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ANTIGENOS TUMORALES Y DESARROLLO DE VACUNAS CONTRA EL
CANCER UTILIZANDO PEPTIDOS ANTIGENICOS

RESUMEN

Alberto Monroy Garcfa
Jorge Hernédndez Montes
Maria de Lourdes Mora Garcia

Menos de medio centenar de genes que codifican para antigenos asociados a tumores malignos en humanos han sido
identificados hasta nuestros dias. Los antigenos tumorales se dividen en aquellos que son reconocidos ya sea por linfocitos
T citotoxicos CD8*: antigenos testiculares o compartidos; antigenos de diferenciacion y antigenos tumorales mutados, o por
los linfocitos T auxiliares CD4*. Laaplicacion clinicaen fase | y Il de vacunas basadas en péptidos antigénicos derivados de
antigenos como HER-2/neu, HPV16-E7,PSMA, CEA, MUC-1, K-ras y H-ras, han mostrado tener la capacidad de estimular
larespuesta inmune celular en pacientes con diferentes tipos de cancer avanzado. A pesar de que su aplicacién clinicaen
el tratamiento del cancer no hasido suficiente para erradicar a los tumores en lamayoria de los casos, existen evidencias de
que su aplicacion en vacunas profilacticas puede ser una mejor estrategia contra el desarrollo de tumores cancerosos.
Palabras Clave: Antigenos tumorales, péptidos antigénicos, inmunoterapia del cancer.

Tumour antigens and vaccine development against cancer using antigenic peptides

ABSTRACT

Lessthan fifty human tumor-associated antigen codifying genes, have been identified until now. Tumor antigens are divided
in either those recognized by citotoxic T lymphocytes, CD8*: tumor-specific shared antigens or testis cancer antigens;
differentiation antigens and mutated antigens, or those recognized by helper T lymphocytes CD4+. Phase | and Il clinical trials,
using vaccinesbased in antigenic peptides derived from HER-2/neu, HPV16-E7, PSMA, CEA, MUC-1, K-ras and H-ras proteins,
have shown that these antigens are able to induce cellularimmune responses in patients with different types of advanced
tumors. Inspite of , theirtherapeutic clinical use in these patients was not able to eliminate tumors in the majority of these cases,
some evidences indicate thatthe application of these antigens as prophylactic vaccines, can be a better strategy against the

developmentof malignanttumors.

Key Words: Tumor antigens, antigenic peptides, cancer immunotherapy.

ARTiCULO RECIBIDO EN ABRIL DEL 2003 Y ACEPTADO EN MAYO DEL 2003.

INTRODUCCION

La generacion de tumores en animales y la transformacion
neoplasica (cancerosa) de células cultivadas, puede ser inducida
experimentalmente por agentes hioldgicos, quimicos y fisicos
bien caracterizados denominados carcindgenost. Algunos
agentes carcinégenos conocidos, son también causantes
naturales de cancer en humanos y animales. Por ejemplo, los
retrovirus oncogénicos constituidos por ARN, son agentes
etiologicos de variostipos de cancer originados espontaneamente
en varias especies de animales, incluyendo primates, otros
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mamiferos, aves y reptiles?. Otro factor biolégico bien
caracterizado es el patdgeno bacteriano Helicobacter pylori, el
cual se asocia etiolégicamente como causa comun de Ulcera
gastrica, ademas se consideracomao el factor principal de cancer
gastrico en humanos®. La carcinogénesis quimica inducida por
los productos del humo del tabaco es una causa comin de cancer
pulmonar®. Asimismo, la carcinogénesis fisica provocada por
radiaciones ionizantes posee un amplio potencial para generar
diferentes tipos de cancer; mientras que la provocada por las
radiaciones ultravioleta, se asocia fuertemente con el desarrollo
de cancer de piel®. Se ha estimado que tan sélo el 20% de los
tumores es causado por factores bioldgicos infecciosos: 15%
inducidos por virus 'y 5% por bacterias y paréasitos. El restante
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80% se considera que tiene su asociacién con agentes fisicos y
quimicos.

Como en muchas otras enfermedades, los factores genéticos y
ambientales estan implicados en la etiologia del cancer en
humanos. No obstante, las causas especificas de muchos tipos
de cancer comunes en el humano como son: el cancer de mama,
colon, recto, nddulos linfaticos, vejiga, pancreas, médula 6sea,
estdbmago y muchos mas, resultan ain desconocidas'2. No
obstante, en los Gltimos afios, con ayuda de la tecnologia
moderna, se hanrealizado grandes esfuerzos paraidentificaralas
estructuras moleculares propias de las células tumorales
(antigenos), con la finalidad de utilizarlas como blancos
potenciales en la generacion de respuesta inmune especifica
(inmundgenos) en el organismo huéspedy de esta formaeliminar
a los tumores. En el presente escrito, se expone una revision de
los diferentes grupos de antigenos tumorales identificados
hasta ahora; la forma en que las células del sistema inmune los
reconocen; y algunos de los resultados obtenidos en laaplicacion
clinica de péptidos inmunogénicos usados en la inmunoterapia
de pacientes con diferentes tumores avanzados, remarcando los
pros y contras de este tipo de terapia.

ESTRUCTURAS VIRALES, ONCOGENES Y PROTO-
ONCOGENES, COMO ANTIGENOS POTENCIALES DEL
CANCER

Losvirusoncogénicos que pueden producirtumoresenanimales
(mamiferos, aves, y otros vertebrados) o llevar a las células
normales cultivadas hacia un estado neoplasico (tumoral),
comprendenalosvirus constituidos por &cido desoxiribonucléico
(ADN)y acido ribonucléico (ARN)?,

Los virus oncogénicos constituidos por ADN (virus-ADN)
incluyenalgunos miembros de 5 de 6 familias: papovavirus (Ej.
virus del papiloma), hepadnavirus (Ej. hepatitis-B), adenovirus
(Ej.adenovirus humanotipos 3,4y 7), herpesvirus (Ej. Epstein-
Barr),y Poxvirus (Ej. Virusde vaccinia) (Tablal). Engeneral, la
infeccion de células con un virus-ADN puede resultar en una
infeccion litica productiva con muerte celular y liberacion de
nuevos virus, o en la transformacion celular hacia el estado
neoplasico, con poca 0 nula produccion del virus pero con
integracion de lainformacién genéticadel virusenel ADN de la
célula huésped?®.

