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Resumen

Segun la OMS (Organizacion mundial de la salud) el Cancer Cervicouterino (CaCu) es
la segunda causa de muerte mas comun entre las mujeres en el mundo con 300,000
decesos al afio, el 80 % de los casos corresponde a los paises en vias de desarrollo y
cerca de 500,000 casos nuevos se presentan cada afio, lo que representa un
importante problema de salud publica. EI CaCu se ha convertido en una causa
importante de morbilidad y mortalidad entre las mujeres.

Se sabe que el factor etiolégico mas importante del cancer cérvicouterino es el virus de
papiloma humano (HPV por sus siglas en inglés) siendo los virus tipo 16 y 18 los mas
prevalentes y agresivos causando cerca del 70 % de las lesiones cancerosas.

Actualmente existen vacunas profilacticas basadas en la inmunizacion con particulas
tipo virus o VLP (del inglés Virus Like Particles) conformadas por la proteina L1 (VLP-
L1), que representa aproximadamente el 80% de la capside viral, y que inducen una
fuerte respuesta de anticuerpos neutralizantes con capacidad profilactica. Asimismo se
ha reportado que pacientes con infeccion por HPV y con lesiones premalignas y
malignas del cuello uterino, presentan anticuerpos especificos a VLP-L1 y que los
titulos de anticuerpos incrementan con el estadio de la enfermedad. Por otro lado,
también es conocido que la presencia de anticuerpos especificos a las oncoproteinas
E6 y E7 de HPV de alto riesgo, como lo es el HPV-16, se asocia fuertemente con la
progresion de la enfermedad, debido a que la expresion de las oncoproteinas E6 y E7
es necesaria para mantener el estado transformado de las células malignas.

Nuestro equipo de trabajo en colaboracion con el CINVESTAV Unidad Guanajuato, ha
disefiado VLP quiméricas (cVLPs), basadas en la fusion de péptidos de las
oncoproteinas virales E6 y E7 a la proteina L1. Estas se generaron como proteinas
recombinantes utilizando plantas de tabaco de la especie Nicotiana benthamiana como
sistemas de expresion, tomando en cuenta sus bajos costos de produccién; ademas de
la ausencia del riesgo de contaminacion por patdgenos humanos, entre otras ventajas.

En el presente trabajo se evalué mediante la técnica de ELISA, la capacidad de las
cVLPs y VLP-L1 de HPV-16 para detectar anticuerpos especificos en sueros de 15
donadoras con un analisis de Papanicolaou normal, 22 de pacientes con lesiones
cervicales escamosas intraepiteliales tempranas (LSIL) y 20 de pacientes con cancer
invasor (CaCu I-1V) positivas a la infeccién por HPV-16.

Las cVLPs permitieron detectar de manera diferencial, mayores titulos de anticuerpos
especificos en pacientes con LSIL y con CaCu respecto a los detectados en sueros de
donadoras normales; mientras que las VLP-L1 Unicamente permitieron detectar titulos



altos de anticuerpos en pacientes con CaCu. Asimismo, las cVLPs permitieron detectar
mayores titulos de anticuerpos en pacientes con LSIL y CaCu respecto a los
detectados con VLP-L1. De manera interesante, los titulos mas altos de anticuerpos
especificos a cVLPs se encontraron en sueros de las pacientes con estadios clinicos
mas avanzados. Se sugiere que los péptidos E6 y E7 contenidos en las cVLPs puedan
ser blancos antigénicos importantes en la deteccion de anticuerpos especificos en
pacientes con LSIL y CaCu y por tanto pudieran ser importantes como marcadores
seroldgicos en la progresion de la enfermedad.



1.- MARCO TEORICO

1.1.- Cancer cérvico uterino y Virus de papiloma humano

Los canceres humanos surgen a causa de una serie de alteraciones genéticas que
modifican el comportamiento celular. El dafio genético puede ser hereditario o
presentarse como resultado de la exposicion a carcin6genos exdgenos o0 de procesos
mutdgenos dentro de la célula. Entre los cambios moleculares se encuentran,
expresion excesiva, amplificacion o mutacion de oncogenes; falla en la funcion de un
gen supresor tumoral a causa de una mutacion o deleccion o por la subversion de
moléculas supresoras tumorales a causa de una infeccion viral (Maxwell et al., 2006).

