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1. INDICE DE ABREVIATURAS

ADN: Acido desoxiribonucleico

APC: Antigen presenting cell (Célula presentadora de antigeno)
ARN: Acido ribonucleico

CaCu: Cancer cervicouterino

CD4": Linfocito T “cooperador”

CD8": Linfocito T “Citotéxico”

CEA: Carcinoembryonic antigen (Antigeno Carcinoembriénico)

ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay (Ensayo de inmunoabsorcion ligado a
enzima)

FIGO: International Federation of Gynecology and Obstetrics (Federacién Internacional de
Ginecologia y obstetricia)

LIE: Lesion intraepithelial escamosa

MHC: major histocompatibility complex (Complejo mayor de histocompatibilidad)

NIC: Neoplasia intraepitelial cervical

NK: Natural killer (Célula asesina natural)

ORF: Open reading frame (Marco de lectura abierta)

PCR: Polymerase Chain Reaction (Reaccion en cadena de la polimerasa)

SCCA: Squamous cell carcinoma antigen (Antigeno de carcinoma de células escamosas)
TH2: Linfocito cooperador tipo 2

VLP: Virus-like particle (Particula tipo viral)

VPH: Virus de papiloma humano



2. Resumen

El Cancer Cervicouterino (CaCu), es el segundo cancer mas comun entre las
mujeres en el Mundo. Anualmente, cerca de 470,000 nuevos casos son
diagnosticados y provocan alrededor de 250,000 muertes, lo que representa un
importante problema de salud publica, mayormente en los paises en vias de
desarrollo. La infeccibn por virus de papiloma humano (VPH) constituye el
principal factor etioldgico del CaCu, siendo el tipo 16 el mas prevalente en este
tipo de lesiones. La presencia de anticuerpos especificos a los antigenos
tumorales E6 y E7, se considera como un buen marcador para la progresion de
cancer cervical, ya que estas proteinas se expresan en niveles mas altos en
displasia cervical de alto grado y en CaCu. Al respecto, nuestro grupo de
investigacion ha identificado que péptidos de la proteina E6 (PRKLPQLCTELQTTI)
y de la proteina E7 (EIDGPAGQAEPDRAHYNI, RAHYNIVTF, TLGIVCPI) de VPH-
16, contienen secuencias inmunogénicas que son reconocidas por anticuerpos
especificos presentes en muestras séricas de pacientes con NIC-I.

En este trabajo se evaluo por la técnica de ELISA la capacidad de reconocimiento
de anticuerpos séricos hacia los péptidos TPTLHEYMLDLQPETT de la proteina
E7 de VPH-16 asi como YSKISEYRHYC y DPQERPRKLPQLCTELQTT de la
proteina E6 de VPH-16 en pacientes con neoplasias cervicales precursoras y
cancer invasor, tanto en muestras de pacientes positivas a la infeccién por VPH-16
asi como positivas a infecciones diferentes a VPH-16. El reconocimiento de
anticuerpos séricos hacia el péptido TPTLHEYMLDLQPETT (E7 VPH-16) mostro
tener un comportamiento eficiente al discriminar entre diferentes estadios de la
enfermedad (CaCu I-IV y NIC-I) en pacientes infectadas por VPH-16, mientras que
el péptido YSKISEYRHYC (E6 VPH-16) es mas reconocido en pacientes con un
grado avanzado de la enfermedad en pacientes infectadas por VPH-16. El péptido
DPQERPRKLPQLCTELQTT (E6 VPH-16) no parece tener facultades como
marcador en la progresion de la enfermedad.

Con estos resultados se sustenta la hipétesis de que en las etapas mas
avanzadas de la enfermedad existe un mayor reconocimiento de epitopes
tumorales por parte de anticuerpos seéricos, especialmente contra el péptido
TPTLHEYMLDLQPETT (E7 VPH-16), el cual podria ser un buen candidato para
ser usado en andlisis serolégicos como marcador de progresiéon tumoral.



3. Marco Teorico

Cancer

Una de las enfermedades que en las ultimas décadas ha causado un numero
abrumador de decesos humanos es el cancer, el cual es desencadenado por
diversos factores genéticos, asi como la exposicion a factores quimicos, fisicos y
biologicos (agentes carcinogénicos). Esta enfermedad es un tipo de crecimiento
tisular anormal, donde las células que componen a un tejido ganan la facultad de
dividirse de manera relativamente autonoma (neoplasia), junto con otras
caracteristicas indeseables para el organismo. Un organismo con células
cancerosas, presentara diferentes anomalias sistémicas provocadas por la masa
de células acumuladas también llamadas tumor o neoplasma. Estas células
ademas de mantener un ciclo de replicacion alterado, también pueden tener la
facultad de migrar hacia otras partes del cuerpo, lo que se le conoce también por
metéstasis (Wayne et al., 2009).

Epidemiologia del cancer cervicouterino

El Cancer Cervicouterino (CaCu), es el segundo cancer mas comun entre las
mujeres en el Mundo. Se reconocen dos tipos histologicos principales: el
epidermoide, espinocelular o de células escamosas, y el adenocarcinoma. El
cancer de tipo epidermoide es al que se le adjudican entre el 85% y 90% de los
casos de CaCu; este tipo de cancer se origina en el epitelio plano estratificado que
recubre el ectocérvix; el adenocarcinoma, por su parte, se desarrolla en el epitelio
cilindrico que tapiza el canal endocervical (Alonso et al., 2001). La historia natural
del CaCu esta bien identificada; se inicia con cambios intraepiteliales clasificados
descriptivamente como displasias, las cuales son lesiones precursoras que
pueden conducir al cancer invasor. Anualmente cerca de 470,000 nuevos casos
son diagnosticados y provoca alrededor de 250,000 muertes. En el afio 2000, al
menos 76,000 casos incidentes de cancer cervical y 30,000 muertes se estimaron
para la regibn de América latina [Figural] (Arrossi et al., 2003). En un estudio
realizado en 2001 por Parkin, en Estados Unidos se diagnosticaron
aproximadamente 12,000 casos nuevos de CaCu, de las que perecieron cerca de
4,000 mujeres (Schmitt et al., 2009). En el caso particular de México, en el afo
2001 la Secretaria de Salud notific6 22,774 nuevos casos de lesiones
intraepiteliales escamosas y tumores malignos de cuello uterino (llic, 2010), lo que
significa que en nuestro Pais, el CaCu representa un importante problema de
salud publica.
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Figura 1. Tendencias en la mortalidad por cancer de cuello uterino en América latina 1968-1995.
Tomado y modificado de (Arrossi et al., 2003).

Virus de Papiloma Humano (VPH) y su relacién con el cancer cervicouterino

La relacién entre el Cancer cervicouterino y el contacto sexual, ya se sospechaba
desde el siglo XVIIl. Una de las personas responsables de estos interesantes
hallazgos fue un fisico italiano llamado Rigoni Stern, quien analizé cuerpos de
mujeres muertas en el periodo de 1760-1839 y noté que una alta frecuencia de
mujeres que presentaban CaCu eran casadas, viudas y prostitutas; pero tenia una
muy rara frecuencia en mujeres virgenes y monjas (Zur Hausen, 2009). En el afio
de 1949 Ayre describi6é los cambios presentes en una infeccion productiva por los
coilocitos. Posteriormente, en 1956, Koss acufié el término coilocitosis para
denominar a estas células presentes en las lesiones displasicas (Alonso et al.,
2001). Estos hallazgos permitieron que la comunidad cientifica postulara y
analizara la posibilidad de la relacién del VPH como candidato etiolégico en el
cancer cervical, sin embargo, no fue hasta el afio de 1976 cuando finalmente
Meisels y Fortin publicaron dos reportes donde se establece la existencia de
infeccion por VPH debido a la presencia de coilocitos en frotis cervicales, los
cuales son queratinocitos dilatados con halos transparentes que rodean los
nacleos arrugados, las cuales en general son células vacuolizadas productoras de
viriones en el estrato espinoso (Zur Hausen, 2002; Alonso et al., 2001). Afos
después el cientifico aleman Harald zur Hausen concretd estas investigaciones



relacionadas con el VPH y el CaCu, lo que le valio el premio Nobel de medicina en
2008.