Varios tipos de cancer humano han sido asociados
etiolégicamente con infecciones de virus-ADN. El virus de
Epstein-Barr (EBV), un tipo de virus de herpes causa
mononucleosis infecciosa, puede ser involucrado como causa
de linfoma de Burkitt en Africa principalmente y también en
algunos casos se asocia con el desarrollo de carcinoma
nasofaringeo. El virus de la hepatitis-B (HBV), tiene un papel
causal en el carcinoma hepatocelular, una de las formas mas
comunes de cancer en Asiay a nivel mundial, asimismo el virus
de lahepatitis-C (HCV) también se encuentraasociado al cancer
hepatico. Unnuevovirus de lafamiliade los Herpes, inicialmente
descrito en 1994 y actualmente designado como KSHV (virus

herpes asociado con sarcoma de Kaposi), esta implicado como
un candidato etiologico en el sarcoma de Kaposi y linfoma
asociado con SIDAZ?7, Algunos tipos de virus del papiloma
humano (HPV), HPV-16 y 18 principalmente, se asocian con
lesiones precursoras de carcinomaescamoso del cérvix uterino.
En muchos de los casos estudiados, el ADN viral es integrado
en las células cancerosas, pero agentes o factores adicionales
pueden estar involucrados en los diferentes estadios de
progresion hacia carcinoma invasor®,

Por otro lado, de los virus oncogénicos constituidos por ARN
(virus-ARN), s6loalgunos miembros de lafamiliade losretrovirus
son capaces de inducir tumores en animales y transformar
células cultivadas. Estos virus-ARN asociados a tumores, son
clasificados de acuerdo a sus huéspedes naturales, tales como
aves, ratones, felinos, primates, humanos y también de acuerdo
con el tipo de tumor que se generaen ellos, leucemia 6 sarcoma.
Sélodostipos de retrovirus se asocian con tumores en humanos:
elvirusdelaleucemiadecélulas T (HTLV)tipo1ly2,queseasocia
etiolégicamente con leucemias humanas; y el virus de la
inmunodeficienciahumana(HIV),unmiembrode lasubfamiliade
loslentivirus y agente causal de SIDA, predispone ainfecciones
oportunistas, incluyendo KSHV o HPV2,

Por otro lado, muchos retrovirus oncogénicos, tienen otros
genes conocidos como genes transformantes u oncogenes, se
les conoce como v-onc y comUnmente son identificados por un
codigodetres letras (Tabla1). Bajo lainfluenciade unasecuencia
promotoraviral, el genev-onc es transcrito junto con otros genes
virales y se convierte en el responsable de la transformacion
neoplésica de la célula. Todos los retrovirus transformantes
poseenuno, o raramente dos de los oncogenes, de los cuales mas
de 20 han sido caracterizados?® (Tabla 1). La presencia de
secuencias oncogénicas en el genoma de todas las células
normales de los vertebrados, ha permitido postular la“teoria del
oncogene”, en donde se estipula que los oncogenes retrovirales
0 sus precursores (protovirus) derivan de genes celulares
normales. Estos genes homdlogos a los genes v-onc, en las
células huésped normales se les Ilamac-onc o proto-oncogenes.
Los proto-oncogenes poseen intrones y exones, mientras que
los oncogenes de retrovirus no tienen intrones. La teoria del
oncogene también presupone que laexpresion aumentadade los
proto-oncogenes (activacion) o una inapropiada expresion de
formas mutadas de estos genes, ocurriendo de maneraespontanea
6 inducida por agentes causantes de cancer, contribuye a la
transformacion neoplasicay al subsecuente desarrollodel cancer®
2, Estateoriahasidoactualmente reconocida, por el hecho de que
diversas investigaciones convergen en que mutaciones o
inapropiadas expresiones de genes celulares tales como genes
supresores, oncogenes, genes de reparacion de nucleétidos de
ADN vy genes que median la muerte celular programada
(apoptosis), estan involucrados en alguna de las diversas etapas
que conducen al desarrollo de cancer en humanos. Por ejemplo,
se ha visto que la activacién de los proto-oncogenes en las
células somaticas conducen a muchas formas de céancer,
incluyendo carcinoma, sarcoma, leucemiasy linfomas; y que los
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A) Tiposviralesasociados con el desarrollo de cancer.

Tipodevirus Familia Virusasociadoacancer
Adenovirus Adenovirus Humano (tipos 3,4y 7)
Herpesvirus Virus Epstein-Barr, VVirus Herpes asociado con Sarcoma de Kaposi
ADN VirusVaccinia
Poxvirus Virusde PapilomaHumano (HPV)
Papovavirus Virus de Hepatitis B
Hepadnavirus Virus de Leucemiade linfocitos T
ARN Retrovirus Virusde InmunodeficienciaHumana

B) Oncogenes retrovirales (lista parcial).

Oncogenes (v-onc) Prototipo Retroviral Especiesde origen

src Virus de sarcoma de Rous Pollo

myc Virus de lielocitomatosis de ave Pollo

erb A, erb B Virus de eritroblastosis de ave Pollo
myb Virus de mieloblastosis de ave Pollo

H-ras Virus Harvey de sarcoma de rata Rata

K-ras Virus Kirsten de sarcoma de ratén Raton

abl Virus Abelson de leucemia de raton Ratén

fes Virus de sarcoma Felino Gato
sis Virus de sarcomade Simio Mono

C) Activacion de proto-oncogenes celularesen cancer humano.

Proto-oncogene | Localizacion Activadopor Cambiocromosomal Tipodecancerasociado
c-myc Nucleo Rearreglo genético Translocaciones: 8-14,8-2,y 8-22 Linfomade Burkitt
c-abl Citoplasma Rearreglo genético Translocacion: 9-22 Leucemiamieloide crénica

c-H-ras Citoplasma Mutacion puntual Carcinomade vejiga
c-K-ras Citoplasma Mutacion puntual Carcinoma de pulmény colon
N-myc Nucleo Amplificacién genética Neuroblastoma

Tabla 1. Virus, oncogenes y proto-oncogenes asociados con el desarrollo de tumores malignos?.

principales mecanismos de activacion son: translocaciones
cromosémicas, mutaciones puntuales y amplificaciones de
genes”® (Tablal). Asimismo, muchasde las proteinas codificadas
por proto-oncogenes estan involucradas en las vias de
sefializacion del crecimiento celular y de la transmision de
sefiales hacia el nucleo para la activacién de ciertos genes
nucleares, que culminanen lasintesis de ADN, desregulacion de
ladivision celulary latransformacion neoplasica'®°(Tabla 2).
Por lo que, la sobre-produccién de las proteinas codificadas por
los oncogenes virales y la de los proto-oncogenes celulares
pueden ser blancos antigénicos potenciales de las células
tumorales.

RESPUESTA INMUNE CONTRA TUMORES

En los Gltimos afios, la Inmunologia tumoral, ha tenido gran
importanciagraciasal estudioy caracterizacion de los antigenos
de rechazo tumoral, el cual tiene como base dos objetivos
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fundamentales: primero, laidentificacion de los genes mutados
(oncogenes y proto-oncogenes) que codifican para proteinas
reguladoras y estructurales en diferentes tipos de cancer, y que
constituyenalos blancos con potencial antigénico en el rechazo
tumoral, llamados también antigenos asociados al tumor (AAT);
y segundo, el estudio del papel de la respuesta inmune en la
deteccién y eliminacion de células tumorales a través del
reconocimiento de estos AAT, con la finalidad de generar
vacunas especificas contra tumores**s,

Los AAT pueden ser expresados intactos en la superficie de las
células tumorales, o pueden ser presentados como fragmentos
de proteinas (péptidos) unidos en los receptaculos de las
moléculas del Complejo Principal de Histocompatibilidad (MHC)
Claseloll (veradelante). Los AAT dispuestossobre lasuperficie
de las células tumorales se convierten en blancos de larespuesta
inmune mediada por anticuerpos (respuesta humoral), y los
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antigenos tumorales asociados con moléculas MHC son blancos
de larespuesta mediada por linfocitos T (respuesta celular)®74,

RESPUESTA HUMORAL CONTRA AAT

Los anticuerpos son importantes en el reconocimiento de
moléculas expresadas de maneraanormal en lasuperficie de las
célulastumorales. Launién de los anticuerpos a estos antigenos
puede favorecer la citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos, en donde las células asesinas naturales pueden
participar en la destruccion de las células tumorales; asimismo,
los anticuerpos a través de la fijacion de moléculas del sistema
de complemento, también pueden participar en ladestruccion de
las células tumorales®’. Por otro lado, se ha observado que los
anticuerpos monoclonales dirigidos contra AAT generalmente
tienen reaccion cruzada con antigenos expuestos sobre células
normales. No obstante, estos antigenos se expresan con mayor
abundanciaen las célulastumorales que en las células normales.
Pocos AAT reconocidos por anticuerpos han sido descubiertos
y lamayoriade estos antigenos songlicoproteinasy glicolipidos.
Tres de ellos son gangliésidos, una glicoproteina acidica
expresadaen lasuperficie de melanomas, gliomasy otros tumores
de origen neuroectodérmico, ademas de grupos de
carbohidratos’*® (Tabla 3).