De acuerdo con la Sociedad Americana del Cancer 7,6 millones de personas murieron
de cancer en el 2007, ésta enfermedad causa cerca del 13% de todas las muertes a
nivel mundial. Particularmente, el cancer de cuello uterino (CaCu) se ha convertido en
una causa importante de morbilidad y mortalidad entre las mujeres, sobre todo de
paises en desarrollo; significa la segunda causa de muerte por neoplasias malignas en
mujeres mayores de 25 afos (Castro et al., 2010).

Uno de los descubrimientos mas importantes en la investigacion etiolégica del cancer
de estos ultimos 25 afios, ha sido la demostracién de que el principal factor asociado al
desarrollo del CaCu es el virus del papiloma humano (HPV, por sus siglas en inglés)
(Lépez et al., 2006).

Aungue la mayoria de las infecciones por HPV son autolimitantes, las infecciones
persistentes con tipos de HPV de alto riesgo pueden provocar cancer cervicouterino
causando la muerte de aproximadamente 250,000 mujeres al afio. (Malik et al., 2009).
En México, en el afio 2002, se presentaron 12,512 nuevos casos de CaCu. Esta
enfermedad fue la primer causa de muerte entre las mujeres mexicanas con cancer,
ocupando un 16.6% con respecto a otros canceres (Lopez et al., 2006). (Figura 1).
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Figura 1. Muerte en mujeres por cancer en México para el afio 2002. Tomado y modificado de (L6pez et
al., 2006).

El cancer cervicouterino puede ser distinguido desde sus fases iniciales mediante
estudios citolégicos e histopatologicos. La clasificacion morfolégica de la
carcinogénesis del cuello uterino consta de varias etapas que van desde: Epitelio
Normal; Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC é CIN por sus siglas en inglés) en sus
tres grados NIC I, NIC Il y NIC llI; y por dltimo el carcinoma invasor, desde grado |
hasta el grado IV. (Carrasco, 2010). (Figura 2).

Eliminacién del virus. Persistencia viral.
Regresién a la normalidad Progresion del cancer

NIC -1l NICHI CaCu

Figura 2. Clasificacion morfoldgica de la carcinogénesis del cuello uterino. Tomado y modificado de (Cid,
20009).

Entre los factores de riesgo tradicionales del CaCu se encuentran: fumar, nivel de
educacion, numero de embarazos, tiempo entre cada Papanicolaou y edad de la
primera relacion sexual (Mann et al., 1990).



La diseminacion es por contacto sexual y los érganos mas susceptibles de infeccion
con potencial de iniciar una transformacién neoplasica son el cuello uterino (zona de
transicion) y la linea pectinea del canal anal (Sanjosé et al., 2001).

El HPV es una de las infecciones de trasmision sexual méas frecuentes en el mundo,
misma que puede ser asintomatica por largos periodos de tiempo (Walboomers et al.,
1999; Cutts et al., 2007). La asociacion cancer-virus es particularmente fuerte con los
tipos de HPV que se han denominado de alto riesgo (HPV-AR), principalmente HPV 16,
18, 31, 33, 35, 52, 56 y 58 (Hernandez et al., 2002). El tipo 16 y 18, originan el 70% de
los casos de lesiones cancerosas (Castro et al., 2010).

Se han determinado en la actualidad cerca de 100 tipos diferentes de HPV que pueden
afectar al hombre (Xercavins et al., 2002). Cada tipo existente fue clasificado de
acuerdo a las diferencias en las secuencias de aminoacidos de la proteina L1, la cual
es la mas abundante en la capside del virus (Day et al., 2010). Los subtipos vienen
definidos por una homologia del 90-98%, y las variantes o polimorfismos presentan una
homologia superior al 98% (Xercavins et al., 2002).

El virus del papiloma humano tipo 16 es la causa del 50% o mas de los canceres de
cuello uterino en mujeres. La infeccion por HPV -16, es muy comun en mujeres jévenes
sexualmente activas, sin embargo, la mayoria logra montar una respuesta inmune
efectiva y clara contra la infeccion. Aproximadamente el 10% de los individuos
desarrollan una infeccion persistente, y es esta cohorte de pacientes los que estan en
riesgo de progresar a cancer con el desarrollo de lesiones precursoras de alto grado y
carcinoma invasivo (Stanley et al., 2007).