La infeccibn por VPH constituye el principal factor etiolégico del cancer
cervicouterino (Bosch et al., 2002; Walboomers et al., 1999). Algunos de los virus
de alto riesgo mas frecuentes son: 16, 18, 45, 31, 33, 58, 52, 35, 59, 56, 6, 51, 68,
39, 82, 73, 66 y 70 (Clifford et al., 2003); mismos que ademas de desarrollar
neoplasias intraepiteliales cervicales (NIC) y CaCu, estan relacionados con cancer
de pene, ano, asi como de cancer vulvar y otras lesiones malignas (Griffiths et al.,
1999). En un estudio de prevalencia de VPH en pacientes con CaCu, coordinado
por la Agencia Internacional para la Investigacion sobre el Cancer (AlIC),
reportaron la presencia de ADN de VPH en mas de 93% de los tumores a través
de la prueba de reaccion en cadena de polimerasa (PCR) (Sanchez et al., 2005).

El cancer cervical puede ser distinguido desde sus fases iniciales mediante
estudios citopatologicos e histopatoldgicos. La clasificacion morfologica de la
carcinogénesis del cuello uterino consta de varias etapas que van desde: Epitelio
Normal; Neoplasia Intraepitelial Cervical en sus tres grados NIC-I, NIC-Il y NIC-III
(Nomenclatura Richart); y por altimo el cancer cervicouterino, desde grado | hasta
el grado IV (FIGO: International Federation of Gynecology and Obstetrics) [Figura
2]. En los estudios citopatoldgicos las lesiones preneoplasicas se clasifican como
Lesiones Intraepiteliales Escamosas (LIE; Nomenclatura Bethesda) y tiene dos
grados, alto y bajo (Carrasco, 2010). Ademas de estas clasificaciones la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) utiliza tres grados de displasias que en
eqguivalencia con el sistema Richart van desde displasia leve a moderada y grave,
respectivamente (Cosme, 2007).

La correspondencia entre las dos clasificaciones es:
. LIE de Bajo Grado en citopatologia = NIC-I en histopatologia

. LIE de Alto Grado en citopatologia = NIC-Il y 1ll en histopatologia
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Figura 2. Esquema de la expresién morfolégica de NIC (Neoplasia Intraepitelial Cervical) y LIE
(Lesiones Intraepiteliales Escamosas). En la parte izquierda de la figura se puede apreciar el
esquema de un cérvix normal; a medida que la lesién avanza, la poblacién de células
transformadas crece, finalizado en céncer cervicouterino. Tomado y modificado de (Carrasco,
2010).

Genoma del VPH

Los virus de papiloma humano comprenden a un grupo heterogéneo de virus de
tamafno pequefio (de 55 a 60 nm) no envueltos. Tienen una cadena doble de ADN
de aproximadamente 8000 pb, empaquetados en una capside icosahédrica
compuesta por dos proteinas, la L1 (mayor tamafio) y la L2 (menor tamafio) (Ochi
et al., 2008; Griffiths et al., 1999; Lépez et al., 2006; Carrasco, 2010). En el ADN
del virus se han encontrado marcos de lectura abierta (ORF por sus siglas en
inglés), que se clasifican por el momento en el que se expresan. Los ORF
tempranos (E) dan lugar a 6 proteinas de transcripcion temprana (E1, E2, E4, E5,
E6, E7), de las cuales la célula infectada obtiene la facultad de transformarse,
especialmente por la actividad de las proteinas oncogénicas E6 y E7. Los marcos
de lectura abierta de expresion tardia L1 y L2, codifican proteinas de la capside y
se expresan Unicamente en los queratinocitos diferenciados de la capa superficial
de la lesion, donde se producen las particulas viricas maduras [Tabla 1] (llic,
2010).



Proteina (ORF) Funciones

El Replicacioén viral de ADN

E2 Regulacién de transcripcion viral

E4 Colapso de las redes de citoqueratina
E5 Interaccion MHC I

E6 Transformacion (p53)

E7 Transformacion (pRb)

L1 Proteina mayor de la capside

L2 Proteina menor de la céapside

Tabla 1. Proteinas de transcripcién y sus funciones. Tomado y modificado de (Stanley et al., 2007).

Ciclo replicativo del VPH

Las particulas infecciosas virales entran a las células basales o germinales, a
través de una pequefia abertura en el epitelio estratificado; esta abertura puede
suceder en condiciones donde la piel tenga una pequefia lesiébn o un microtrauma,
por donde podran tener acceso tales particulas [Figura 3]. No se ha identificado
concluyentemente un receptor de membrana bien definido para la entrada del
virus, aunque se ha propuesto como candidato el complejo integrina a6 — B4
(Lopez et al., 2006). La internalizacién del virus ocurre por endocitosis de
vesiculas cubiertas de clatrina (Day et al., 2003). Después de haber infectado y
desensamblado el virion en las células basales, se comienzan a expresar las
proteinas E1 y E2. Estas proteinas se encargardn de mantener el genoma viral en
forma episomal (fuera de los cromosomas del hospedero) con bajo nimero de
copias; entre 10 a 200 por célula. Durante la fase proliferativa un ARN mensajero
bicistronico bajo el control del promotor temprano LCR promueve la expresion de
E6 y E7. Estas proteinas retardan la diferenciacion celular, ademas de promover la
proliferacion de las mismas. Para que se produzcan viriones infecciosos se debe
amplificar el genoma y empaquetarlo en una particula proteica. Esto ocurre en las
capas superiores del epitelio (estrato espinoso), donde aumenta la actividad
transcripcional del promotor tardio dependiente de diferenciacion. Este promotor
se halla en el marco de lectura del gen E7 y promueve la transcripcion de
proteinas involucradas en la replicacion del ADN viral, tales como E1, E2, E4 y E5



ademas de L1 y L2. El ensamble de las particulas virales ocurre en el estrato
granuloso del epitelio y eventualmente las células infectadas se descaman de la
capa superior de éste y liberan a los viriones para continuar con el ciclo infeccioso
(L6pez et al., 2006).
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Figura 3. Después de la infeccion las células en la membrana basal expresan las proteinas
tempranas; estas células, que estdn en divisibn se comienzan a expandir verticalmente y la
diferenciacion es retrasada. Las proteinas virales comienzan a expresarse secuencialmente con la
diferenciacion y los viriones se producen al ensamblarse en las capas superiores del epitelio.
Tomado y modificado de (L6pez et al., 2006).

Por el contrario, en un cérvix no infectado las células se mantienen en estratos
perfectamente delineados, donde las células presentadoras de antigenos, pueden
actuar y proteger el cérvix [Figura 4].
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en funcién a su maduracion). Tomado y modificado de (Lopez et al., 2006).