RESPUESTA CELULAR CONTRA AAT

Larespuestainmune celular contratumoresy células infectadas
con virus requiere de la activacién de los linfocitos T, lo cual
depende fuertemente de la manera en que los antigenos son
procesados en el interior de la célulablancoy presentados en su
membrana. Por ejemplo, las célulasinfectadas con virus o células
tumorales que contienen proteinas virales o mutadas sintetizadas

en el citosol, son reconocidas y eliminadas por linfocitos T
citotoxicos CD8* (LTCs) a través de granulos citoliticos
constituidos por enzimas proteoliticas (perforinasy granzimas)
que liberan después de su activacion; mientras que los antigenos
que residen en los compartimientos vesiculares son detectados
por los receptores de los linfocitos T auxiliares CD4*, los cuales
al activarse liberan citocinas importantes para la activacion de
los LTCsy ladiferenciacion de los linfocitos B. Los linfocitos T
CD8*detectan péptidos antigénicos presentados por moléculas
MHC clase I, mientras que los linfocitos T CD4* detectan a los
péptidos presentados por moléculas MHC clase 11 574,

Las moléculas MHC son glicoproteinas que se expresan en la
membrana celular y son el producto de un conjunto de genes
altamente polimdrficos, los cuales se localizan en el brazo corto
del cromosoma 6 en el humano?®; estaregion hasido denominada
HLA (Antigenos Leucocitarios Humanos), por haber sido
inicialmente encontrada en los leucocitos humanos®’.

Las moléculas MHC-I consisten de una cadena polipéptidica
pesada de un peso molecular de 45,000 daltones (Da); unidano
covalentemente a un pequefio péptido con un peso molecular
de 12,000 Da; y que es conocido como 3,-microglobulina (8,m).
Laparte mas larga de lacadena pesada se encuentraorganizada
en tres dominios globulares, a los cuales se les denomina o, o,
y o, los cuales sobresalen de lasuperficie de lacélula. Anclando
alamolécula en lamembrana citoplasmatica se encuentra una
pequefia seccion hidrofobica, y cercana a ella se encuentra una
cortasecuenciahidrofilica, que llevael extremo carboxilo terminal
haciael citoplasma. Los dominios o, y o, presentan unaestructura
compuesta de dos a-hélices extendidas, sobrepuestas sobre

Alteracion

Funciéndelaproteina

Tipoetumor

Mutaciones puntuales

ERB2 Receptor de Factor de Crecimiento Carcinomade mama

FMS Receptor de Factor estimulador de colonias LMA, mielodisplasia
Ras Proteina de uniona GTP Carcinomas y otros
p53 Control del ciclo celular, supresor tumoral Vejiga, colon, pulmény otros
RB1 Control del ciclo celular, supresor tumoral Retinoblastoma, osteosarcoma,

carcinoma de pancreas

Translocacionescromosémicas

\.

BCR-ABL TirosinaCinasa (TC) LMC,LLA
EZA-PRL Factor de transcripcion LLAde prelinfocitos-B
H4-RET Receptor de factor de crecimiento/ TC Carcinomadetiroides
TPR-MET Receptor de factor de crecimiento/TC Carcinomagastrico
LMYC-RLF Factor de transcripcion Carcinomade pulmén
NPM/ALK Linfoma
Delecionesy mutaciones
ERB-B Receptor de factor de crecimiento Gliomas

J

Tabla 2. Alteraciones genéticas de secuencias protéicas en tumores humanos’. LMA, leucemia monolitica aguda; LMC,
leucemia monolitica crénica; LLA, leucemia linfocitica aguda.
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o-fetoproteina (AFP)

Carcinoma de higado

Especifico del tumor

Antigeno Tipodetumor Tipodeantigeno Distribucionentejidonormal
Idiotiposdel receptor de linfocitos T Leucemiasy linfomas Especificos del Ninguna
yde Inmunoglobulinas de linfocitos Ty B tumor
Antigenos dediferenciacion oncofetal
Antigeno carcinoembrionico (CEA) Carcinoma de colony Propio de Alta expresion en intestino fetal
otros carcinomas y baja en tejido adulto

Higado fetal, bajo en tejido
normal adulto

Antigenos dediferenciacion (AD)
Antigeno comun de leucemia
linfoblésticaaguda (CALLA)

Antigenoepitelial 17-1A

Leucemia
linfobléstica aguda
Carcinomade colon

Especifico del tumor

Asociado al tumor

Subserie de linfocitos T
inmaduros
Colon y otros epitelios normales

Antigenosalterados de diferenciacion
Mucina(MUC-1
Mucinaepitelial polimérfica

Carcinomade mamay
otros

Propio de
carcinomas

Algunos epitopes se expresan
igual en tejidos tumorales y
normales p ej. mamas lactando

Sobre-expresiénde AD
Antigeno prostatico especifico (PSA)

Fosfatasa alcalina placentaria

Antigeno asociado a carcinoma urinario

Carcinomade
prostata
Seminoma/tumorde
ovario
Carcinomade vejiga

Especifico del tumor

Asociado al tumor

Asociado al tumor

Bajo en prostata normal

En placenta

Bajo en vejiga

(T, Tn, Sialoysil Tn)
Gangli6sidoa (GM2,GD?2)

Gangliésidoa (9-0-AcGD3)

Melanoma/sarcoma/
neuroblastoma
Glioblastoma

Asociados al tumor

Asociados al tumor

Antigeno gp72 Carcinomacolorectal Asociado al tumor Bajo en epitelios del colon
Antigeno gp75 Melanoma Asociado al tumor -
Antigeno de alto peso molecular Melanoma Asociado al tumor -
asociado a melanoma
Otros
Grupos sanguineos Carcinoma Grupos sanguineos Eneritrocitos

En algunos tejidos normales

En algunos tejidos normales

Tabla 3. Antigenos identificados por anticuerpos monoclonales’'s.

una base compuesta por laminas B-plegadas entrecruzadas
entre si, formandose con ello una pequefia cavidad en donde se
aloja el péptido antigénico derivado del procesamiento
enddgeno®®®® (Figura 1). Los AAT sintetizados en el citosol de
la célula tumoral, son fragmentados mediante un complejo
multicatalitico denominado proteasoma, constituido por
proteinas de bajo peso molecular (LMPs) que tienen funcién
proteolitica. Las principales proteinas proteoliticas del
proteasomason: LMP2, 7y 10y participan en la produccion de
péptidos antigénicos que se uniran a las moléculas MHC clase
120, Estos péptidos son transportados hacia el lumen del reticulo
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endoplasmico (RE) mediante un par de proteinas transportadoras
denominadas TAP1 y TAP2 dispuestas en la membrana del
RE2. En el RE la cadena o de las moléculas MHC clase I, se
encuentra protegida y estabilizada por un grupo de proteinas
auxiliares denominadas chaperonas, tales como calnexina,
calreticulina, ErP57 y tapasina?. La asociacion del péptido
antigénico con la cadena pesada (alfa) y la cadena ligera (B2-
microglobulina) enel RE, permite laconformacién de uncomplejo
trimérico que posteriormente es transportado al aparato de
Golgi para ser glicosilado. Finalmente el complejo trimérico
MHC clase | estransportado alamembrana celulary el péptido
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asociado queda dispuesto al reconocimiento por el receptor de
los linfocitos T citotdxicos?® (Figura 1).