Las lesiones precursoras son crecimientos anormales de células escamosas del cuello
uterino y se clasifican como lesiones escamosas intraepiteliales de bajo grado [LSIL o
neoplasia intraepitelial cervical 1 (CIN 1)] o lesién intraepitelial escamosa de alto grado
[HSIL o neoplasia intraepitelial cervical 2 (CIN2) - neoplasia intraepitelial cervical 3
(CIN3)]. La mayoria de las LSIL regresan espontaneamente, sin embargo, algunos
LSIL progresan a HSIL. A medida que avanzan las LSIL se lleva a cabo la integracion
del ADN viral para llegar HSIL y se inicia eventos de transformacién mediadas por dos
proteinas oncogénicas E6 y E7. Aproximadamente dos tercios de HSIL se espera que
persistan, y la probabilidad de que los HSIL no tratados, en particular CIN3, progresen
a cancer invasivo, es superior al 12%. Las mujeres con HSIL, por lo tanto suele tratarse
con el procedimiento de escisién electroquirtrgica con asa (Kim et al., 2012).



1.1.2.- Virus del papiloma (HPV)

Actualmente se acepta que el virus del papiloma humano (HPV) es el principal agente
etiologico infeccioso asociado al CaCu y las NICs (Hernandez et al., 2002), estan
ampliamente distribuidos en la naturaleza e infectan tanto aves como mamiferos;
aunque los virus son absolutamente especificos para cada especie, por lo que los HPV
sélo infectan a los seres humanos, el papilomavirus de conejo sélo infectan a los
conejos, y asi sucesivamente. Estos virus tienen una predileccion por la infeccion de
mucosas internas escamosas (Stanley et al., 2007).

Este virus pertenece a la familia Papillomaviridae, es de tamafo pequefio, no
encapsulado, con una estructura icosaédrica y una doble cadena de ADN circular de
7500 a 8000 pb (Concha, 2007) (Figura 3). La céapside del viribn consta de dos
proteinas L1 con un peso molecular de 55 KDa que constituye el 80% de la capside del
virus y L2, con un peso molecular de 53 KDa aproximadamente. (Xercavins et al.,
2002). Los HPV codifican so6lo de 8 a 10 genes y la mayoria de los factores necesarios
para la produccion de virus del papiloma incluyendo aquellos implicados en la
transcripcion viral, traduccion y replicacion del ADN lo proporciona la célula huésped.
La inmortalizacién de las células por HPV esta restringida por los tipos de alto riesgo y
es inducida por la asociacion de las oncoproteinas E6 y E7 que regulan la proliferacion
celular (Hubert & Laimins, 2001).

Proteinatransformante del HPY,
promueve |z degradacidn de p53

Proteinatransformante del HPV;
s2 lige 2 lz proteina Rb

Proteina mayoritariz
de |z capside ——

Regulacionde |la replicacion
del ADN =pisomal

Proteina minoritaria Proteinz reguladora

de la transcripcidn

Proteina transformador= Reorganizacion
de membrana del citoesqueleto

Figura 3. Organizacion del genoma del HPV. Tomado y modificado de (Lin et al., 2010).

de la cipside




La transcripcion del ADN viral se efectia en una sola direccion siguiendo el sentido de
las agujas del reloj. Los genes residen exclusivamente en una de las dos cadenas del
ADN y se constituyen en ORF (open reading frames) o secuencias de lectura abierta
(Xercavins et al., 2002).

El genoma viral tiene la capacidad de codificar para estas dos proteinas llamadas
proteinas tardias, y ademas codifica para otras seis proteinas denominadas proteinas
tempranas (Tabla 1), las cuales son necesarias para la replicacion del ADN viral (E1),
la transcripcion (E2) y la transformacion (E5, E6 y E7) (Serra 1993; Mufioz et al., 2003).

Funcionalmente estan organizados en 3 regiones:

1. Genes tempranos (E): E1-E7 que codifican proteinas que funcionan como genes
replicadores y reguladores y que se transcriben al inicio del ciclo vital del virus.

2. Genes tardios (L): son L1 y L2 que codifican las proteinas de la capside y que se
expresan al final del ciclo vital del virus.

3. Genes reguladores (LCR): es la region larga de control que se encuentra entre las
dos regiones descritas y contiene muchos de los elementos de control de la
transcripcion y regulacion, es una region no codificante (Xercavins et al., 2002).

Proteina viral Funcion
E1l Helicasa, ATPasa, proteina de unién a ATP esencial
para la replicacion del ADN viral
E2 Factor de transcripcion viral que se une a E1

facilitando el inicio de la replicacién viral
importante en la encapsidacion del genoma

E4 Interactla con proteinas del citoesqueleto,
permitiendo el ensamblaje viral

E5 Actividad de regulacién débil. Sobreregula los
receptores de factores de crecimiento

E6 Se une a p53, dirigiéndola a degradacion mediada

por ubiquitinacién. Con E7 inmoviliza los
queratinocitos primarios

E7 Se une a la proteina del retinoblastoma (pRb),
altera el punto de control G1/S. Coopera con E6
para inmortalizar a las células primarias

L1 Proteina mayoritaria de la capside

L2 Proteina minoritaria de la capside

Tabla 1. Funcién de las proteinas del HPV. (Stanley et al., 2007).