Alteracion del ciclo celular provocado por el VPH

La progresion del ciclo celular esta regulado de forma armoénica por diferentes
proteinas; entre ellas las ciclinas y las cinasas dependientes de ciclinas, entre
otras (Alberts et al, 2008). Esta regulacion puede verse afectada por diferentes
factores, siendo la transicion G1-S la mas susceptible y peligrosa. En esta
transicion de fases del ciclo algunas de las proteinas afectadas por la infeccion de
VPH son pRb, p53 y p21. Cuando la proteina pRb se encuentra subfosforilada,
secuestra a los factores de transcripcion E2F y DPI, los cuales son necesarios
para la progresion del ciclo celular; asi de este modo, pRb funciona como freno del
ciclo celular, en caso de existir alguna anomalia en la célula como dafio al ADN.
Por otro lado, la proteina p53 también llamado “el guardian del genoma” se
encarga de controlar la progresion del ciclo celular monitoreando la integridad del
genoma. Una vez detectado el dafio, p53 incrementa su concentracion en la célula
y este actia como un factor de transcripcidon que se encarga de activar genes
necesarios para solucionar el dafio o iniciar el proceso apoptotico (Sanchez et al,
2005).



Estudios experimentales recientes, han indicado que las proteinas E6 y E7
desempefian un papel critico en la carcinogénesis cervical. La proteina E6 de los
VPH de alto riesgo, se acopla formando un complejo muy estable con P53 para
inducir su protedlisis [Figura 5], ademas de desregular la transcripcion de P53 a
través del coactivador CBP/p300 (Furumoto et al., 2002).

La proteina E7 provoca que el factor de transcripcion E2F se libere de pRb
acelerando el ciclo celular. E7 forma complejos con pRb degradando a Rb, por lo
tanto, E7 provoca indirectamente la activacion E2F, lo que consecuentemente
provoca que la célula entre en el ciclo celular [Figura 5] (Carrasco, 2010).
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Figura 5. Efecto de las proteinas E6 y E7 en el ciclo celular. Tomado de (Lépez et al., 2006).
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VPH y sistema inmune

El sistema inmune tiene la funcidbn de defender al organismo de diferentes
patbgenos como microorganismos Yy toxinas. Este posee las importantes
caracteristicas de ejercer una respuesta dirigida altamente especifica
distinguiendo los propio de lo extrafio, asi como generar memoria y ejercer una
accion mas eficiente y rapida a futuras exposiciones con el mismo patdogeno
(Janeway et al., 2012). Por consiguiente, el sistema inmunolégico se divide en dos
tipos: el innato y el adaptativo. El sistema inmune innato, ha evolucionado de tal
forma que reconoce carbohidratos y lipidos (marcadores estructurales de muchos
patdgenos). Mientras que el sistema inmune adaptativo reconoce principalmente
antigenos peptidicos derivados de proteinas extrafias. Estos péptidos pueden ser
internos a la célula del hospedero (por ejemplo un virus), o ser parte de una

10



estructura proteinica de un microorganismo externo a la célula (Abbas et al.,
2010). Existen diferentes células que pueden combatir una infeccion por VPH
como las células asesinas naturales (NK) y los linfocitos T, donde las células T
CD4" y CD8" pueden combatir la infeccién dirigiendo el ataque principalmente a la
proteina L1 (Malik et al., 2009). Sin embargo, el VPH ha evolucionado de tal forma
que expresa multiples proteinas para evadir el sistema inmune, una de esas
proteinas es E5 la cual puede inhibir o desregular la expresion de MHC |, evitando
una correcta erradicacion de la infeccion por parte de células T y células NK
(Hossein et al., 2005).

Inmunidad humoral

La inmunidad humoral esta mediada por anticuerpos, producidos por linfocitos de
la linea B y por diferentes moléculas como el sistema del complemento que se
encuentran en el plasma sanguineo, asi como en diferentes fluidos corporales
como la saliva, mucosas, etcétera. Los anticuerpos son glicoproteinas en forma de
“Y”, las cuales son altamente especificas a un antigeno gracias a que poseen
sitios sumamente variables. Estan constituidos por cuatro cadenas polipéptidicas,
dos cadenas pesadas (H) con un peso aproximado de 50 a 70kDa y dos ligeras (L)
con un peso de aproximado de 23kDa, que en conjunto, constituyen un monémero
de inmunoglobulina [Figura 6]; los anticuerpos se pueden encontrar en forma de
monomeros, dimeros y pentdmeros, dependiendo su funcién. Cuando las
inmunoglobulinas estan unidas a la membrana de las células B, desempefian el
papel de receptores para el antigeno de dicha célula. La interaccién del antigeno
con los anticuerpos de membrana, constituye la fase de reconocimiento de la
inmunidad humoral. Los anticuerpos que se producen de forma soluble, se unen al
antigeno y desencadenan varias funciones importantes efectoras del sistema
inmune como la opsonizacion, la neutralizacion de toxinas y virus, entre otras
(Abbas et al., 2010).
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Figura 6. Estructura de las inmunoglobulinas (monémero).

VL: Fraccion variable de la cadena ligera, VH: Fraccidn variable de la cadena pesada, Fab:
Fraccion de union antigénica, Fc: Fraccion cristalizable, Bisagra: Le confiere movilidad a la
inmunoglobulina. Tomado de (Nina et al., 2006).

Cuando un antigeno ingresa al organismo y es reconocido por la inmunoglobulina
de la célula B unida a membrana, esta célula interpreta esta unién como una sefal
desencadenante para diferenciarse como célula plasmatica formadora de
anticuerpos, que junto con citocinas liberadas por células Th2 se induce la
diferenciacion a una célula plasmatica madura [Figura 7]. Los anticuerpos
producidos, seran reactivos al mismo antigeno que se unié a la inmunoglobulina
de membrana (Roitt et al., 2008).
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Figura 7. Cascada de sefalizacién de la célula B activada. El linfocito Th2 libera diferentes
citocinas que estimulan a la célula B activada a proliferar y cada una de esos clones se van a
diferenciar a células plasméticas productoras de anticuerpos. Tomado y modificado de Biolegend:
Immunologic Networks 2011.

Marcadores Tumorales

El término marcador tumoral se aplica para definir a toda sustancia de caracter
bioquimico producida por las células tumorales; lo que permite conocer la
presencia, evolucion o respuesta terapéutica de un tumor. Generalmente estos
marcadores tumorales pueden ser detectados de forma sistémica (a distancia), es
decir, se pueden presentar en el suero u otros fluidos bioldgicos, lo que puede
facilitar un diagndstico oportuno de una neoplasia (Gonzalez et al., 2000).
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En los dltimos afios se han tratado de disefiar métodos eficaces para poder
evaluar el riesgo de desarrollar CaCu y otros muchos tipos de cancer, asi como
para mantener un seguimiento en las diferentes etapas de la historia natural de la
enfermedad. Muchos de los métodos de diagnéstico que actualmente se utilizan,
se basan en buscar anormalidades citologicas e histopatoldgicas, sin embargo,
para enriquecer estos analisis, seria deseable tener marcadores de tumores o de
cancer muy especificos, que ayudaran a prevenir la enfermedad o diagnosticarla
en etapas muy tempranas para ofrecer un efectivo, pertinente y eficaz tratamiento
especifico (Park et al., 1997). Por lo que respecta a la sensibilidad y especificidad
de estos marcadores, no se cuenta aun con alguno que se acerque al 100% de
estas caracteristicas; ya que esto puede variar dependiendo no sélo en relacion al
estadio tumoral, sino también con diversos factores inherentes al tumor o
asociados a los habitos del propio paciente. Si se tiene en cuenta que el marcador
es sintetizado y liberado por la célula neoplasica, es l6gico esperar que mientras
existan mas células tumorales habra mas concentracion del marcador tumoral; sin
embargo, se tienen que tomar en cuenta otros factores que pueden tener una gran
influencia a la hora de tratar de detectar concentraciones de un marcador tumoral
como lo son: el lugar de sintesis, la localizacion intracelular, el mecanismo de
secrecion y muy importante resulta la vascularizacion donde se asienta el tumor,
ya que una gran vascularizacién facilitaria el acceso del marcador a la circulacion
(Gonzalez et al., 2000). Actualmente existen diversos marcadores en neoplasias
ginecoldgicas [Tabla 2] que son utilizados con diferentes fines médicos como
diagnoésticos, de prondstico y de seguimiento; esta ultima utilidad resulta muy
importante, ya que permite valorar la existencia de recidiva tumoral tras una
cirugia o descartar el origen tumoral de los altos valores del marcador y atribuirlo a
otro origen.

