procesos adicionales de des-ensamblaje en
las unidades capsoméricas y re-ensamblaje de las particulas.?>?! Varios productores de vacunas, incluyendo a los de
paises en vias de desarrollo, se encuentran explorando la posibilidad de obtener VVLPs de la proteina L1 en sistemas
alternativos de produccion. El reto fundamental es producir VLPs a bajo costo, con la conformacién adecuada y que
sean capaces de inducir anticuerpos neutralizantes contra el virus.

Escherichia coli como plataforma para la produccion de VLPs del VPH

Una de las ventajas sobresalientes de Echerichia coli, junto con S. cerevisiae, es su robustez en la produccién de
productos biofarmacéuticos comerciales. En el afio 2014 se informé que el 24% de los biofarmacéuticos aprobados
por las Agencias Reguladoras EMA y FDA, entre el 2004 y el 2013, utilizan como cepa productora a E. coli.?? Sin
embargo, ningin VLP del VPH obtenido a partir de E. coli ha alcanzado el mercado, lo cual se relaciona con la
imposibilidad de las células procariotas de realizar complejas modificaciones post-traduccionales a las proteinas.
Ademés, las células bacterianas como sistemas de produccion de proteinas heterdlogas tienen limitaciones para
producir productos solubles y de tamafio deseado, libre de toxinas y chaperonas, las cuales comprometen los procesos
de recobrado y crean un potencial problema para su separacion y un aumento del costo del producto final.z

A pesar de la alta complejidad estructural de los VLPs del VPH, la compafiia Xiamen Innovax Biotech (Xiamen,
China) ha alcanzado adecuados niveles de produccion de VLPs del VPH en E. coli mediante el uso de proteinas L1
truncadas por el extremo amino.?* Este sistema es considerado de bajo costo y deber ser destinado mayormente al
mercado chino. La ventaja de esta tecnologia es que el material de partida procede de la fraccion soluble, lo cual
facilita los procesos de recobrado y formacion de las VLPs del VPH. En el afio 2014, la compafiia informé resultados
de un Ensayo Clinico Fase | de seguridad con un candidato vacunal bivalente de VLPs de VPH 16 y 18,% el cual
actualmente se encuentra cursando un Ensayo Clinico Fase Il de eficacia en China (ClinicalTrials.gov
NCTO01735006). Adicionalmente, Xiamen Innovax Biotech tiene un Ensayo Clinico Fase | en curso con un candidato
vacunal bivalente de VLPs del VPH 6 y 11, producidos igualmente en E. coli.®

Levaduras como plataformas para la produccion de VLPs del VPH de segunda generacion

S. cerevisiae ha sido ampliamente utilizada como plataforma para la produccién de biofarmacéuticos desde hace 30
afios. Precisamente, la compafiia norteamericana Merck & Co. fue la primera farmacéutica en obtener la aprobacion
regulatoria de la primera vacuna de VLPs del Antigeno de Superficie de la Hepatitis B (AgsHB).?6:2" El AgsHB
derivado de S. cerevisiae no es glicosilado?” y se obtiene inusualmente a altos niveles (hasta el 40% de las proteinas
solubles),?® a diferencia de las proteinas L1 del VPH que son obtenidas a muy bajos niveles y se requiere de una cepa
genéticamente modificada como S. cerevesiae CANADE 3C-5.72°30 Esta cepa, propietaria de la compafifa Merck &
Co, tiene delecionado el gen mmn9 de su genoma, por lo que tiene bloqueada la adicién subsecuente de manosas 1,6
a al nlcleo de oligosacarido”*® y con ello la posterior adicion de residuos de manosas 1,3 a. De estos Ultimos
residuos se ha informado que contienen epitopes muy inmunogénicos en mamiferos.3%32

Ademas de la compafiia Merck & Co., otros grupos también utilizan esta plataforma para producir VLPs del VPH.
Entre ellos, el més avanzado corresponde al candidato bivalente EG-HPV de la compafiia Eyegene Inc., Seoul, Korea,
que tiene como antigenos a los VLPs de los tipos 16 y 18, el cual concluyo6 satisfactoriamente un Ensayo Clinico Fase
| en Korea y se encuentra en fase de preparacion para un Fase 1.3 EG-HPV tiene un nuevo adyuvante propietario
EGvac, el cual aumenta la respuesta inmune contra el VPH a traves de la estimulacion de la respuesta de células T y
B.%* El candidato EG-HPV ha mostrado en el modelo de ratén el doble de capacidad respecto a la vacuna bivalente de
inducir anticuerpos 1gG sérico contra las VLPs del VPH 16 y 18, y de incrementar los niveles de secrecion de
interferon y y el conteo de células B de memoria en los esplenocitos.®