Los HPV se pueden dividir en aquellos predominantemente relacionados con verrugas
ano-genitales o condilomas benignos como los tipos de HPV-6 y -11, y aquellos




asociados con canceres ano-genitales y lesiones precursoras (neoplasia intraepitelial)
particularmente del cuello uterino: HPV-16, 18, 31, 33, 35 y 45 (Stanley et al., 2007).

El ciclo vital del papilomavirus se produce de forma coordinada con la diferenciacion y
division celular del epitelio escamoso. El inicio de la infeccion se produce en las células
basales del epitelio escamoso a través de microlesiones que exponen dicha capa al
virus. La produccion de viriones maduros, sin embargo, no se produce hasta la capa
exterior del epitelio estando ligada la multiplicacion viral al patrén normal de
gueratinizacion y diferenciacion celular (Xercavins et al., 2002).

El virus infecta a un subconjunto de células basales primitivas, células madre, con un
bajo nimero de copias. En algin momento después de la infeccion hay una ronda de
replicacion del ADN viral que parece ser independiente del ciclo celular y que amplifica
el nimero de copias virales a aproximadamente 50-100 copias por célula; hay pues,
una fase de mantenimiento de plasmido o episomal, la expresion génica viral es
minima y, en particular, la expresion de los oncogenes E6 y E7 esta bajo un control
muy estricto, con transcripciones E6/E7 apenas detectables. E1 y E2 son esenciales
en la transcripcion y replicacion viral, E4 se une a citoqueratinas y esta implicada en la
modificacién de la red de citoesqueleto, E5 afecta a los receptores celulares de los
factores de crecimiento; mientras que E6 y E7 son las principales proteinas de
transformacion (Di Bonito et al., 2006). Cuando el queratinocito infectado entra en la
etapa de la diferenciacion, existe una enorme sobregulacion de la expresién génica
viral, la replicacion del ADN viral se produce, hay amplificacién del numero de copias
virales de por lo menos unas 1000 copias por célula, hay una abundante expresion de
los genes tempranos E6 y E7 y la expresion de los genes tardios del promotor tardio
(Stanley et al., 2007). (Figura 4).
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La interaccidon de la oncoproteina E7 con la proteina pRB (proteina de retinoblastoma
supresora de tumor) y la oncoproteina E6 con la proteina supresora de tumor p53
juegan un papel central en el proceso de transformacion de la célula. En las primeras
etapas de la infeccion por HPV, las asociaciones proteina-proteina se cree que alteran
el entorno celular para permitir el mantenimiento de los genomas virales.
Desafortunadamente, estas mismas interacciones también crean un estado de
inestabilidad gendémica que ayuda en la transformacion celular (Hubert & Laimins,
2001).

1.2.- Cancer cérvicouterino y respuesta inmune

Los individuos sanos se encuentran protegidos contra los microorganismos por medio
de diferentes mecanismos. Estos mecanismos de proteccion incluyen la inmunidad
innata que es también llamada natural o nativa y son todas la medidas de resistencia
congénitas que se activan y operan desde la primera vez que el cuerpo se enfrenta a
un patégeno y la inmunidad adaptativa, que es un mecanismo de defensa mucho més
evolucionado que es estimulado tras la exposicion a agentes infecciosos, y cuya
intensidad y capacidad defensiva aumenta después de una exposicion posterior a un
determinado organismo (Abbas et al., 2003).

El sistema de inmunidad innata detecta el peligro o el dafio en el tejido via sefializacion
de moléculas que normalmente no se encuentran exbgenamente, como estructuras de
manosa, proteinas de choque térmico, ADN, ARN, etc. Las células centinela,
incluyendo células epiteliales, células dendriticas (DC) (o células de Langerhans (CL)
en la piel), continuamente perciben el medio y se coordinan con efectores del sistema
inmune innato (monocitos, macrofagos, NK) para la proteccion de los tejidos de las
mucosas. Esto involucra la produccion de moléculas inmunoreguladoras como
Interferén-a, -B, y -y (INFs), Factor de crecimiento transformante- (TGF-B), Factor de
necrosis tumoral-a (TNF-a) e interleucinas (IL-1, -6, -10, -12 y -15) que pueden tener
efectos directos sobre el control de las células infectadas por el virus. Las CD o CL en
el epitelio cervical, son células presentadoras de antigeno. La informacién integrada y
adquirida por las DCs puede dar forma a la posterior célula T convirtiéndola en células
T cooperadoras (Th, por sus siglas en inglés T helper) del tipo 1 o tipo 2 0o T
reguladoras. Una respuesta Thl favorece la produccion de células T efectoras
citotoxicas que serian importantes en la limpieza de las células infectadas por el virus,
mientras que una respuesta Th2 facilitara la estimulacion de células B y su cambio de
isotipo proporcionando la generacion de anticuerpos neutralizantes (Stern, 2005).