Por otro lado, las moléculas MHC-I1, al igual que las moléculas
de MHC I, son glicoproteinas transmembranales, y estan
conformadas por dos cadenas polipeptidicas: una cadena
denominada alfa (o) con peso molecular de 34,000 Da y una
cadena beta () con peso de 28,000 Da, ambas cadenas estan
conformadas por dos dominiosextracelulares (Figura1). También
se ha observado una considerable homologia secuencial con las
moléculas clase | del MHC, asi como un patron de plegamiento
en el cual los dominios a., y B,, los cuales son los mas cercanos
a lamembrana celular, asumen el patron de plegamiento de las
inmunoglobulinas; mientras que los dominios o, y B, de las
moléculas MHC-I1,imitanalos dominios o, y ., de lasmoléculas
MHC-1, encuantoalaformacion de unacavidad que se encuentra
rodeada por dos hélices oy una base B-plegada, y en la cual se
aloja el péptido?. Los péptidos antigénicos que se unen a las
moléculas MHC-I1, provienen de antigenos que son endocitados
por las células presentadoras de antigeno (macréfagos, células
dendriticasy linfocitos B) y son dispuestos en compartimientos
vesiculares denominados endosomas, en donde son digeridos
por las enzimas existentes en estos compartimientos que
contienen un pH caracteristicamente acido®”. Por otro lado, en
el RE, las cadenas oy B que constituyen a las moléculas MHC
clase Il, se unenaun polipéptido denominado cadena invariante
(1i), el cual también funciona como chaperona. Estas proteinas
son conducidas hacia el aparto de Golgi y posteriormente
transportadas en vesiculas hacia los compartimientos
endosomales que contienen a los antigenos previamente
digeridos®. La fusién de éstas vesiculas con los endosomas da
origen a los compartimentos denominados MIIC, en donde las
moléculas MHC clase Il son cargadas con los péptidos
antigénicos generados. En este proceso, la cadena li es digerida
en pequerfios fragmentos, uno de los cuales llamado CLIP, que
quedaunido enel receptaculo de las moléculas MHC clase I1, es
reemplazado por los péptidos antigénicos que seran presentados
en la membrana celular. Las moléculas DM (similares a las
moléculas MHC-I1) facilitan este reemplazo®(Figura 1).

El reconocimiento de un péptido presentado por una molécula
MHC clase | a través del receptor del linfocito T CD8* no es
suficiente paraactivar lacitotoxicidad mediada por estas células,
sino que requiere de varias sefiales adicionales; entre ellas, un
coestimulo dado por la interaccion de la molécula CD28 de la
superficie del linfocito T CD8*, con lamoléculaB7 encontradaen
la superficie de la célula blanco o célula presentadora del
antigeno, ademas de las citocinas liberadas por los linfocitos T
auxiliares CD4* (Figura 1). En ausencia de las sefiales
coestimuladoras, lainteraccion de losreceptores de los linfocitos
T CD4* con los péptidos presentados por las moléculas MHC
clase 11, puede conducir a anergia, tolerancia o apoptosis®7,

Labajainmunogenicidad (generacion de larespuestainmune) de
las células tumorales puede ser debida a varios factores: a) que
la célula tumoral no genere péptidos con secuencias mutantes

derivadas de una proteinaoncogénica; b) que lacélula produzca
péptidos tumor especificos, pero conbajaafinidad paramoléculas
MHC clase | o Il; ¢) expresion de factores supresores de
linfocitos T por las células tumorales. Ademas de estos factores
otros aspectos pueden jugar un papel importante, por ejemplo:
i) defectos en el procesamiento y transporte de péptidos; ii) baja
expresion de moléculas MHC en la membrana de la célula
tumoral; iii) fallaen laproduccion de moléculas coestimuladoras
por las células tumorales?.

Estos mecanismos que conducen finalmente a la evasién de la
respuesta inmune por los tumores, pueden ser consecuencia de
los cambios fenotipicos y genotipicos que ocurren durante la
evolucion del tumor? 2,

IDENTIFICACION DE  PEPTIDOS ANTIGENICOS
TUMORALES RECONOCIDOS POR LINFOCITOS T

Con base en una gran cantidad de estudios de investigacion
basica y clinica, utilizando modelos in vivo e in vitro, se ha
obtenido un gran cuerpo de evidencias que demuestran que los
LTCsreconoceny destruyen a las células cancerosas autélogas
enuncontextode restriccional HLA®. Por lo que enel tratamiento
del cancer, particularmente en pacientes con cancer avanzado y
contumores metastasicos (aquellos que se dispersan adiferentes
sitios de su origen), una de las principales estrategias ha sido la
de utilizar el sistema inmune con la finalidad de revertir a la
enfermedad. En esta estrategia, denominada Inmunoterapia del
Cancer, unode los principales requerimientoses laidentificacion
de los péptidos inmunogénicos (epitopes), que estimulan a los
linfocitos T citotdxicosy auxiliares, parausarlosen lavacunacion
de pacientes con cancer>-%2, Gracias al avance de las técnicas
de biologia molecular y celular, se han podido identificar a
algunos genes que codifican para antigenos tumorales. No
obstante hasta ahora, varios de los epitopes identificados para
estimular a los linfocitos T se limitan a melanoma maligno, y a
pesar de haber una mayor prevalencia de tumores malignos de
piel ysarcomas (tumores de tejido muscular), muy pocos epitopes
hansido identificados parael rechazo de estos Gltimos tumores=,

Hasta el momento se han utilizado cuatro estrategias
metodoldgicas para laidentificacion de epitopes tumorales®: 1)
Método de clonacion: a través del cultivo de lineas celulares
tumorales con linfocitos T autdlogos del paciente, se obtienen
lineas celulares de LTCs. Por otra parte, se obtiene unabiblioteca
de ADN clonado (ADNCc) de las lineas celulares tumorales y es
co-transfectada junto con ADNc que codifica para alelos HLA
clase I particularesen lalineacelular COS7. Después de analizar
la respuesta de los linfocitos T sobre las células blanco COS7,
las secuencias aminoacidicas de cada uno de los epitopes se
confirma mediante ensayos de deteccién de citocinas de los
linfocitos estimulados, utilizando péptidos sintéticos derivados
de lasecuenciadel gentumoral clonado. El éxito de este método
depende del establecimiento de las lineas celulares, debidoaello
losantigenos de melanomahan tenido éxito en suidentificacion®.
2) Elucién acida: através de este método, se obtienen complejos
HLA-péptidos de la superficie de las células tumorales, los
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Figura 1. Vias de procesamiento y presentacién de antigenos por
moléculas MHC clase | y II, activacién y coestimulo de los
linfocitos T CD8* y CD4* a través de CD28-B7'>. La activacién
del linfocito T citotéxico no solo requiere de la presentacién de
péptidos por las moléculas MHC clase | (ver texto), sino también
del coestimulo dado por la interaccién de CD28 (de la superficie
del linfocito) con B7 (de la superficie de la célula presentadora
de antigenos) y la eventual expresién de citocinas como IL-2,
producida por los linfocitos T CD4* que se activan con péptidos
derivados de antigenos tumorales endocitados, procesados vy
presentados por moléculas MHC clase Il (ver texto). RE, reticulo
endoplasmico; LMP-2, 7 y 10, proteinas del proteasoma de bajo
peso molecular; Tap 1 y 2, transportadores asociados al
procesamiento de antigenos; MHC-I, Il, moléculas del complejo
principal de histocompatibilidad clase | y Il; B,m, cadena ligera
beta 2 microglobulina; Tn, tapasina; Cnx, calnexina; Cal,
calreticulina; ErP57, proteina del RE de 57 kilodaltones; li,
cadena invariante; RLT, receptor del linfocito T; DTM, dominio
transmembranal, DCP, dominio citoplasmico; CLIP, fragmento
de la li que se une a la molécula MHC-II; DM; molécula similar
a MHC-II que favorece el intercambio del péptidos antigénicos
por el CLIP.