Las limitaciones de S. cerevisiae se han puesto de manifiesto al aumentar de manera significativa el nimero de
sistemas de expresion basados en otras levaduras, los cuales exhiben mejores propiedades como productoras de
determinadas proteinas heterologas. Entre estos hospederos se encuentran Hansenula polymorpha, Pichia pastoris,
Yarrowia lipolytica, Schizosaccharomyces pombe y Kluyveromyces lactis; las cuales crecen rapidamente en medios
con fuentes de carbono econémicas como el metanol. De las levaduras metilotroficas, P. pastoris, recientemente
reclasificada como Komagataella pastoris, es la levadura que mas se utiliza, después de S. cerevisiae, para la
produccion de biofarmacéuticos.® Entre las principales ventajas de las levaduras metilotroficas se encuentran: una
manipulacién genética simple, alcanzan densidades celulares elevadas y las proteinas recombinantes obtenidas a
partir de ellas estan generalmente bien plegadas y con modificaciones post-traduccionales como la glicosilacién, que
se asemeja mas a la de organismos eucariotas superiores que las realizadas por S. cerevisiae.’” Estas levaduras
también se estan empleando en la produccion de VLPs del VPH y pudieran generar rendimientos de produccion
mayores a un costo menor que la produccién de los VLPs de VPH a partir de S. cerevisiae.

India es uno de los paises que mas trabajos ha informado sobre la utilizacion de levaduras metilotréficas para la
obtencidn de VLPs del VPH, en blsqueda de una vacuna preventiva de segunda generacion con precios accesibles a
su poblacion.®® En contraste, en los Gltimos afios, las instituciones indias informan pocos estudios sobre la utilizacion
de E. coli para la obtencién de la proteina L1, lo cual puede estar relacionado con que la inmunogenicidad de las
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vacunas basadas en VLPs dependen de que mimetice la configuracién natural del virus, idealmente una geometria
T=7,%y desde este punto de vista, las levaduras son superiores a la bacteria E. coli.

Uno de los candidatos de origen hind( es el desarrollado por Serum Institute of India Ltd., que es la compafia
productora de vacunas mas grande del mundo, de acuerdo al nimero de dosis producidas. Sus vacunas comerciales
estéan calificadas por la Organizacién Mundial de la Salud. Este candidato preventivo tiene como principio activo a las
VLPs de las proteinas L1 de los serotipos 6, 11, 16 y 18, las cuales son obtenidas a partir de la levadura metilotrépica
H. polymorpha.®® Otra compafiia, Indian Immunologicals Ltd., también ha informado sobre la obtencion de las
proteinas L1 de VPH 16y 18, utilizando a P. pastoris como plataforma de expresion.*°

Como se sefial6 anteriormente, las compafiias chinas también han trabajado en el desarrollo de candidatos vacunales
contra el VPH. De acuerdo a la informacién consultada, el Gnico reporte de un Ensayo Clinico en curso de un
candidato vacunal contra el VPH, que utiliza a una levadura metilotréfica como plataforma, es el Fase 111 denominado
“A Phase Il Double Blinded, Randomized Controlled Study to Evaluate Efficacy of Protection Against HPV-16 and
18 Related Diseases, Immunogenicity and Safety of HPV-16/18 Vaccine in Healthy Females Aged 18-30 Years”
(ClinicalTrials.gov NCT02733068), cuyo patrocinador es la Compafiia Shanghai Zerun Biotechnology Co. Ltd,
China. La plataforma de expresion utilizada es P. pastoris, con la cual se obtuvieron altos rendimientos de las
proteinas L1 solubles. En el caso de la proteina L1 de VPH-16, los niveles de expresion estuvieron en el orden de los
900 mgl/L, los cuales fueron aproximadamente tres veces superiores a los obtenidos para la proteina L1 del VPH-18.
No obstante, los rendimientos alcanzados para la proteina L1 del VPH-18 son las mayores cantidades informadas
hasta el momento para esta proteina obtenida por via recombinante.*