La persistencia de la infeccion por HPV es la consecuencia de la incapacidad del
sistema inmune del huésped para eliminar a las células infectadas. Esto puede ser
debido al hecho de que el HPV se propaga sin causar lisis de los queratinocitos ni
viremia. (Cid, 2009), pues el virus se empieza a transcribir y replicar con el inicio de la
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diferenciacion terminal de las células (Ochi H et al., 2008). La proteina E6 de los tipos
16 y 18 de HPV tiene la capacidad de interactuar con proteinas celulares de la
regulacion del ciclo celular. Dentro de las proteinas que son degradadas, destaca la
proteina p53. Los niveles de p53, son en general bastante bajos en lineas celulares
positivas a HPV-16 y 18 y en células inmortalizadas por las oncoproteinas del HPV.
(Talis et al.,, 1998). La proteina E7 coopera con la E6 en la inmortalizacion de los
queratinocitos, interactuando con proteinas reguladoras del crecimiento celular como
pl07 y p130, relacionadas con el gen pRB, ciclina A y los factores de transcripcion de
la familia AP1 (Concha, 2007).

También la infeccion persistente esta inevitablemente ligada a mecanismos de evasion
inmune. EI HPV muestra diversos mecanismos para evadir el sistema inmune del
hospedero, por ejemplo: mantiene las proteinas virales bajas en las células, expresa
las proteinas de la capside sélo en las capas externas del epitelio y por lo tanto fuera
del alcance de las células presentadoras de antigeno, la inhibicién de elementos de
respuesta sensible como los interferones, y produccion de citocinas reguladoras como
TGF-B (Bolpetti et al., 2010). Un numero de observaciones indican que E7 de HPV 16
tiene un alto grado de homologia con varias proteinas humanas, lo que podria facilitar
el reconocimiento como antigeno propio (Cid, 2009).

A pesar de la capacidad de HPV para escapar de la inmunovigilancia, la infeccién por
HPV frecuentemente evoca una respuesta inmune celular y humoral discreta. Los
estudios serologicos basados en VLPs (Virus Like Particles) indican que en un 50% de
los casos la infeccién por HPV provoca una respuesta humoral antigénica (IgG) contra
regiones especifica (epitopos conformacionales) de la capside proteina (L1), que se
correlaciona con la presencia de ADN viral en el frotis cervicales. En el 50% restante de
la infeccibn desaparece sin dejar tras de si ninguna respuesta detectable de
anticuerpos. Hay anticuerpos neutralizantes que se encuentran durante la regresion de
lesiones inducidas por HPV. Ademas, la respuesta de anticuerpos contra E7 se
observa en un alto porcentaje en casos de NIC y CaCu (Carter et al., 2000).

1.3.- Vacunas para HPV

Hace poco mas de 25 afios se dio a conocer la asociacion entre el cancer
cervicouterino y el virus del papiloma humano (HPV) lo cual, nos ayuda a comprender
un poco mejor el desarrollo de la enfermedad, gracias a esto, se han podido
implementar diversas estrategias para combatir este mal.

En 1991 reportaron que habian logrado sintetizar particulas semejantes a virus a las
gue denominaron VLPs, esto fue posible gracias a la expresion de los genes de HPV-
16 (L1 y L2) en células eucariotas (células animales o levaduras) (Zhou et al., 1991). La
expresion de proteina nativa soluble L1 via vectores procariotas fue generalmente no
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exitosa; sin embargo en los 90’s se mostré que si la proteina L1 era expresada via
sistemas de expresion eucariota, el ensamble de ésta ocurria produciendo cépsulas
virales vacias. Subsecuentemente otros cientificos refinaron el ensamble de VLPs y
demostraron que el gen de L1 era suficiente para producir VLPs de HPV, las cuales al
ser inyectadas intramuscularmente a humanos voluntarios, producian altos titulos de
anticuerpos neutralizantes y una respuesta de células T especificas. Ademas los
anticuerpos neutralizantes generados mediante inmunizacion con VLP L1 protegian a
animales contra la infeccion viral y el desarrollo de papilomas (Zhou et al., 1991; Da
Silva et al., 2007; Stanley 2010; Faridi et al., 2011).