14



Tumor

Cancer de ovario

Marcadores

Epiteliales no mucinosos

CA125

Mucinosos CA19,9, CEA, CA125
Tumores de células germinales AFP, B-HCG
Tumores del seno endodérmico AFP

Teratomas inmaduros AFP, B-HCG
Tumores de la granulosa Inhibina

Cancer de utero

Tumores de Endometrio

CEA, CA19,9, CA125

Cancer de cérvix

Escamosos

SCC

Adenocarcinomas

CEA, CA19,9, CA125

Cancer de vulva

SCC

Cancer de mama

CEA, CA153 (MCA o CA 549), c-
erbB2/neu

Tabla 2. Marcadores tumorales en neoplasias ginecolégicas. Tomado y modificado de (Gonzalez et

al., 2000).

Marcadores tumorales y CaCu

Los estudios de la respuesta inmune hacia el VPH han progresado lentamente,
debido en parte a la carencia de inmunoensayos disponibles. Durante las ultimas
dos décadas, los estudios serolégicos han sido importantes para entender la
historia natural de las infecciones por VPH y varios esfuerzos se han llevado a
cabo para desarrollar ensayos genotipo-especificos. En este contexto, la
observacién de que las proteinas de la capside viral generadas en sistemas de




expresion eucaridtica son capaces de autoensamblarse en particulas tipo virales
(VLP), ha permitido el uso de estas particulas para estudios de la respuesta
inmune a VPH (Zhou et al., 1991; Kirnbauer et al., 1992; Hagensee et al., 1993;
Rose et al.,, 1993). Un gran numero de estudios ha demostrado que el suero
humano puede reaccionar con VLP y que esta reactividad es altamente especifica
al tipo de VPH (Ochi et al., 2008; Wideroff et al., 1999; Carter et al., 2000).
Asimismo, se ha encontrado una fuerte asociacion entre la seropositividad de
anticuerpos a VLP de VPH vy el desarrollo de lesiones cevicales o la progresion de
estas lesiones a cancer cervical (Sasagawa et al., 1996; Heim et al., 2002; Viscidi
et al., 1997). En estudios epidemiolégicos previos, se ha demostrado que la
presencia de anticuerpos especificos a VLP de VPH-16 se asocia con un
incremento de 12.5 veces en el riesgo de desarrollar carcinoma in situ o cancer
cervical invasivo (Sasagawa et al., 1998; Lehtinen et al., 1996). No obstante,
también se ha demostrado que la presencia de anticuerpos especificos a VLP de
VPH no necesariamente son indicativos de la infeccidn viral, ya que la deteccion
de anticuerpos es fuertemente asincronica con la infeccién y la respuesta de
anticuerpos a proteinas de VPH no invariablemente ocurre durante una infeccion
natural. De hecho, se ha reportado que la respuesta inmune humoral a VLP es
inducida en casi la mitad de mujeres con citologia normal quienes tienen ADN viral
en su epitelio cervical (Lehtinen et al., 1996).

Por otra parte, la presencia de anticuerpos especificos a los antigenos tumorales
E6 y E7, son considerados como el mejor marcador para la progresion de cancer
cervical (Lehtinen et al., 2003; Park et al., 1997; Viscidi et al., 1997), ya que estas
proteinas se expresan relativamente en mas altos niveles en displasia cervical de
alto grado y CaCu (Greenstone et al., 1998). Dado que las proteinas E6 y E7 son
las principales responsables de la transformacion celular, su incremento puede ser
monitoreado a través de la generacion de anticuerpos séricos.

Proteinas E6 y E7 como marcadores tumorales

Existen diferentes estudios donde se han propuesto proteinas asociadas al VPH
como marcadores tumorales entre las cuales estan las proteinas E6 y E7. Estas
proteinas representarian una ventaja, por el simple hecho de que son inherentes a
una infeccion por VPH, y no son sintetizadas en un organismo con ausencia de
infeccion.

Uno de los marcadores tumorales que se conocidé primero es el antigeno
carcinoembrionario (CEA), el cual es también uno de los mas utilizados en la
deteccién de CaCu, ya sea solo o en combinacion con otros, como el SCCA. CEA
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no es especifico de un drgano y valores anormales del mismo pueden ser
encontrados en multiples carcinomas. Tanto CEA y SCCA han sido utilizados para
poder realizar comparaciones con otros prospectos de marcadores tumorales
como es el caso de las proteinas E6 y E7. Jong Sup Park y colaboradores,
realizaron algunos estudios con hallazgos bastante interesantes; uno de estos fue
gue los marcadores tumorales usados convencionalmente (SCCA y CEA) parecen
presentar altos titulos de anticuerpos en etapas avanzadas y pocos en etapas
tempranas. Sin embargo SCCA tiene un incremento significativo concordante
respecto al progreso del CaCu en pacientes positivas a VPH-16. Por otra parte
cuando utilizaron las proteinas E6 y E7 de VPH-16 transcritas in vitro (E. Coli),
observaron que la proteina E7, tenia un incremento significativo gradual respecto
al estado clinico de la enfermedad, desde estados tempranos (NIC), hasta CaCu
[II/IV. Respecto a la proteina E6 la mayoria de las pacientes con neoplasia
cervical, generan una respuesta positiva contra esta proteina, lo cual se puede
ocupar como un marcador especifico contra estas infecciones, esto aunado a el
monitoreo de anticuerpos contra la proteina E7 de VPH-16 puede ser de gran
utiidad para ayudar a generar pronosticos fiables en la evolucion de la
enfermedad (Park et al., 1997).
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4. Planteamiento del problemay justificacion

El cancer cervicouterino (CaCu) es un problema importante de salud publica, ya que
constituye una de las principales causas de mortalidad por cancer entre las mujeres
mexicanas (INEGI, 2010). Cada afio se diagnostican alrededor de 10,000 nuevos
casos de CaCu invasor y la mayoria de las pacientes ingresan con la enfermedad
avanzada y con un mal prondostico, o que representa una gran pérdida de recursos
humanos y econémicos. En consecuencia, resulta importante desarrollar métodos que
permitan la deteccion y el diagnostico oportuno de la enfermedad. Puesto que el
establecimiento del CaCu se asocia fuertemente con la infecciébn permanente por virus
de alto riesgo y la expresion de los antigenos tumorales E6 y E7 representa un buen
marcador para la progresion de cancer cervical, se ha considerado que la presencia
de anticuerpos especificos a estas proteinas es el mejor marcador de progresion
tumoral, debido a que la respuesta de anticuerpos es influenciada por el estado de la
enfermedad y por el tamafio tumoral (Lehtinen et al., 2003; Park et al., 1997; Viscidi et
al., 1993). En consecuencia, la deteccién éptima de anticuerpos especificos para los
antigenos E6 y E7 puede ser importante en el entendimiento de la seroconversion en
pacientes con lesiones primarias, asi como para evaluar la evolucién de la infeccién o
la progresion de la infeccion a CaCu.