Plantas como plataformas para la produccién de VLPs del VPH

Varios grupos académicos han producido VLPs de la proteina L1 en plantas, ya sea por clones transgénicos, que
expresan L1 mediante la expresion transitoria después de la infeccion con virus de plantas recombinantes,** o por
infiltracion con Agrobacterium tumefaciens recombinantes.**#5 En teoria, la producciéon de los VLPs por plantas
ofrece la posibilidad de la produccion y distribucién de vacunas de bajo costo, especialmente si esta puede ser
administrada por via oral. Desafortunadamente, la produccién de proteinas heter6logas en plantas generalmente ha
resultado en bajos rendimientos y con un ensamblaje ineficiente de las proteinas L1 en VLPs.3% Sin embargo, la
produccion de la proteina L1 aumentd significativamente cuando se expresé un gen L1, con uso optimizado de
codones de humanos, a través de su expresion transitoria en los cloroplastos de plantas de tabaco transgénico. Los
extractos concentrados, enriquecidos con la proteina recombinante producida, resultaron muy inmunogénicos en el
biomodelo de raton, después de su administracion subcutanea, y mostraron altos titulos de actividad neutralizante.*
Recientemente, Zahin y cols (2016) informaron sobre la expresién de un gen L1 del VPH-16, con secuencia
optimizada para planta de tabaco (Nicotiana benthamiana), fusionado a una secuencia sefial de cloroplasto para
promover el ensamblaje de las proteinas L1 en dichos organulos. Los VLPs se obtuvieron en altos rendimientos y
fueron antigénicamente similares a los VLPs producidos en el sistema de expresion de baculovirus (Cervarix).*’

Capsémeros como estrategia para la produccién de candidatos vacunales preventivos contra el VPH

Los cloroplastos de las plantas de tabaco también han sido utilizados como plataformas para la expresion de proteinas
L1 con la finalidad de obtener capsémeros, 72 de los cuales se ensamblan normalmente para formar un VLP.* La
ventaja fundamental de las vacunas basadas en capsomeros es que estas son estables, pueden ser facilmente
producidas y purificadas, con altos rendimientos y en consecuencia, son potencialmente mas econdémicas que las
vacunas de VLP, pues no requieren cadena de frio para su distribucion. Los resultados han sido inicialmente
alentadores debido a que las proteinas L1 se han obtenido solubles en los cloroplastos y se han ensamblado
correctamente en capsdmeros, a los que se le ha demostrado su antigenicidad.*%

E. coli también ha sido evaluada en los Gltimos afios como plataforma para la obtencién de capsémeros del VPH. Los
pentameros obtenidos a partir de esta bacteria han generado anticuerpos neutralizantes in vitro y han protegido en
experimentos de reto en modelos animales de infeccion por virus del papiloma.>! Recientemente, Hassett y cols
(2015) evaluaron formulaciones de capsémeros del VPH-16 que contenian hidréxido de aluminio o este adyuvante
unido al lipido A de glicopiranosido. La inmunogenicidad de las formulaciones de los capsémeros fue equivalente a
la vacuna comercial Cervarix®. Ademas, se conservd su actividad neutralizante completa después de su
almacenamiento a altas temperaturas.® A pesar de que los candidatos vacunales basados en capsdémeros son
promisorios, en la comunidad cientifica existe preocupacidn sobre una probable respuesta de anticuerpos menos
duradera y potencialmente menor que las vacunas basadas en VLPs, lo cual no ha sido evaluado en ensayos clinicos
en humanos.

Vectores virales y bacterianos que expresan VLPs como estrategia para la produccion de candidatos vacunales
vivos preventivos contra el VPH