Hoy en dia se han logrado desarrollar vacunas contra cuatro serotipos del virus, una
de ellas es la vacuna recombinante tetravalente contra el HPV Gardasil de
Laboratorios Farmacéuticos Merck. La otra vacuna es bivalente contra el HPV Cervarix
de Laboratorios Glaxo Smith Kline, fue aprobada en julio de 2007 por la agencia
Europea de Medicinas (EMEA). Para mejorar el marco de seguridad y eficacia de la
vacunacion se han disefiado nuevas herramientas, las cuales van desde mejorar la
seleccion antigénica, la utlizacion de coadyuvantes para incrementar la
inmunogenicidad e incluso la investigacion sobre nuevas vias de administracion.
(Rivera et al., 2009). (Tabla 2). Actualmente se ha comprobado en diversas pruebas
clinicas que las vacunas profilacticas para HPV son efectivas para evitar la infeccion.

Cervarix Gardasil

Elaborada por: GlaxoSmithKline Merck & Co

Tipos de HPV 16, 18 6,11,16y 18

Dosis 20 pg HPV-16 L1 20 pg HPV- 6 L1
20 pg HPV-18 L1 20 pg HPV-11 L1

20 pg HPV-16 L1
20 pg HPV-18 L1

Fuente del antigeno Baculovirus Levadura
Adyuvante AS04 225 pg de Aluminio
Precio aproximado 100 Délares 120 Délares
Edades aprobadas 10-25 9-26

Tabla 2. Comparacion de las vacunas preventivas Cervarix y Gardasil. Tomado y modificado de (Lin et
al, 2010).
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Dichas vacunas profilacticas son efectivas para generar anticuerpos neutralizantes en
superficies mucosas, que previenen el desarrollo de lesiones precancerosas causadas
por HPV-16 y 18 principalmente. Sin embargo, las mujeres que ya estan infectadas con
HPV oncogénico estan en riesgo de desarrollar cancer y las vacunas profilcticas
actuales son ineficaces en estos casos. Esto hace necesario el desarrollo de vacunas
terapéuticas encaminadas a inducir respuesta inmune celular contra antigenos de
proteinas de expresion temprana como E6 y E7, los cuales a diferencia de las
proteinas de la capside, son expresados constitutivamente en lesiones precancerosas y
tumores. Por consiguiente fue necesario producir VLP que consistieran de la fusion de
proteinas L1 y/o L2 con proteinas transformantes E6 y/o E7, las cuales son
constitutivamente expresadas en todas las células de CaCu vy constituyen un blanco
Optimo para la inmunoterapia de cancer cervicouterino. Este tipo de particulas son
denominadas particulas tipo virales quimeéricas (cVLP) (Tindle 2002; Cid 2009).

1.3.1.- Particulas tipo virales quiméricas (cVLP)

Las particulas tipo virales o VLP’s, son fuertemente inmunogénicas y ademas buenas
candidatas para usarlas como vacunas profilacticas y terapéuticas contra la infeccion
por HPV, ya que también han mostrado ser buenos vehiculos para acarrear epitopes y
genes (Xu et al.,, 2006). De hecho, la construcciéon de VLPs quiméricas, al fusionar
ciertos inmundgenos en determinadas areas de las proteinas constitutivas de las VLPs,
ha facilitado el acarreo de epitopes o polipéptidos para inducir respuesta inmune
especifica mediada por linfocitos T citotoxicos y linfocitos B. Varios péptidos
antigénicos o polipéptidos derivados de la proteina E7 de HPV-16 han sido fusionados
en ciertas secuencias de la proteina L1, sin afectar el ensamblaje estructural de la VLP
y manteniendo sus propiedades inmunogeénicas (Liu et al., 2000; Liu et al., 2005;
Maclean et al., 2007). La fusion de un epitope a la proteina L1 ofrece grandes ventajas,
ya que tedricamente resulta en la exposicion de 360 copias del mismo por cada
particula de VLP (Xu et al., 2006).