Nuestro grupo de investigacion ha identificado que los péptidos de E6
(PRKLPQLCTELQTTI) y E7 (EIDGPAGQAEPDRAHYNI, RAHYNIVTF, TLGIVCPI) de
VPH-16, contienen secuencias inmunogénicas con capacidad de inducir linfocitos T
citotdxicos en pacientes con neoplasias cervicales (Monroy et al., 2007) y en modelos
de ratén (Paz et al., 2009), ademas de ser reconocidas por anticuerpos especificos
presentes en muestras sericas de pacientes con NIC-I (Monroy et al., 2011). Por lo
tanto, resulta interesante evaluar el reconocimiento de los péptidos de este estudio
por parte de anticuerpos presentes en sueros de pacientes con estadios mas
avanzados de la enfermedad, y asi, poder llevar a cabo una comparacion entre
pacientes con neoplasias cervicales precursoras (NIC-1) y pacientes con céancer
invasor (CaCu | — IV), asi como obtener una herramienta que pueda indicar la
progresion tumoral, ya que la respuesta de anticuerpos es influenciada por el estado
de la enfermedad y el tamafio tumoral (Lehtinen et al., 2003; Park et al., 1997; Viscidi
et al., 1993). La identificacién de antigenos seroreactivos podra ser de gran utilidad
para emplearse como marcador serolégico en CaCu y ademas para generar
herramientas que permitan evaluar el riesgo de desarrollar CaCu. La implementacion
de analisis serolégicos como marcadores de progresion tumoral, aunado a los
estudios citoldgicos e histopatoldgicos rutinarios, podria ser una buena herramienta
para combatir el cancer cervical.
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5. Hipotesis

Se sabe que la presencia de anticuerpos especificos hacia las proteinas
oncogénicas E6 y E7 de VPH de alto riesgo se asocia directamente con la
progresion del cancer cervical. Nuestro grupo de investigacion ha encontrado que
los péptidos de E6 (PRKLPQLCTELQTTI) v E7 (EIDGPAGQAEPDRAHYNI,
RAHYNIVTF, TLGIVCPI) de VPH-16 son reconocidos por anticuerpos presentes
en pacientes con NIC-1 y positivas a la infeccion por VPH-16. En consecuencia, se
espera que la reactividad de anticuerpos hacia el péptido TPTLHEYMLDLQPETT
de la proteina E7 de VPH-16 y de los péptidos YSKISEYRHYC vy
DPQERPRKLPQLCTELQTT de la proteina E6 de VPH-16 en pacientes con
estadios mas avanzados de la enfermedad y positivas a la infeccion por VPH-16,
se vea incrementada en comparacion con la reactividad de anticuerpos en
pacientes con neoplasias cervicales precursoras. Por otro lado, se espera una
menor reactividad hacia estos péptidos en sueros de pacientes infectadas con
VPH diferente al 16, en comparacion con los sueros de pacientes con infeccion
por VPH-16. Adicionalmente, se plantea la posibilidad que los sueros de pacientes
con los valores méas altos correspondan con los estadios mas avanzados de la
enfermedad.
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6. Objetivos

Objetivo General

Analizar la capacidad del péptido TPTLHEYMLDLQPETT de la proteina E7 de
VPH-16 y de los péptidos YSKISEYRHYC y DPQERPRKLPQLCTELQTT de la
proteina E6 de VPH-16 para detectar la presencia de anticuerpos especificos en
sueros de pacientes con neoplasias cervicales precursoras (NIC-1) y con cancer
invasor (CaCu | - V).

Objetivos particulares

1) Determinar la seroreactividad de donadoras normales hacia el péptido
TPTLHEYMLDLQPETT de la proteina E7 de VPH-16 y de los péptidos
YSKISEYRHYC y DPQERPRKLPQLCTELQTT de la proteina E6 de VPH-16 con
el objetivo de delimitar un valor de corte.

2) Determinar la seroreactividad de pacientes con NIC-1 y CaCu I-IV positivas a
VPH-16 hacia el péptido TPTLHEYMLDLQPETT de la proteina E7 de VPH-16 y de
los péptidos YSKISEYRHYC y DPQERPRKLPQLCTELQTT de la proteina E6 de
VPH-16.

3) Determinar la seroreactividad de pacientes con NIC-1 'y CaCu I-IV con infeccién
por VPH diferente al tipo 16 hacia el péptido TPTLHEYMLDLQPETT de la proteina
E7 de VPH-16 y de los péptidos YSKISEYRHYC y DPQERPRKLPQLCTELQTT de
la proteina E6 de VPH-16.
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7. Material y métodos

Pacientes. Para este estudio se incluyeron sueros de 10 mujeres normales
negativas a la infeccion por VPH, ademas de sueros de 20 mujeres con
Neoplasias Intraepiteliales Cervicales (NIC-I) y sueros de 19 mujeres con CaCu en
estadios I-1V, ambos grupos positivos a la infeccion por VPH-16. Adicionalmente,
se utilizaron sueros de 20 pacientes con diferentes grados de CaCu con un tipo de
VPH diferente al 16; ademés se utilizaron también 20 sueros de pacientes con
NIC-1 con un tipo de VPH diferente al 16. Las pacientes con CaCu positivas a la
infeccion por VPH-16 presentan una edad promedio de 49 afios en un intervalo de
29 a 81 afios; mientras que las que presentan CaCu con una infeccién por VPH
diferente al 16 presentan un promedio de 50.22 afios en un intervalo de 28 a 79
afos. Por otro lado, las pacientes que presentan NIC-I positivas a la infeccion por
VPH-16 tienen un promedio de 29.55 afios en un intervalo de 17 a 47 afios;
mientras que las que presentan NIC-I con una infeccién por VPH diferente al 16
presentan un promedio de 31.26 afios en un intervalo de 19 a 49 afos. Cabe
mencionar que los sueros forman parte de un banco de sueros de pacientes
atendidas en la Clinica de Displasias del Hospital General de la Ciudad de México
(pacientes con NIC-lI) y de pacientes con CaCu atendidas en el Hospital de
Cancerologia de la Ciudad de México. La tipificacion del VPH se realiz6 con
anterioridad por la técnica de PCR en muestras epiteliales cervicales.

Los sueros de donadoras normales fueron obtenidos de mujeres que acuden a
control ginecolégico en el Hospital General de Zona de Troncoso, las cuales
resultaron con un analisis de Papanicolaou normal.

ELISA. Los péptidos TPTLHEYMLDLQPETT (E7 VPH-16) y YSKISEYRHYC (E6
VPH-16), DPQERPRKLPQLCTELQTT (péptido E6 VPH-16) fueron sintetizados
(Invitrogen, USA), y la presencia de anticuerpos con reactividad hacia ellos fue
determinada por medio del Ensayo por Inmunoabsorcion Ligado a Enzimas,
también conocido como ELISA. Se utilizaron placas de 96 pozos de fondo plano
(Corning), donde se incubaron por triplicado 100uL. de cada uno de los péptidos
disueltos en una solucién de carbonatos-bicarbonatos (carbonato de Sodio 0.1M y
bicarbonato de Sodio 0.1M pH 9.6) a una concentracion de 10ug/mL. durante 2hrs
a 37°C, y después se refrigerd0 a 4°C por toda una noche. Posteriormente, se
realizaron 2 lavados con TBS/Tween 20 al 2% seguido de un bloqueo con
TBS/Tween y Albumina bovina sérica (BSA) al 2% (200 uL/pozo) por 2 horas a
37°C en oscuridad. Después del bloqueo, se realizaron 4 lavados a la placa con
TBS/Tween 20 al 2% y se afiadio el anticuerpo primario (suero de las pacientes) a
una proporcion de 1:100 (se realiz0 una estandarizacion previa) en solucion de
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bloqueo y se incub6 a 37°C en oscuridad durante 2 horas. Terminado el tiempo de
incubacion, se realizaron 6 lavados con TBS/Tween 20 al 2% y después se agrego
el anticuerpo secundario (cabra antihumano) acoplado a fosfatasa (Sigma, EUA)
en una dilucién 1:5000 en solucion de bloqueo y se incubd durante 2 horas a 37°C
en oscuridad. Terminada la incubacion se procedié a lavar 8 veces la placa con
TBS/Tween 20 al 2%, para después agregar a los pozos un agente generador de
color (100uL por pozo), que consiste en 0.03g. de sustrato de fosfatasa alcalina
por cada 5 mL. de dietanolamina (el agente cromdgeno generara un color
amarillo). Posteriormente se incub6 a 37°C en oscuridad durante una hora, para
finalmente detectar la reaccion enzimatica en un lector de placas (Molecular
Devices, Emax) a 405 nm.