Vectores virales

Tanto los vectores recombinantes virales como los bacterianos se han utilizado como candidatos vacunales para la
prevencion de la infeccion por el VPH, basados en la proteina L1.5%% Las vacunas basadas en vectores virales tienen
ventajas potenciales, entre las que se destacan: menores costos de produccién y probablemente menos dosis que las
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vacunas comerciales. Sin embargo, debido a que los vectores virales involucran microorganismos genéticamente
modificados, los ensayos clinicos pueden ser complejos debido a los requerimientos de contencion viral y de
monitoreo para evitar la diseminacion ambiental. Hasta el momento, estos candidatos solo se han evaluado en
modelos animales.® Probablemente uno de los enfoques mas atractivos, desde el punto de vista de su implementacion,
puede ser la produccién de los VLPs del VPH por una vacuna viva atenuada que esté en uso en el mercado, como la
cepa Berna que produce el virus atenuado del sarampién. La compafila Zydus Cadila (anteriormente Etnavax),
Ahmedabad, India, gener6 una construccion genéticamente estable de la cepa comercial Berna (Moraten®-Berna
measles virus), que produce la proteina L1 del VPH-16. Este virus recombinante indujo altos titulos de anticuerpos
neutralizantes contra el VPH-16 después de una sola dosis en ratones genéticamente modificados, sin reduccion de
los titulos de anticuerpos neutralizantes contra el virus del sarampion. Los rendimientos de la produccién fueron
comparables con los de la cepa parental.>® La evaluacion clinica futura de este candidato se justifica, sin embargo, el
gran reto para los investigadores de este estudio es la identificacion de una poblacidn elegible, que no haya sido
previamente vacunada contra el virus del sarampion, considerando que la mayor parte de la poblacion mundial ha
sido vacuna contra el virus del sarampion.

Vectores bacterianos

Uno de los exponentes més interesantes de este enfoque ha sido el de la compafiia Indian Immunological Ltd. que
desarrolld, en colaboracion con la Universidad de Lausanne (Lausanne, Suiza), candidatos vacunales de Salmonella
entérica que expresan las proteinas L1 del VPH 16 y 18. La bacteria Salmonella entérica es el vector vivo atenuado
que se administra oralmente para prevenir la fiebre tifoidea. En 1997, Nardelli-Haefliger y cols informaron sobre la
expresion de las VLPs del VPH-16 en S. enterica serovar typhimurium®’ y posteriormente, en el 2004, la obtencién de
altos titulos de anticuerpos neutralizantes en ratén al administrar la bacteria viva portando un gen L1 de VPH-16, con
uso de codones para dicha bacteria.>® En los Gltimos trabajos se ha utilizado un plasmido de expresién del gen L1 de
VPH-16, con el marcador del gen de resistencia a kanamicina, en cepas de S. enterica serovar Typhi. Particularmente,
la cepa recombinante de S. Typhi Ty21a -la actual vacuna viva licenciada- ha inducido altos titulos de anticuerpos
neutralizantes en el suero y secreciones genitales en el modelo intranasal de raton.%% Con este candidato se finalizo
la etapa de evaluacion preclinica y han informado que la compafiia Indian Immunological Ltd. se encuentra
preparando un ensayo clinico fase | con 3 dosis de Ty21 VPH-16 + Ty21VPH-18.%°

CANDIDATOS VACUNALES PROFILATICOS DE TERCERA GENERACION BASADOS EN LA
PROTEINA L2 DEL VPH

L2 es la proteina minoritaria de la capsida del VPH que tiene hasta una copia por capsémero de L1 y un maximo de
72 copias por virién. Los epitopos esenciales de L2, contra los que se dirigen los anticuerpos neutralizantes, se
encuentran localizados hacia el C-terminal después del sitio de corte de la furina en L2. Los inmun6genos que
contienen L2 o sus péptidos pueden inducir anticuerpos de amplio espectro de reactividad cruzada, a diferencia de los
VLPs de L1.5%2 Sin embargo, los titulos inducidos por L2 contra el virus homdlogo son generalmente al menos diez
veces menores que los titulos inducidos por los VLPs de L1.5% En contraste con los VLPs de L1, los anticuerpos
neutralizantes dirigidos contra L2 parecen reconocer epitopos lineales.® Los candidatos vacunales basados en L2 han
mostrado proteccidn in vivo en los modelos de reto de raton, conejo y ternero. Ademas, la proteccion inducida por L2
puede ser transmitida por via pasiva con suero inmune,® por lo que la actividad neutralizante cruzada de los
anticuerpos anti-L2 brindan la posibilidad de que una vacuna monovalente pueda proteger contra un amplio rango de
tipos de papilomas genitales, de mucosa y quizas de los tipos cutaneos del VPH que causan verrugas en la piel de
manos Y pies.