Los baculovirus recombinantes y levaduras son los sistemas mas utilizados para
producir VLPs, sin embargo debido a los altos costos en su produccion, éstos no son
los ideales para ser utilizados en paises en vias de desarrollo. De manera alternativa,
el cultivo de plantas para la produccion a gran escala de proteinas heterdlogas, ha
surgido como una opcion importante, debido a que las ventajas que presenta el sistema
vegetal sobre los demas sistemas de expresion son: modificaciones postraduccionales
semejantes a células animales; no existe riesgo de contaminacién del material con
patégenos humanos; y permite mantener la estabilidad de la proteina de interés,
mediante un almacenamiento conveniente (Teli et al.,, 2004). Por otro lado, la
eliminaciéon de secuencias con funcion inhibitoria, encontradas en RNA mensajeros
virales, ha sido un factor importante para lograr la produccidon constitutiva de proteinas
virales en plantas transgénicas.
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Empleando la tecnologia en plantas, el Dr. Miguel Angel Gémez Lim del CINVESTAV
Guanajuato generd una particula quimeérica tipo viral (cVLP) constituida de la proteina
L1 y epitopes de las oncoproteinas E6 y E7 de HPV-16, la cual fue producida en
plantas de jitomate. Las proteinas sintetizadas por estas plantas se ensamblaron en
particulas tipo virales, las cuales son estructuralmente idénticas a las contenidas en
las vacunas comerciales con tamafio de 50-55 nm. Nuestro grupo determind la
inmunogenicidad de dicha particula en un modelo de raton C57BL/6. La administracion
de cVLP en esta cepa de raton fue capaz de generar anticuerpos neutralizantes contra
la cVLP y la inmunizacién con estas particulas mostré un efecto terapéutico ante el reto
tumoral, lo cual sugiri6 que estas particulas pueden tener un potencial profilactico y
terapéutico al emplearse como vacuna (Paz et al., 2009; Toledo, 2010; Tapia, 2010).
Por otra parte, éstas cVLPs empleadas en ensayos de ELISA han permitido detectar
mayores titulos de anticuerpos especificos en un grupo de mujeres con neoplasias
intraepiteliales de bajo riesgo (NIC-1), positivas a la infeccion por HPV-16 y asociadas a
varias parejas sexuales, que en donadoras normales negativas a infeccion por HPV
(Monroy et al., 2011).

Recientemente nuestro grupo de trabajo colabor6 con el Dr. Gémez Lim en el disefio
de una nueva cVLP conteniendo la proteina L1 de HPV-16 y péptidos antigénicos de
las proteinas E6 y E7 de HPV-16 con especificidad para alelos HLA clase | de
histocompatibilidad de alta frecuencia en la poblacion Mexicana (Monroy et al., 2007).
La nueva cVLP fue producida en plantas de Nicotiana benthamiana, debido a que a
través de este sistema se obtuvo una mayor eficiencia en la produccion de las
proteinas que constituyen a la particula (MaClean et al., 2007). Recientemente, nuestro
grupo de investigacion ha analizado previamente la capacidad de esta cVLP para
generar anticuerpos especificos de amplia persistencia y con capacidad neutralizante
comparable a los inducidos por VLP compuesta Unicamente por la proteina L1 de
HPV-16 (Castellanos 2010), sugiriendo que el arreglo de péptidos seroreactivos de las
proteinas E6 y E7 de HPV-16 con la proteina L1 de HPV-16 en las cVLPs, permiten
una mayor deteccion de anticuerpos asociados con la infeccion persistente por HPV-
16 y el grado de evolucion de la enfermedad.
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2.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

El cancer cérvicouterino ocupa los primeros lugares como causa de muerte por cancer
en mujeres mexicanas, y el HPV de alto riesgo es el principal agente etioldgico ligado al
desarrollo de ésta neoplasia. Se ha estimado que mas del 60 % de la poblacion
sexualmente activa esta infectada por algun tipo de HPV, ello se debe a que la
infeccion por HPV es asintomatica y se mantiene latente por largos periodos, por lo que
el contagio se propaga continuamente (Mufoz et al., 2003). En consecuencia, resulta
indispensable establecer metodologias que permitan la deteccion temprana de
infecciones producidas por HPV (Malik et al., 2009).

Gracias a la tecnologia recombinante, se han podido sintetizar particulas tipo virales
(VLPs), constituidas principalmente por la proteina L1 de varios tipos de HPV,
permitiendo el uso de éstas particulas para estudios de la respuesta inmune contra
HPV (Zhou et al., 1991; Kirnbauer et al.,, 1992; Hagensee et al., 1993; Rose et al.,
1993).