Para cada ensayo se incluyé un grupo de pozos para determinar el valor
inespecifico de la reaccion enzimatica. Este valor fue obtenido al incluir en dichos
pozos, los péptidos correspondientes, los anticuerpos secundarios y el sustrato de
la fosfatasa alcalina, y son incluidos en cada grafica. El valor de corte para
determinar la seroreactividad de los sueros se obtuvo mediante la media +3
desviaciones estandar de las absorbancias de un grupo de 10 muestras de
mujeres normales negativas al virus y por ende a los péptidos (Monroy et al.,
2011). Este método de obtencién de valor de corte se aplicd para todas las
graficas. Para comparar si existe alguna diferencia estadistica significativa entre
los diferentes grupos de pacientes y donadoras normales, se empleé la prueba T
de Student de dos colas. Todos los analisis estadisticos y graficas se realizaron
con el software GraphPad PRISM 5.0 para Windows (GraphPad Software, Inc.).
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8. Resultados

Se determind la presencia de anticuerpos reactivos a los 3 péptidos en pacientes
con CaCu y NIC-I positivas a VPH-16 y también se determinaron los anticuerpos
reactivos en pacientes con CaCu y NIC-I con VPH diferente al 16. Esto con la
finalidad de detectar si las pacientes infectadas por VPH diferente al tipo 16 son
susceptibles a generar titulos de anticuerpos dirigidos hacia epitopes de los
péptidos antes mencionados.

Determinacion de la presencia de anticuerpos reactivos a péptidos
TPTLHEYMLDLQPETT (E7 VPH-16), YSKISEYRHYC (E6 VPH-16) vy
DPQERPRKLPQLCTELQTT (E6 VPH-16) en pacientes con lesion cervical
infectadas por VPH-16

Se determind la presencia de anticuerpos reactivos a los 3 péptidos en pacientes
con CaCu y NIC-I positivas a VPH-16, para los que se realizaron varios ensayos
ELISA. El primer péptido utilizado fue el TPTLHEYMLDLQPETT (E7 VPH-16)
[Figura 8], donde el grupo de pacientes diagnosticadas con CaCu tuvo los mas
altos titulos de anticuerpos y una diferencia estadisticamente significativa con el
grupo NIC-I y el grupo de donadoras normales al ser sometidos a una prueba
estadistica T no pareada, de dos colas. Adicionalmente, se realiz6 una prueba de
comparacion multiple de Dunnett, donde igualmente se obtuvieron diferencias
significativas entre el grupo de CaCu y NIC-I contra el grupo de donadoras
normales.
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Péptido 1(TPTLHEYMLDLQPETT)
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Figura 8. Valores en las absorbancias obtenidas con ensayos ELISA en el péptido
TPTLHEYMLDLQPETT (E7 VPH-16). Los valores de columna de pacientes con CaCu (n=19) son
significativamente mayores que los valores obtenidos de pacientes con NIC-1 (n=19) (P=0.0382).
Los valores de la columna de pacientes con NIC-1 (n=19) son significativamente mayores que los
valores de las donadoras normales (n=10) (P=0.0004). Los valores de columna de pacientes con
CaCu (n=19) son significativamente mayores que los valores obtenidos en donadoras normales
(n=10) (P<0.0001). EIl valor de corte se determindé mediante el valor promedio de donadoras
normales (n=10) +3 desviaciones estandar (Monroy et al., 2011), cuyo valor fue 0.9209.
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Por otro lado, cuando se utilizo el péptido YSKISEYRHYC (E6 VPH-16) se
observo también que la tendencia del grupo de pacientes diagnosticadas con
CaCu es mayor que las pacientes diagnosticadas con NIC-l y donadoras normales
[Figura 9]; lo que se corrobora con una prueba T no pareada de dos colas y una
prueba de comparacion multiple de Dunnett.

Péptido 2 (YSKISEYRHYC)
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Figura 9. Valores en las absorbancias obtenidas con ensayos ELISA en el péptido YSKISEYRHYC
(E6 VPH-16). Los valores de columna de pacientes con CaCu (n=19) son significativamente
mayores que los valores obtenidos de pacientes con NIC-I (n=20), (P = 0.0207). Los valores de
columna de pacientes con CaCu (n=19) son significativamente mayores que los valores obtenidos
en donadoras normales (n=10), (P = 0.0145). El valor de corte fue 0.373189 con 10 muestras
normales.
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El tercer péptido probado fue DPQERPRKLPQLCTELQTT (E6 VPH-16), el cual
genero valores de titulacion muy similares a los del primer péptido; sin embargo,
las pacientes diagnosticadas con NIC-I también generaron titulos similares [Figura
10]. Al someter los grupos a una prueba T no pareada y a la prueba de
comparacion multiple de Dunnett, no existe diferencia significativa entre los tres
grupos. El valor de corte fue de 0.92572.

Péptido 3 (DPQERPRKLPQLCTELQTT)
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Figura 10. Valores en las absorbancias obtenidas con ensayos ELISA en el péptido
DPQERPRKLPQLCTELQTT (E6 VPH-16). Los valores de columna de pacientes con CaCu (n=19)
y de NIC-I (n=20) son muy similares y no arrojan una diferencia estadistica significativa. El valor de
corte fue de 0.9257 con 10 muestras normales.
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Posteriormente se categorizaron los resultados para evaluar si los valores
obtenidos en los ensayos ELISA tienen una correlacion con el estadio tumoral
[Tabla 3]. Sin embargo no parece existir una correlacion entre el estado de la
enfermedad y los titulos de anticuerpos obtenidos por ELISA, ya que la gran
mayoria de las pacientes con titulos altos tienen un avance moderado en la
enfermedad.

Péptido TPTLHEYMLDLQPETT Péptido YSKISEYRHYC Péptido DPQERPRKLPQLCTELQTT
(E7 VPH-16) (E6 VPH-16) (E6 VPH-16)
# de pacientes #de pacientes #de pacientes
Nimero de con Ab> del E stadio Nimero de con Ab> del Estadio MNimero de con Ab> del Estadio
muestras valor de corte Clinico muestras valor de corte Clinico muestras valor de corte Clinico
= 19 6(31.57%) 2(lIA) 19  10(52.63%) 1 (I1A) 19  2(10.52%) 1(IB)
o 2 (1B) 3(1B) 1(l1B)
8 2 (11B) 4(1B)
1(I1B)
1(IvB)
o 19  1(5.26%) 20 7 (35%) 20 2 (10%)
P

Tabla 3. Tabla que muestra el porcentaje de pacientes cuyos valores de absorbancia fueron
mayores al limite de corte obtenido, con sus respectivos estadios clinicos de progresion.