Por otra parte, debido a que las vacunas L2 no estan fundamentadas en la compleja produccién de los VLPs del VPH,
estas pueden ser faciles, econdmicas y potencialmente mas asequibles a las poblaciones de bajos recursos, que es la
que mas las necesitan.® El mayor reto en el desarrollo de una vacuna basada en la proteina L2 radica en lograr una
respuesta inmune fuerte y especifica contra L2. Las proteinas L1 y L2 se pueden co-expresar por via recombinante y
ensamblarse en VLPs, pero la proteina L2 es inmunoldégicamente subdominante respecto a la proteina L1.5°

Shantha Biotechnics (Hyderabad, India) y Acambis (Boston MA, USA), establecieron programas de desarrollo de
vacunas profilacticas basadas en L2. Sin embargo, ambas compafiias fueron adquiridas por Sanofi Pasteur en el afio
2009, quien al parecer fusiond los dos programas. Su inmundgeno fundamental parece ser una proteina de fusién
multimérica (concatdmeros) producida en E. coli, con los aminoacidos 11-88 de cinco u ocho tipos genitales del VPH.
Estos inmundgenos de L2 concatenados indujeron anticuerpos protectores con reactividad cruzada, asi como
respuesta genotipo-especifica en estudios de reto en un modelo cervicovaginal en ratones.®®

De forma equivalente a los candidatos vacunales basados en capsomeros de la proteina L1, la principal interrogante
en el caso de las vacunas basadas en L2 es si inducirdn una respuesta de anticuerpos de larga duracién como la
inducida por las vacunas comerciales con VLPs de L1.¢

Varias estrategias en curso pueden incrementar la inmunogenicidad respecto a las vacunas actuales e incrementar la
duracidn de la respuesta. Entre ellas, las que utilizan estructuras semejantes a virus de alta densidad u otros tipos de
presentacién del péptido L2 con mayor actividad neutralizante. Una estrategia que se utiliza es generar VLPs de L1
del VPH en los cuales un lazo en la superficie de la proteina L1 es reemplazado por un péptido de L2. Este VLP
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recombinante debe retener algin epitopo neutralizante especifico a L1 y también debe inducir anticuerpos de
reactividad cruzada neutralizante amplia contra el péptido de L2.57-%° En Japdn, la compafifa Takeda Pharmaceutical
Company Ltd. (Takeda, Osaka, Japan) obtuvo los derechos exclusivos de patentes sobre el candidato vacunal “Kanda
HPV”, desarrollado por el Dr. Tadahito Kanda. Este candidato vacunal preventivo contra el VPH se encuentra en
etapa de desarrollo preclinico.®® “Kanda HPV” tiene como ingrediente farmacéutico activo a VLPs quiméricos,
obtenidos a partir de células de insectos mediante la insercioén de un péptido, que comprende las regiones 64-81 y
108-120 de la proteina L2, en un lazo de la proteina L1 de los serotipos 16, 18, 31, 33, 35, 52 y 6 del VPH.™ Sin
embargo, este candidato vacunal ha sido disefiado para los genotipos especificos circulantes en ese pais asiatico.

De forma andloga, péptidos L2 similares también han sido desplegados en otros VLPs, por ejemplo, en los VLPs de
virus adeno-asociados,”>"2 y en los VLPs del virus del mosaico del tabaco,” entre otros. Todas estas plataformas de
despliegue generaron anticuerpos anti-L2 con actividad neutralizante cruzada in vitro y actividad protectora cruzada
en modelo de reto cervicovaginal in vivo en ratones. La respuesta de anticuerpos a los VLPs, que exponen péptidos de
L2, parece ser duradera.®”™ Sin embargo, aln falta por conocer la durabilidad de las respuestas de anticuerpos anti-L2
de los VLPs con L2, comparados con los concatameros de L2 u otras formas de complejos de polipéptidos L2
monomeéricos o multiméricos.

También se ha evaluado el potencial de las vacunas de ADN con los genes L2 para la prevencion de la infeccion por
el VPH. Las vacunas de ADN del VVPH probablemente son seguras, estables, faciles de administrar y baratas. Sin
embargo, ellas pueden carecer de potencia en relacion con las vacunas virales. Hitzeroth y cols (2009) clonaron el gen
L2 del VPH-16 en el vector de expresion de mamiferos pTH, el cual ha sido utilizado en los ensayos de las vacunas
de ADN del virus de inmunodeficiencia humana. La inyeccién intramuscular de la vacuna de ADN de L2 en ratones
resultd en titulos bajos de anticuerpos no neutralizantes.” Otro candidato de vacuna de ADN del VVPH tuvo resultados
mas promisorios. Esta vacuna de ADN codifica para la calreticulina, para aumentar las respuestas inmunes humoral y
de células T, y para las proteinas E6, E7 y L2 del VPH-16. Esta vacuna de ADN indujo anticuerpos neutralizantes
anti-L2 en ratones. Ademas, este candidato indujo una potente respuesta inmune de células T CD8+ especifica a
E6/E7, resultando en un efecto terapéutico significativo contra las células tumorales que expresan E6/E7.7

Mientras muchas de las estrategias con L2 son promisorias, ninguna de ella ha sido evaluada en ensayos clinicos, de
acuerdo al sitio clinicaltrials.com; lo cual sugiere que si alguna de ellas logra vencer todas las barreras regulatorias
pasaran al menos 10 afios para su introduccion en los programas de inmunizacion.