péptidos son eluidos y posteriormente separados mediante fase
reversaen cromatografiaen liquido de altaresolucion, y cada fraccion
de péptidos es ensayada para determinar su actividad antigénica para
estimular linfocitos T. Finalmente la secuencia de aminoacidos de los
péptidos antigénicos es determinada usando el método de degradacion
por Edman. A pesar de lacomplejidad metodoldgica utilizada por éste
método, para obtener e identificar a los epitopes tumorales, éstos se
obtienen de una forma mas fisiolégica®. En nuestro laboratorio de
investigacién, mediante elucién acida, logramos obtener péptidos
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antigénicos asociados amoléculas HLA clase | derivadas
de una linea celular de cancer cérvico uterino®. Después
de la secuenciacion por EDMAN, identificamos que uno
de los péptidos antigénicos (NVFPIFLQM), secuencia 54-
62, provenia de la proteina L1 de HPV/18. Este péptido
indujo la estimulacion de linfocitos T de pacientes con
cancer cervical y positivasalainfeccion con HPV18enel
contextodelalelo HLA-Cw4 de lasmoléculas MHC clase
1.3) SEREX: eneste método, un fago lambda que contiene
una biblioteca de ADNc de un tumor, es transfectado en
labacteria Escherichiacoliy las proteinas recombinantes
obtenidas, son transferidas amembranas de nitrocelulosa
paraser analizadas con el suero aut6logo del paciente. En
este caso, los anticuerpos contenidos en el suero de los
pacientes pueden reaccionar contra las proteinas
recombinantes y péptidos derivados de estas proteinas
pueden ser simultdneamente blancos de los LTCs. Esta
metodologia puede serimportante paraidentificar epitopes
de tumores epiteliales o sarcomas, de los cuales es dificil
obtener lineas celulares®. 4) Prediccion de epitopes por
algoritmos: Una vez que se identifican los oncogenes y
genes mutados en las células tumorales, su productos
protéicos (en forma de secuencias totales o parciales)
puedenseranalizados envarios programas de algoritmos®,
parapredecir lassecuencias peptidicas de 8-10aminoacidos
omayores de 10 aminoacidos que se unen conaltaafinidad
aalelos especificos HLA clase 1 o 11, tomando como base
ciertos aminoacidos de anclaje caracteristicos para cada
alelo. Los péptidos obtenidos mediante estos programas
son sintetizados y utilizados para estimular linfocitos T
CD8* o CD4* a través de ensayos de presentacion
antigénica. Su inmunogenicidad es evaluada mediante
ensayos de citotoxicidad o produccién de citocinas
especificas de los linfocitos T estimulados con estos
péptidos. A través de este método, se hapodido identificar
un namero creciente de epitopes tumorales y virales®.
Usando esta metodologia en nuestro laboratorio, también
hemaos logrado identificaraun par de péptidos antigénicos
homologos restringidos al alelo HLA-B39%, uno de los
alelos HLA clase | de mayor frecuencia en la poblacion
mexicana®. Los péptidos homélogos IHSMNSTIL e
IHSMNSSIL derivadosde las proteinas L1 de HPV16y 18
respectivamente, fueron capaces de estimular LTCs de
pacientes con cancer cervical avanzadoy con infeccionde
HPV16y 18. El péptido IHSMNSSIL s6lo indujo estimulo
de linfocitos T CD8* de pacientes con infeccion de HPV18.
Asimismo encontramos que los linfocitos T estimulados
con ambos péptidos fueron capaces de matar a células
tumorales de una linea celular autéloga®. Ademas estas
secuencias peptidicas comparten alta homologia con
secuencias derivadas de HPV45, HPV38 y HPV5 que se
asocian con lesiones benignasy malignas de piel tal como
verrugas, epidermodisplasias, carcinomacervical insituy
carcinoma cervical avanzado; las cuales podrian ser
interesantes para evaluar su actividad antigénica en
pacientes con este tipo de lesiones.
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CATALOGO DE ANTIGENOS TUMORALES

De acuerdo con las poblaciones de linfocitos T que han sido
estimuladas por los péptidos inmunogénicos, los antigenos
tumorales se han clasificado en dos tipos: antigenos reconocidos
por linfocitos T CD8*y antigenos reconocidos por linfocitos T
CD4*,

A) Antigenos reconocidos por linfocitos T CD8*. Deacuerdoa
sus caracteristicas, éstos antigenos se subdividen en: a)
Antigenos tumor-especificos compartidos (Tabla 4): estos
antigenos son comunes en tumores de varios tipos histoldgicos,
pero no entejidos somaticos con excepcion del testiculo, debido
a ello son conocidos también como antigenos testiculares.
Debido a la carencia de moléculas HLA clase | en las células
normales germinales en el testiculo, éstas escapan al
reconocimiento de LTCs. Originalmente se identificaron como
antigenos de melanoma y varios de ellos se han utilizado en la
inmunoterapia de diferentes tipos tumorales?3334, b) Antigenos
dediferenciacion (Tabla4): estos antigenos se caracterizan por
ser tejido-especificos, en algunos casos son compartidos con
otros tumores o con tejidos normales. A diferencia de los
testiculares, estos antigenos solo son aplicables a los tumores
correspondientes. También la inmunoterapia contra tejidos
normales, tal como el vitiligo observado enestudios de melanoma,
se basa en este tipo de péptidos®34. c) Antigenos mutados
(Tabla 4): los antigenos de este grupo solo son expresados en
tumores pero no en tejido normal y no son compartidos entre
tumores de diferente tipo histoldgico® 2. Estos antigenos se
obtienen como resultado de mutaciones y translocaciones
relacionadas con el proceso oncogénico, asi como con infeccion
viral. Laidentificacion de los antigenos de este grupo se basaen
el uso de algoritmos de prediccién al conocer la secuencia
oncogénicacon potencial antigénica, y lasubsecuente evaluacion
de laactividad antigénicade los péptidos sintéticos, mas que por
el cultivo de células tumorales con los LTCs®.