Determinacion de la presencia de anticuerpos reactivos a péptidos
TPTLHEYMLDLQPETT (E7 VPH-16), YSKISEYRHYC (E6 VPH-16) vy
DPQERPRKLPQLCTELQTT (E6 VPH-16) en pacientes con lesion cervical
infectadas por VPH diferente al 16

Se determind la presencia de anticuerpos reactivos a los 3 péptidos en pacientes
con CaCu y NIC-I con infeccion por VPH diferente al tipo 16. El primer péptido
utilizado fue el TPTLHEYMLDLQPETT (E7 VPH-16) [Figura 11]. Esta gréafica
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muestra una gran homogeneidad en los promedios tanto de la columna de NIC-I
como de la columna de CaCu y no presentan diferencia significativa; por otra
parte, la columna de pacientes con NIC-I presentd diferencia estadistica
significativa comparada con la columna de donadoras normales en una prueba T
no pareada de dos colas, la cual, sin embargo, no se present6 al realizar una
prueba de comparacion multiple de Dunnett. El valor de corte fue de 0.6991.

Péptido 1(TPTLHEYMLDLQPETT)
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1.5- ~1.5
1.44 L 1.4
"é" 1.3 - %* N L 1.3
= 1.2 _ 1.2
o 1.1- 11
O 1.0- L 1.0
3 094 - L 0.9
© 0.8 _ 0.8
0 074 _ 0.7
C 06- _ 0.6
8 o054 _ 0.5
= 044 L 0.4
2 0.3- _ 0.3
Q 0.2- L 0.2
<L 0.1 L 0.1
u'u ) I ) ) U.D
4 Y G &
> {6\ N
P @

Figura 11. Valores en las absorbancias obtenidas con ensayos ELISA en el péptido
TPTLHEYMLDLQPETT (E6 VPH-16). Los valores de columna de pacientes con CaCu (n=20) y de
NIC-I (n=20) no arrojan una diferencia estadistica significativa. La columna de pacientes con NIC-I
y la columna de donadoras normales (n=10) presenta una diferencia significativa (P=0.0243). El
valor de corte fue de 0. 6921.
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El segundo péptido que se utilizo fue el YSKISEYRHYC (E6 VPH-16), donde las
pacientes con NIC-l y CaCu tienen un comportamiento similar [Figura 12]. 2
pacientes con CaCu rebasaron la linea de corte, mientras que solo 1 paciente con
NIC-I rebaso dicha linea. No existié una diferencia estadistica significativa.

Peéptido 2 (YSKISEYRHYC) Pacientes =/ 16
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Figura 12. Valores en las absorbancias obtenidas con ensayos ELISA en el péptido
YSKISEYRHYC (E6 VPH-16).La columna de pacientes con CaCu (n=20), NIC-I (n=20) y
donadoras normales (n=10), no tienen diferencia estadistica. El valor de corte fue de 0.8585.
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Para el tercer péptido DPQERPRKLPQLCTELQTT (E6 VPH-16) se utilizaron 20
muestras de pacientes con CaCu, 20 muestras de pacientes con NIC-l y 10
muestras de donadoras normales [Figura 13]. Ningun valor en las titulaciones de
anticuerpos rebaso la linea de corte. El valor de corte fue 0.9991. En esta gréfica
no existe diferencia significativa.

Péptido 3 (DPQERPRKLPQLCTELQTT)
Pacientes =/ 16
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Figura 13. Valores en las absorbancias obtenidas con ensayos ELISA en el péptido
DPQERPRKLPQLCTELQTT (E6 VPH-16).La columna de pacientes con CaCu (n=20) y la columna
con NIC-1 (n=20) no tienen diferencia estadistica. El valor de corte fue de 0.9991 con 10 muestras
normales.
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Posteriormente en la tabla 4 se categorizaron los valores de las pacientes con
absorbancias superiores al limite de corte junto con el estadio tumoral (FIGO). No
parece existir una relacion entre el estado avanzado de la enfermedad y los
valores de absorbancia.

Péptido TPTLHEYMLDLQPETT Péptido YSKISEYRHYC Péptido DPQERPRKLPQLCTELQTT
(E7 VPH-16) (E6 VPH-16) (E6 VPH-16)
#de pacientes #de pacientes # de pacientes
Mimero de con Ab> del Estadio MNimero de con Ab> del Estadio MNimero de con Ab> del Estadio
muestras valorde corte Clinico muestras valorde corte Clinico muestras valor de corte Clinico
= 20 4(20%) 1(1A) 20 2(10%) 1(1B) 20 0 (0%)
& 1(iB) 1(11B)
© 2(uB
O e
o 20 1 (5%) 20 1(5%) 20 0 (0%)

Tabla 4. Tabla que muestra el porcentaje de pacientes cuyos valores de absorbancia fueron
mayores al limite de corte obtenido, con sus respectivos estadios clinicos de progresion.
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9. Discusioén

Se ha reportado que la presencia en suero de anticuerpos que reconocen a
particulas tipo-virus (VLP) conformadas por la proteina L1 de VPH, es resultado de
una exposicion persistente a los virus (Cason et al.,1992; Dillner et al.,1995;
LeCann et al.,1995; Sharma et al.,1996), y esto a su vez se asocia con la
progresion de la enfermedad; sin embargo, la presencia de estos anticuerpos no
siempre es un indicador seguro de la progresion de lesiones malignas, debido a
diferentes factores.

Por otra parte, también se ha demostrado la presencia de anticuerpos que
reconocen a péptidos de la proteina L1 en suero de pacientes con infeccién por
VPH-16.

En el mismo sentido, nuestro grupo de trabajo demostré que el uso de un péptido
derivado de la proteina L1 de VPH-16 permitié la discriminacion de muestras de
sueros entre grupos de pacientes con infeccion por VPH de alto riesgo y de bajo
riesgo (Rocha et al., 1996).

Por otro lado, se ha demostrado que las lesiones malignas estan asociadas con el
incremento en los titulos de anticuerpos séricos de las proteinas E6 y E7 (Lehtinen
et al., 2003; Park et al., 1997; Viscidi et al., 1993).

Por lo tanto, un reciente estudio realizado por nuestro equipo de trabajo report6
una mejor deteccion de anticuerpos especificos por el método de ELISA utilizando
una novedosa particula tipo viral compuesta por la proteina L1 fusionada con
péptidos seroreactivos de las proteinas E6 (PRKLPQLCTELQTTI) y E7
(EIDGPAGQAEPDRAHYNI, RAHYNIVTF, TLGIVCPI) comparado con una VLP
que sOlo contiene la proteina L1, en pacientes con NIC-I (Monroy et al., 2011),
sugiriendo gue la actividad se debi6 al reconocimiento de los péptidos antigénicos
de E6 y de E7 contenidos en la VLP quimérica.

Con la finalidad de complementar esas observaciones, se evaluaron los titulos de
anticuerpos séricos en pacientes con neoplasias cervicales con VPH tipo 16 y en
pacientes con VPH diferente al tipo 16.

Observamos que para pacientes con infeccion por VPH-16, el péptido 1
(TPTLHEYMLDLQPETT) tuvo un mayor reconocimiento por anticuerpos de
pacientes con diferentes grados de CaCu, comparado con las pacientes con NIC-I
y con las donadoras normales, con una diferencia estadistica significativa. Este
resultado encuentra una correspondencia con un reporte previo, en el que
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utilizaron a las proteinas E7 de VPH 16 y 18 completas, y los porcentajes de
anticuerpos correspondieron con el avance de la enfermedad: 53% en pacientes
con CaCu, 40% en NIC y 8% en mujeres normales (Ravaggi et al., 2006).