VACUNAS COMBINADAS CONTRA EL VPH

Una de las mejoras de las vacunas profilacticas actuales contra el VPH es que estas también estimulen respuestas de
células T para eliminar las células infestadas y asi tratar a los pacientes actualmente infestados por el VPH. Dado que
los antigenos de la capsida (L1 y L2) no se expresan en las células epiteliales basales, que sufren infecciones
persistentes por el VPH, las vacunas terapéuticas tienen como finalidad inducir respuestas de células T citotoxicas
contra los productos génicos virales E1, E2, E5, E6 y/o E7. E6 y E7 son los mas frecuentes utilizados debido a que se
expresan en todas las células infectadas por el VPH y son necesarios para la viabilidad de las células cancerosas.”” El
antigeno E7 ha sido el mas evaluado debido a que es expresado a mayores niveles y es mas conservado que la
proteina E6.7

Los esfuerzos iniciales para generar una combinacion de antigenos preventivo-terapéutico se centr6 en fusiones de L2
con E7 (por ejemplo, VPH6 L2E7, denominado "TA-GW", que se ensay6 para el tratamiento de las verrugas
genitales),” o en fusiones de E6 y E7 (por ejemplo, VPH-16 L2E7E6, denominado "TA-CIN", que se ensayl en
voluntarios sanos, asi como para el tratamiento de neoplasia intraepitelial anogenital de alto grado asociada al VPH-
16).8% Si bien estas vacunas mostraron resultados promisorios en los ensayos clinicos, su eficacia terapéutica no se ha
demostrado.

Los antigenos virales tempranos del VPH también se han incorporado en los VLP (y en capsémeros) mediante fusion
a la proteina L1. Especificamente, la vacuna quimérica CVLP fue evaluada en un ensayo clinico fase | en pacientes
diagnosticadas de neoplasias intraepiteliales 2 y 3. Este candidato estuvo compuesto por la proteina L1 del VPH-16,
truncada en los Ultimos 34 residuos de aminoécidos, la cual se fusion6 a los residuos 1-55 de la proteina E7. A pesar
de que este candidato fue seguro, bien tolerado y promovié respuesta de células T citotéxicas anti-E7 y anti-L1, la
respuesta celular no se correlaciono con la reduccidn de las neoplasias intraepiteliales anogenitales.®

Las vacunas combinadas de ADN de los genes del VPH también han sido evaluadas, dado las ventajas de este tipo de
vacunas, anteriormente mencionadas. Recientemente, Fazeli y cols (2015) evaluaron un candidato basado en los
genes E6/E7/L1 del VPH-16 insertados en el vector de expresion de mamifero pcDNA3, en un modelo de ratdn. La
co-administracion de los genes L1, E6 y E7 indujo respuestas inmune celular especifica al VPH-16 y también
protegi6 in vivo contra los tumores inducidos por las células tumorales TC-1, al compararse con los controles
negativos.%?

El FUTURO DE LAS VACUNAS PROFILACTIVAS CONTRA EL VPH

La generalizacidn de las vacunas profilacticas contra el VPH plantea la incognita sobre cdmo se va a comportar la
poblacion de genotipos viricos y el posible cambio en la distribucién de los mismos, con el potencial riesgo de que
algunos tipos practicamente irrelevantes desde el punto de vista poblacional reemplacen a los actualmente incluidos
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en las vacunas. Debido a esta gran preocupacién, se recomienda promover la vigilancia en la etapa post-vacunacion
con la finalidad de incrementar el conocimiento sobre el impacto de las vacunas contra el VPH sobre la distribucion
de los genotipos y la aplicacion de los métodos diagndsticos en la poblacion. 88

En la actualidad, las vacunas de segunda generacién contra el VPH tienen un Unico exponente; la vacuna nonavalente
de Merck. Esta vacuna probablemente se convierta en el estandar contra el cual los futuros candidatos vacunales seran
comparados. Los resultados con esta vacuna probablemente puedan guiar a la comunidad cientifica y productora de
los paises en vias de desarrollo a conocer donde se deben enfocar los esfuerzos, si en la proteccion contra los tipos 16
y 18 o en incrementar la complejidad productiva, los costos y presumiblemente en la adicion de otros tipos
oncogénicos.