B) Antigenos reconocidos por linfocitos T CD4* (Tabla4). La
identificacion de estos antigenos se basa en un método de
biologiamolecular en donde ungene que codificaparalacadena
invariante y el ADNc del oncogenson fusionadosy transfectados
en lineas celulares positivas para HLA clase 1. La construccion
de los genes correspondientes a la cadena invariante li y del
oncogene, permite que sus productos protéicos se unan a las
moléculas HLA clase Il en el RE y posteriormente cuando son
transportadas hacia los compartimientos endosomales MI1C, se
generen los péptidos correspondientes para unirse alasmoléculas
HLA clase Il en los lisosomas, después son transportados hacia
lamembrana®-#4(Figura1). Estos antigenos pueden actuar como
inmunopotenciadores en conjunto con péptidos presentados a
linfocitos T CD8**,

VACUNACION CON PEPTIDOS Y RESPUESTA DE
LINFOCITOS T

Hasta el momento, la vacunacion de pacientes con cancer
mediante la aplicacion de epitopes que son reconocidos por
linfocitos T, hadado comoresultado, en términos generales, que

una pequefa porcién de los pacientes vacunados presenten
regresion tumoral (disminucién o eliminacion tumoral). No
obstante, en varios de los casos de vacunacion con péptidos, se
ha logrado inducir respuesta inmune mediada por linfocitos
CD8"y CD4* a pesar de no producir regresiones tumorales*
(Tabla 5). En esta tabla, se resumen los resultados de varios
ensayos clinicos de vacunas basadas con péptidos usando los
siguientes antigenos tumorales: a) HER-2/NEU: esun miembro
de la familia del receptor del Factor de Crecimiento Epidermal.
Este receptor consiste de un dominio extracelular (DE) el cual se
uneal ligando, y undominiointracelular (DI), el cual esinvolucrado
en lasefalizacién. El gene HER-2/neu se presentaen las células
normales como una sola copia. La amplificacion del gene y la
sobre-expresion de las proteinas asociadas han sido identificadas
en muchos tipos de cancer incluyendo cancer de mama, ovario,
y adenocarcinomade pulmoén“., Péptidos de 15-18 aminoacidos
correspondientes a los dominios DE e DI de esta proteina que se
unen a moléculas MHC clase | y Il han sido identificados y
utilizados en vacunacion. Después de vacunar a 32 pacientes
con cancer avanzado, se encontré que la principal respuesta
inmune fue mediada por linfocitos T CD4*, lo cual fue reflejado
por la respuesta de hipersensibilidad tardia (HT) en el sitio de
aplicacion. La respuesta mediada por linfocitos T CD8+ se
encontré en 25% de los pacientes®. b) Virus de papiloma
humano (HPV): laintegracionde losHPVsdealtoriesgo (HPV16
y 18) enel genomacelular del epitelio cervical, conduce alasobre-
expresion de las proteinas oncogénicas E6 y E7. La proteina E7
seunealaformahipofosforiladade laproteinade retinoblastoma
(Rb)y desplazael factor de transcripcion E2F*"; mientras que la
proteina E6 se une y facilita la degradacién de p53*. En
consecuencia, se deshabilitan las proteinas supresoras del
tumor en las células blanco, conduciendo al desarrollo del
cancer. Los HPVs de alto riesgo ademas de identificarse como
agentes causantes de cancer cervical, también se les asocia en
cancer de pene, deanoy faringe*. Unagran cantidad de péptidos
inmunogénicos de diferentes proteinas y tipos de HPVshansido
identificados para muchos haplotipos de HLAS*5, Hasta ahora,
tres ensayos clinicos con péptidos derivados de las proteinas E6
y E7 han sido completados. En estos ensayos, la principal
respuesta de inmunoreactividad observada fue mediada por
LTCs.Enel primerensayo, al aplicar el octapéptido 86-93 de E7/
HPV16 especifico para el alelo HLA-A*0201 junto con un
péptido activador de la respuesta CD4* denominado PADRE,
solo 2/12 pacientes presentaron alivio y estabilidad de su
enfermedad®; en un segundo ensayo clinico, la aplicacion
sucesiva de 100, 300 y 1000 g de los péptidos con secuencias
11-20y 86-93 de E7 de HPV16 junto con el péptido PADRE en
pacientes con cancer cervical avanzado y postratamiento de
quimioterapia, se observd que en 11/19 pacientes hubo infiltracion
de linfocitos T CD3*, CD8* y CD4"* en las tumoraciones, sin
embargo ensolo dos pacientes laenfermedad permaneci6 estable
y en las demas se observo progresion de la enfermedad®;
finalmente en el tercer ensayo clinico usando el péptido 12-20 de
E7 de HPV16 junto con adyuvante incompleto de Freud, se
observé que 9/18 pacientes con tumoraciones en estadios
clinicos 11 y Il tuvieron regresiones parciales y 3 de ellos
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'A) Antigenostumorales reconocidos por linfocitos T CD8+. )

a) Antigenostumorales compartidosoantigenostesticulares.

Gene HLA Péptido
MAGE-1 Al EADPTGHSY
MAGE-3 A2 FLWGPRALV

BAGE Cwi16 AARAVFLAL

GAGE Ccwe YRPRPRRY
NY-ESO-1 A2 SLLMWITQC
SART-1 A26 KGSGKMKTE
b) Antigenosde diferenciacion.

Gene HLA Péptido

Tirosina Al KCDICTDEY

MART-1/Melan-A A2 AAGIGILTV
gpl100 A2 AMLGTHTMEV

gp75/trp-1,trp-2 Aw3l MSLQRQFLR

CEA A2 YLSGANLNL

PSA A2 FLTPKKLQCV

¢) Antigenos tumorales mutados.

Gene HLA Péptido
MUM-1 B44 EEKLIVVLF

CDK-4 A2 ACDPHSGHFV
B-Catenina A24 SYLCSGIHF
Capasa-8 B35 FPSDSWCYF
KIAA0205 B44 AEPINIQTW
BCR-ABL A2 SSKALQRPV

E7/HPV16 A2 YMLDLQPETT

B) Antigenos tumorales reconocidos por linfocitos CD4+.

Gene HLA Péptido
Tirosina DR4 QNILLSNAPLGPQFP
Gp100 DR4 WNROLPEWTEAQRLD
MAGE-3 DR11 TSYVKVLHHMVKISG
TPI DR1 GELIGILNAAKVPAD
LRFP DR1 PVIWRRAPA
\ CDC27 DR4 FSWAMDLDPKGA J
Tabla 4. Catalogo de antigenos tumorales. Genes

codificantes para antigenos tumorales y ejemplos de
epitopes con su restriccién antigénica HLA3.