Por otro lado, se obtuvo un comportamiento similar para el péptido 2
(YSKISEYRHYC), donde existi6 una diferencia significativa entre los grupos de
pacientes con CaCu y NIC-I; igualmente para pacientes con CaCu y donadoras
normales, aunque no se encontré diferencia entre pacientes con NIC-I vy
donadoras normales. Estos resultados sugieren que el péptido 1
(TPTLHEYMLDLQPETT) tiene la capacidad de ser reconocido por anticuerpos
especificos en diferentes grados de avance en la enfermedad (lo cual puede ser
de gran valor clinico al realizar una valoracién de prondstico), y el péptido 2
(YSKISEYRHYC) solo es reconocido en etapas avanzadas.

El péptido 3 (DPQERPRKLPQLCTELQTT) dio como resultado una alta
reactividad, tanto en pacientes con lesiones como en donadoras normales, aunque
sin diferencia significativa. Por tanto, no es clara la facultad de este péptido para
poder discriminar entre donadoras normales y entre pacientes con lesiones de
diverso grado de avance. Una posible respuesta a la alta reactividad inespecifica
hacia este péptido es que en el suero de las mujeres normales existan anticuerpos
hacia tipos virales de bajo riesgo u otras proteinas que puedan provocar una
reaccion cruzada (Di Bonito et al., 2006).

Por lo tanto, la actividad con la mayor utilidad potencial para discriminar entre
diferentes estadios de la enfermedad incluyendo las etapas tempranas,
correspondié con el péptido 1 TPTLHEYMLDLQPETT, el cual se deriva de la
proteina E7, en tanto que las secuencias de los péptidos 2 y 3 derivan de la
proteina E6. Es de remarcable interés que diferentes estudios seroldgicos
concuerdan en que la proteina E7 es mayormente reconocida que la proteina E6
en pacientes infectados por VPH-16. Sin embargo, existen péptidos de la proteina
E6 que pueden ser parcialmente Utiles en la discriminacion de diferentes estadios
de la enfermedad, como lo es el péptido 2 (YSKISEYRHYC E6 VPH-16). De
acuerdo con ello, en un estudio se corrobor6 que en mujeres con carcinomas
orofaringeos positivas a la infeccion por VPH-16 se encuentran mayores titulos de
anticuerpos contra la proteina E7 (51.78%) que contra la proteina E6 (36.60%) y
sugieren que la proteina E7 es un buen candidato como biomarcador en pacientes
asociados con el padecimiento (Anderson et al., 2011).

Por otra parte, con la finalidad de evaluar la especificidad del reconocimiento por
anticuerpos de los péptidos incluidos en este estudio, se realizaron los ensayos
con sueros de una poblacion de pacientes con neoplasias cervicales con tipos de
virus diferentes al 16.
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Al probar el péptido 1 (TPTLHEYMLDLQPETT) en un grupo de muestras de
pacientes con tipos de virus diferentes al HPV16 se observé que no hay una
diferencia estadistica significativa entre CaCu y NIC-l. Por otra parte, si
encontramos una diferencia entre el grupo de pacientes con NIC-I y el grupo de
donadoras normales, mediante una prueba T, pero no cuando se sometieron estos
dos grupos a una prueba de comparacion multiple de Dunnett, resaltando una
muestra de NIC-I que rebasoé el valor de corte. La minima diferencia observada
entre los grupos CaCu, NIC-1 y donadoras podria explicarse por la presencia de
anticuerpos hacia tipos de virus emparentados filogenéticamente al 16, asi como
el pobre reconocimiento de los anticuerpos de sueros de pacientes con VPH
diferentes al 16 hacia los péptidos que provienen de proteinas de VPH-16.

El reconocimiento del péptido 2 (YSKISEYRHYC) no presenta diferencia
estadistica significativa entre los grupos NIC-I, CaCu y normales, aun cuando los
anticuerpos de algunas pacientes de CaCu y NIC-I rebasan la linea de corte; del
mismo modo que con el péptido 1, esto se puede deber a infecciones con tipos
relacionados al VPH-16 que pueden presentar esas pacientes y al estado
avanzado de la enfermedad.

Como en el caso de las muestras de pacientes positivas para VPH-16, el
reconocimiento hacia el péptido 3 (DPQERPRKLPQLCTELQTT) no difirid tanto
entre las donadoras normales y las pacientes con lesiones, lo cual corrobora que
el uso de este péptido no parece ser conveniente para la discriminacion de grupos
en diferentes estadios de la infeccién por VPH.

Por tanto, nuestros resultados indican que los péptidos 1 y 2 pueden ser
reconocidos por anticuerpos de pacientes con infeccién por VPH-16, pero no asi el
péptido 3. Seria interesante evaluar la capacidad de reconocimiento de los
péptidos 1 y 2 por sueros de pacientes con VPH relacionados filogenéticamente
con el VPH-16.

Por otra parte, seria interesante evaluar si la reactividad de los péptidos
(TPTLHEYMLDLQPETT E7) y (YSKISEYRHYC E6), pueden ser semejantes con
la observada en otro reporte, donde en pacientes que presentaban CaCu
infectadas por VPH-16 se encontraron anticuerpos especificos a la proteina E7 en
lavados cervicovaginales y en suero, mientras que en pacientes con NIC no existia
reactividad de IgG’s en suero, pero si una baja reactividad de anticuerpos en
lavados cervicovaginales (Tjiong et al., 2000). Estos resultados sugieren que el
namero de anticuerpos contra la proteina E7 en suero de pacientes infectadas con
VPH-16 se incrementan en funcion al avance de la enfermedad y que se pueden
encontrar anticuerpos contra E7 en etapas muy tempranas en el tracto cervical.
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Finalmente, los ensayos ELISA realizados en este trabajo pueden resultar ser una
herramienta util en la evaluacion de riesgo en la progresion de cancer en mujeres
que tienen altos titulos de anticuerpos especificos contra los péptidos 1 y 2
(TPTLHEYMLDLQPETT, YSKISEYRHYC). Existen estudios longitudinales que
han demostrado que mujeres con lesiones persistentes que generan anticuerpos
son 5 veces mas susceptibles a desarrollar lesiones cervicales intraepiteliales
comparados con mujeres que no generan anticuerpos (Carter et al., 1996;
Nakagawa et al.,, 2002). Mientras que la persistencia de anticuerpos en suero
contra VLP de VPH-16 incrementa el riesgo de desarrollar carcinoma in situ o
cancer cervical (Sasagawa et al., 1998; Lehtinen et al., 1996), lo que sustenta la
importancia de los ensayos ELISA realizados en este trabajo y su potencial uso
como herramienta clinica.
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10. Conclusiones

El péptido 1 TPTLHEYMLDLQPETT (E7 VPH-16) es reconocido mas
intensamente por los anticuerpos séricos de pacientes con CaCu | - IV, en
comparacion con las pacientes con lesiones de menor grado (NIC-I), y menos adn,
por las donadoras normales.

Ademas, el péptido 1 es reconocido en menor grado por sueros de pacientes con
tipos virales diferentes al 16, presentando una diferencia significativa entre los
grupos de pacientes con NIC-I y las donadoras normales.

El péptido 2 YSKISEYRHYC (E6 VPH-16) es reconocido mas fuertemente con
sueros de pacientes positivas a infeccion por VPH-16 con lesiones mas avanzadas
y no en lesiones tempranas; tampoco por pacientes con otro tipo de infeccion.

El péptido 3 DPQERPRKLPQLCTELQTT (E6 VPH-16) tiene una reacciéon muy
inespecifica en sueros de pacientes con CaCu y en pacientes con NIC-I; lo que
sugiere que el péptido 3 no parece tener facultades como un candidato a
marcador tumoral.

No encontramos una correlacion entre los valores de titulacion de anticuerpos con
el grado de avance de la lesion presente en la paciente.
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