Una de las industrias biotecnoldgicas mas establecidas de los paises en vias de desarrollo es la cubana, que ha
desarrollado un candidato vacunal terapéutico contra el VPH,® dado que el CCU es el cuarto mas frecuente en las
mujeres cubanas. Se estima que cada afio mueren alrededor de 569 féminas de CCU en Cuba.! Ademas, se han
realizado varios estudios de prevalencia y distribucién de genotipos del VPH en la poblacién femenina cubana. Soto
y cols (2014) analizaron muestras cervicales de mujeres con edades comprendidas entre los 15 y 59 afios en La
Habana y detectaron un predominio casi absoluto de genotipos oncogénicos, con mayor incidencia de los genotipos
16 (41%), 18 (10,2 %) y 31 (11,6 %). En el caso de pacientes con cancer o lesiones de alto grado, los genotipos del
VPH con mayor prevalencia fueron: 16, 18 y 45.578 A pesar de esta problematica, la poblacion adolescente cubana
no tiene acceso a las vacunas preventivas disponibles, dado el alto precio de dichas vacunas en el mercado
internacional. No obstante, actualmente se esta trabajando en el desarrollo de un candidato vacunal preventivo contra
el VPH, pero todavia se encuentra en un estadio inicial. Una de las posibles estrategias de desarrollo pudiera emplear
las plataformas Escherichia coli o la levadura metilotrofica Pichia pastoris para producir candidatos vacunales
bivalentes contra los genotipos oncogénicos 16 y 18, considerando que instituciones de paises en vias de desarrollo se
encuentran evaluando este tipo de candidatos en estudios preclinicos o clinicos.?>*! Ademas, en Cuba se dispone de
amplia experiencia en el empleo de ambas plataformas para la obtencion de biofarmacéuticos.8%-

CONCLUSIONES

A pesar del éxito de las vacunas profil4cticas comerciales contra el VPH existe un gran interés académico,
corporativo e industrial en desarrollar estrategias alternativas para la obtencion de candidatos vacunales contra el
VPH. Los productores de paises en vias de desarrollo también han mostrado interés en investigar sobre candidatos
vacunales contra el VPH. Estos ultimos deben decidir si tomar el camino mas seguro de producir un biosimilar de las
vacunas comerciales de primera generacion o si dirigir los esfuerzos a desarrollar una nueva vacuna que pueda
resolver una o mas limitaciones inherentes de las vacunas actuales. Estas decisiones podran verse afectadas por el
desarrollo tecnoldgico y la capacidad financiera de los productores, unido a la percepcion que se tenga de las barreras
de la propiedad intelectual y los mercados potenciales. Afortunadamente, varias compafiias productoras han
anunciado sus programas de vacunas contra el VPH. Se espera que los candidatos vacunales de segunda generacion,
basados en la proteina L1, que inducen respuestas de anticuerpos de calidad, cantidad y duracion comparables, sean
similarmente efectivos a las vacunas comerciales. Los productores tienen a su favor que disponen de sistemas
analiticos y modelos animales para evaluar los candidatos, pero se desconoce la relacion entre la respuesta inmune de
los candidatos basados en la proteina L2 y su eficacia clinica. Sin embargo, la habilidad de los candidatos basados en
la proteina L2 de inducir altos titulos de anticuerpos neutralizantes de amplia reactividad cruzada y proteccion en
experimentos de reto contra diversos tipos del VVPH, en varios modelos animales, muestran una fuerte racionalidad
para su evaluacion en ensayos clinicos. Una vacuna preventiva de amplio espectro, que pueda proteger contra el
surgimiento de verrugas anogenitales y verrugas y que pueda ser administrada como parte de un programa nacional
de vacunacién de la infancia pudiera evitar las dificultades inherentes a la vacunacion en la adolescencia y contribuir
al control de la propagacion de la infeccién por el VPH y con ello, del CCU vy los canceres asociados.
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