regresion total, adicionalmente en 12/18 pacientes se observo
eliminacion de lainfeccion con HPV através de PCR en células
de frotis, sin embargo en las biopsias se detectdé ARN viral
mediante PCR%. ¢) PSMA: En varios estudios de aplicacion
clinica en pacientes con cancer prostatico, usando los péptidos
PSM-P1yPSM-P2, derivados del antigeno de préstata PSMA®
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%, conespecificidad parael aleloHLA-A*0201, se han observado
reducciones tumorales parciales en 7/51, 19/62, 11/37y 6/25y
totales en 2/25 al utilizar células dendriticas aut6logas®. La
principal actividad antitumoral fue mediada por los linfocitos T
CD8*y se observo una reduccion de mas del 50% del antigeno
prostatico a nivel plasmatico en todos los casos®®%°. d) CEA: El
antigeno carcinoembrionario (CEA), pertenece a una familia
constituidade 29 genes localizados en el cromosoma 19y hasido
identificado como un miembro de la superfamilia de las
inmunoglobulinas®. Laproteina CEA esunamoléculade adhesion
yessobre-expresadaen lamayoriade los carcinomas colorectales,
gastricos, pancreaticos, de mama, y de células no pequefias de
pulmon®, En tres ensayos clinicos de fase | se ha aplicado el
péptido CAP-1 derivado de CEA y restringido al alelo HLA-
A*0201. En uno de los ensayos clinicos se observo que 1/19
pacientes tuvo respuesta menor al aplicarse el péptido con
células dendriticas®; en otro ensayo se encontrd respuesta
mediada por linfocitos CD8* pero no hubo modificacion en la
enfermedad de los pacientes®; y finalmente en el tercer ensayo,
se encontro respuesta parcial en 1/7 pacientes con carcinoma
medular detiroides, usando el péptido CAP-1y célulasdendriticas
cargadas con calcitonina®. e) MUC1: Mucin-1 (MUC1), es un
miembro de lafamiliade glicoproteinas de membranacompuesta
deunpolipéptido cuyasecuenciacontiene maltiples repeticiones
de 20 aminoacidos (referidas como VNTR), las cuales son
altamente glicosiladas. Las mucinas son producidas por células
de origen epitelial y son abundantes en la superficie apical de
estas células paraformar glandulas. En cancer, MUC1 es sobre-
expresaday a menudo presente en la superficie celular en lugar
de restringirse a lamembrana basal como usualmente ocurre en
tejido normal®. Varios ensayos clinicos de fase | se hanaplicado
en pacientes con diversos tipos tumorales. En uno de ellos, el
péptido Cp 13-32 (CPAHGVTSAPDTRPAPGSTAP) de un
segmento VNTR de la proteina MUC1 asociado con toxina de
difteria fue aplicado a 13 pacientes. Los pacientes mostraron
débil respuestamediada por anticuerposy respuesta proliferativa
de linfocitos T asociada con reacciones de HT por la aplicacion
deMUC1% . Enotroensayo, 5repeticiones VNTR fueronaplicados
a 63 pacientes con cancer de pancreas, mamay colon. Todos lo
pacientes mostraron ulceraciénenelsitio de laaplicacién, 37/55
de las biopsias analizadas mostraron infiltracion de linfocitos T
aunque no hubo regresiones importantes®. En otro ensayo, la
aplicaciéon de 5 repeticiones VNTR junto con adyuvantes
convencionales a 25 pacientes con cancer metastasico de colon,
estdbmago, recto y mama, se observd que 13/25 generaron
anticuerpos contra MUC1 y la actividad de LTCs contra los
epitopes STAPPAHG 0 PAPGSTAP se observo en 7 pacientes,
mientras que la respuesta de linfocitos T CD4* se observo en 4/
14 pacientes vacunados®. En un cuarto ensayo clinico, la
aplicacion de un péptido de 16 aminoacidos de laregion VNTR
junto conhemocianinay adyuvante DETOX seindujeron LTCs
contra péptidos de MUC1en 7/11 pacientes™. En otro ensayo, el
usode 1.5 fraccionesde VNTR y variosadyuvantes, condujeron
a la generacién de anticuerpos IgM e 1gG durante 101-137
semanas de aplicacion en los pacientes™. Enunensayo reciente,
la aplicacién de repeticiones VNTR fusionadas como GST y
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asociadas con manosa y en adicién a la aplicacion de
ciclofosfamida, indujo un incremento de la respuesta inmune
celularenel 28% de los pacientes y s6lo 5/41 pacientes mostraron
estabilidad en suenfermedad™. f) RAS: los proto-oncogenes de
p21 ras (K-ras, H-ras y N-ras) se encuentran mutados en una
amplia variedad de tumores incluyendo carcinomas de colon,
pulmon, pancreasy melanomas’. Las mutaciones mas comunes
sedanenloscodones 12y 61; laglicinacodificadanormalmente
por el codon 12 es cambiada por un acido aspartico, una valina
ounacisteina. Estas mutacionesen rasresultan en laproduccion

de laproteina G p21, que es continuamente activa, produciendo
transformacion celulary tumorigenesis. Estos sitios de mutacion
son capaces de generar epitopes nuevos que se unenamoléculas
HLA e inducir la respuesta inmune contra ras mutada. Varios
epitopes derivados de K-ras mutada en el codon 12, 13y 61,
especificos paramoléculas MHC clase 1 y 11 se han identificado
para tumores humanos y de ratén™. La aplicacion clinica del
péptido 5-21 (conteniendo la mutaciéon en el codon 12) en
pacientes con carcinoma pacreatico, indujo respuesta
proliferativa de linfocitos T CD4* restringidos a HLA-DR6 y

, Proteina PéptidoEpitope Respuestacelular Respuestaclinica Efectossecundarios
HER-2/neu DI15-18aa CD4+,HT No Examinado Notoxico
Péptidos-HLA-A2 CD4+,CD8+ No Examinado Salpullidoenpiel
DlyDE
HPV16 aa86-93+ady CD8+ No Examinado Dolorinyecc.
E7 aall-20+86- CD4+ Linfopeniaeritemalocal,
93+ady CD8+ 9/17 regresion granuloma, eritema,
aal11-20/86-93 parcial; 12/18 diarrea.
eliminacionde HPV
PSMA PSM-P1 CD8+,HT Reduccién7/51, Bajatoxicidad,
(LLHETDSAV) 19/62,11/37 Hipotensién
Resp. Parc. 6/25; Bajatoxicidad
PSM-P2 CD8+ Resp. Tot. 2/25
(ALFDIESKV)
CEA CAP-1 Ninguno 1/19resp. Baja Bajatoxicidad
(YLSGANLNL) CD8+ No Examinado Noexaminado
HT 1/7 resp. parcial Ninguno
MUC-1 VNTR (cp13-32) Anticuerpo, No Reportada Bajatoxicidad.
VNTR (5rep) CD8+ Ulceracion
VNTR (5rep)+ HT Local, fiebrey
Mannan malestar
GVTSAPDTRPAPG
STA+KLH
MUC-1 VNTR (1-5rep) + Anticuerpos Recurrenciaen Reacc. Local,
KLH 2/9 pacientes de Resfriado, eritemaen
VNTR (5REP)+ HT,CD8+, alto riesgo el sitio de la inyecc.
GST+mannan Anticuerpos
K-ras Ras(aa5-21) CD4+, Incrementd la Notdxico
HT Sobrevivenciamedia
CD8+
K-ras Ras(aa5-17) CD4+ Ninguna Notdxico
N-ras Ras (aa49-79) HT No examinado Noexaminado
CD4+

Tabla 5. Resumen de los resultados obtenidos de las pruebas clinicas con vacunas anti-tumorales basadas en péptidos*:.
DI, dominio intracelular; DE, dominio extracelular; HT, hipersensibilidad tardia; HPV, virus de papiloma humano; dominio

VNTR, (PDTRPAPGSTAPPAHGVSTA)-glicosilado.
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DQ2. Los linfocitos T HLA-DR6 fueron capaces de matar a
células autélogas cargadas con el péptido mutado™. En otro
ensayo clinico, utilizando el péptido 5-17 con el sitio de mutacion
junto con el adyuvante DETOX, se encontrd respuesta de
linfocitos T CD4*y CD8*en 3/10 pacientes restringidos al alelo
HLA-A2. En otro estudio, utilizando el mismo péptido en
presencia de factor estimulador de colonias de granulocitos y
macréfagos, se encontrd que 25/43 pacientes desarrollaron
respuesta mediada por linfocitos T CD4* y CD8*, logrando
prolongar la vida media de los pacientes vacunados’.
Recientemente, laaplicacion del péptido 49-63 de laproteina N-
ras (conteniendo la mutacion del codon 61) a 10 pacientes con
melanoma, permitié la generacion de linfocitos T CD4*en 8/10
pacientes™.

Cabe mencionar que los sintomas experimentados por la
mayoria de los pacientes, entre los cuales se destaca el
eritema, nausea, debilidad, y en algunos casos leucopenia
(Tabla 5), fueron asociados al uso de algunos de los
adyuvantes utilizados en la aplicacion de las vacunas, no
obstante, fueron reversibles al término de los tratamientos.
Asimismo, labaja respuesta encontrada en lamayoriade los
pacientes vacunados, se asociaa que muchos de los pacientes
fueron vacunados después del tratamiento de quimioterapia
o radioterapia y, ademas, a que cursaban con tumores
avanzados incluso metastasicos*.

PROS Y CONTRAS DE LA VACUNACION CON PEPTIDOS
INMUNOGENICOS

Con base en los primeros ensayos clinicos en fase | y fase Il
llevados a cabo en algunos pacientes con cancer avanzado
(Tabla 5), como se describié previamente, se pueden inferir
algunas ventajas y desventajas de la vacunacion basada en
péptidos inmunogénicos. a) Pros. Una vez identificadas las
proteinas antigénicas potenciales, se pueden disefiar, predecir
e identificar a los péptidos antigénicos especificos para varios
alelos HLA clase | y Il de alta frecuencia en una poblacion
determinada. Para antigenos compartidos en varios tumores,
algunos péptidos pudieran ser utilizados para vacunar a varios
pacientes con diferentes tipos de cancer. Los efectos secundarios
(nausea, salpullido, eritema, diarrea, hipotension y linfopenia)
producidos durante la aplicacién de vacunas con péptidos en
combinacidn con algunos tipos de adyuvantes o citocinas, han
resultado ser reversibles en los pacientes al término del
tratamiento*. Asimismo, varios péptidos antigénicos pueden
seraplicadosalavez enunavacuna. Unode losaspectos de gran
relevancia de la inmunoterapia basada en péptidos, y que se ha
venidorealizandoen los Gltimos afios, es larelativa facilidad para
el monitoreo de la respuesta inmune celular. Los métodos de
monitoreo se han basado en determinar la funcionalidad de los
linfocitos T mediante técnicas como el ELISPOT, en donde se
detecta la produccion de ciertas citocinas 0 moléculas efectoras
producidas por los linfocitos T estimulados durante y después
de la vacunacion con péptidos, ademas de apoyarse en otros
métodos como el de PCR de tiempo real y los ensayos de
citotoxicidad sobre células blanco que presentan al péptido/
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MHC en su membrana celular®. Otro de los métodos utilizados
en el analisis de las poblaciones de linfocitos T estimulados
durante lavacunacion, involucrael uso de complejos tetraméricos
solubles recombinantes, constituidos por cuatro moléculas
MHC cargadas con el péptido vacunal y asociadas a una
molécula de avidina mediante una molécula de biotina anclada
enel extremo carboxilo de lasmoléculasde MHC. Laadicionde
fluorocromos, como la ficoeritrina, a estos complejos, es
indispensable para poder detectar mediante citometria de flujo
a las poblaciones de linfocitos T antigeno-especificos, que se
unen via sus receptores a estos tetrameros. Con estas técnicas
ha sido posible detectar a las poblaciones de linfocitos T CD8*
aniveles tan bajos como 0.2% en nddulos linfaticos y de 0.01%
en poblaciones de linfocitos T CD8* en sangre periférica™. b)
Contras: se ha mencionado que la alta especificidad de los
epitopesespecificos que se unenaalelos particulares de moléculas
HLA clase | o 1, puede limitar el potencial de estimulo de las
poblacionesde linfocitos T. Ademas, si aesta limitante se le suma
el fendmeno de modulacion de las moléculas MHC en membrana
de las células tumorales, tal como ocurre eventualmente en
algunos tumores avanzados, puede resultar en una deficiente
respuestainmune celular contrael tumor, a pesar de que se hayan
generado poblaciones activas de linfocitos T antigeno-
especificos®. Lo cual pudo haber ocurrido en algunos de los
casos de vacunacion expuestos previamente (Tabla 5). Otro
aspectoreportado, hasido laanergia (ausenciade activacién) de
linfocitos T o tolerancia inmune (ausencia de respuesta
inmunoldgica hacia antigenos propios), que ocurre cuando se
utilizan péptidos de antigenos encontrados también en células
normales®.

PERSPECTIVAS DE LA INMUNOTERAPIA TUMORAL
BASADA EN PEPTIDOS

Desde que a finales de los 80s se dio a conocer la estructura
tridimensional de las proteinas que constituyen al complejo
MHC clase I, através del andlisis crislatografico por rayos X, y
se descubre que estas moléculas contienen péptidos capaces de
activar a los linfocitos T*°, muy pocos epitopes tumorales han
sido identificados hasta nuestros dias.

Como se ha expuesto anteriormente, la aplicacién clinica de
algunos de algunos epitopes tumorales a pacientes con cancer
avanzado, ha sido capaz de generar en ellos respuesta inmune
especificamediada por linfocitos T CD4*, CD8*y linfocitos B; no
obstante, en la mayoria de los casos no fue posible erradicar
completamente alostumores 0 metastasis derivadas de ellos, por
lo que otros factores intrinsecos del tumor, como lamodulacién
antigénicao ladisminucién de moléculasHLA enlamembrana,
pudieron haber conducido al escape inmunolégico?.

Por otro lado, en el caso de los antigenos tumorales asociados
al cancer cérvico uterino, como son las proteinas del HPV, los
resultados han sido méas alentadores debido a que su aplicacién
en etapas previas a la aparicion de la enfermedad, ha permitido
incluso la prevencion de la infeccion por HPV®, la cual es
considerada como el agente disparador de la generacion de la
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neoplasiacervical en casi el 100% de los casos*. Lo cual implica
que el uso de vacunas profilacticas contra el cancer a base de
epitopes derivados de las proteinas blanco de los tumores, debe
ser una mejor estrategia para combatir el desarrollo del cancer.
De hecho, el uso de AAT derivados de proteinas oncogénicas
y de proteinas mutadas de receptores de factores de crecimiento
celular en modelos de ratones transgénicos, ha producido
resultados fehacientes de inmunoprevencion especifica®. En
consecuencia, vale la pena la busqueda de nuevos epitopes
tumorales para aplicarlos en vacunas profilacticas.

Aunque muchos de los métodos utilizados para descubrir AAT
emplean tumores como fuentes de antigenos, se ha visto que
varios de los AAT también son expresados muy tempranamente,
por ejemplo en algunas displasias premalignas y metaplasias.
Por lo tanto, en varios tumores humanos cuya deteccion puede
ser tempranay oportunatales como el de colon, mama, prostata
y pulmén; y aquellos en donde existe historia familiar o factores
de riesgo para su predisposicion, sera posible aplicar a los
antigenos tumorales de manera profilactica. Asimismo en
pacientes cuyos tumores han sido erradicados por terapias
convencionales, también podranser aplicados paraevitar lo que
losclinicos llaman, enfermedad minimaresidual.

En conclusidn, la aplicacién de la tecnologia para descubrir
nuevos antigenos tumorales y/o sus epitopes y la aplicacion de
vacunas profilacticas junto con el seguimiento de los métodos
para la deteccién oportuna del cancer, deberan ser las mejores
estrategias que laInmunologia Tumoral puede ofreceren lalucha
contra el cancer.
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