Se ha demostrado que existe una fuerte asociacion entre la presencia de anticuerpos
gue reaccionan especificamente a la proteina L1 que conforma a las VLPs de HPV, y
el desarrollo de lesiones cervicales o la progresion de estas lesiones a cancer
cervicouterino (Heim et al., 2002; Viscidi et al., 1997). Por otro lado, también se ha
encontrado que la presencia de anticuerpos especificos a VLPs de HPV, no
necesariamente son indicativos de la infeccién viral ya que la deteccién de
anticuerpos es fuertemente asincronica con la infeccién y la respuesta de anticuerpos a
proteinas de HPV invariablemente no ocurre durante una infeccion natural, por lo que
la presencia de anticuerpos anti VLPs puede también denotarnos infecciones pasadas.
Sin embargo, varios estudios concuerdan en que la presencia de anticuerpos
especificos a los antigenos tumorales E6 y E7 son considerados como el mejor
marcador para la progresién de cancer cervicouterion, debido a que la respuesta de
anticuerpos a estas proteinas es influenciada por la integracion del virus a las células
epiteliales, al estado de la enfermedad e incluso al tamafio tumoral (Lehtinen et al.,
2003; Park et al., 1997).

Recientemente nuestro grupo de trabajo en colaboracion con el grupo de investigacion
del CINVESTAV de Guanajuato generé en plantas de Nicotiana benthamiana,
particulas quiméricas tipo virales (cVLPs); constituidas por la proteina L1 y un rosario
de péptidos derivados de las oncoproteinas E6 y E7 de HPV-16 altamente
inmunogénicos, debido a su capacidad de inducir respuesta de linfocitos T citotoxicos a
partir de sangre periférica de pacientes con neoplasias cervicales (Monroy et al., 2007),
y por otro lado, por su capacidad de ser reconocidos por anticuerpos especificos
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presentes en muestras séricas de pacientes con NIC-I infectados por HPV-16 (Monroy
et al.,, 2011). Debido a que las cVLPs generadas por nuestro grupo de trabajo
contienen a los péptidos antigénicos de las proteinas de E6 y E7 de HPV-16, en el
presente trabajo se analizo la capacidad de estas cVLPs para detectar la presencia de
anticuerpos especificos en sueros de pacientes con lesiones cervicales escamosas
intraepiteliales tempranas (LSIL) y céncer invasor (CaCu I-1V) positivas a la infeccion
por HPV-16. El empleo de estas particulas para detectar anticuerpos especificos de
manera diferencial en las pacientes, sera de gran importancia para evaluar la evolucion
de la infeccion y el pronéstico de la misma para progresar a CaCu.
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3.- HIPOTESIS.

Es conocido que las particulas tipo virales (VLPs) compuestas por la proteina L1 de
HPVs de alto riesgo, son antigenos de gran importancia en la deteccion de respuesta
inmune humoral contra la infeccion por HPV. De hecho, se ha encontrado una fuerte
asociacion entre la seropositividad de anticuerpos a VLPs y el desarrollo de lesiones
cervicales o la progresion de estas lesiones a cancer cervicouterino. Asimismo, se sabe
gue la presencia de anticuerpos especificos a los antigenos tumorales E6 y E7 es
considerada como uno de los marcadores mas importantes en la progresion del
cancer ceévico-uterino. Por otro lado, nuestro grupo de investigacion ha generado
cVLPs constituidas por la proteina L1 y péptidos de las proteinas E6 y E7 de VPH-16
gue son reconocidos por anticuerpos de mujeres con LSIL e infeccion por VPH-16. En
consecuencia, se espera que la reactividad de anticuerpos contra cVLPs en mujeres
con lesiones cervicales escamosas intraepiteliales tempranas (LSIL) y cancer invasor
(CaCu) y positivas a la infeccion por VPH-16 incremente conforme progrese la
enfermedad.
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4.- OBJETIVOS.

4.1.- Objetivo General

Analizar la capacidad de particulas quiméricas tipo virales constituidas por la
proteina L1 y péptidos de las proteinas E6 y E7 de HPV-16 (cVLP), para
detectar de manera diferencial anticuerpos especificos en sueros de pacientes
con lesiones cervicales escamosas intraepiteliales tempranas (LSIL) y cancer
invasor (CaCu I-1V) positivas a la infeccion por HPV-16.

4.1.2.- Objetivos Particulares

Obtener sueros de pacientes con lesiones cervicales escamosas intraepiteliales
tempranas (LSIL) y con cancer invasor (CaCu I-1V) positivas a la infeccion por
HPV-16.

Determinar la presencia de anticuerpos IgG especificos a cVLPs en suero de
pacientes con LSIL y CaCu.

Determinar la presencia de anticuerpos IgG especificos a VLP-L1 en suero de
pacientes con LSIL y CaCu.

Analizar de manera comparativa la presencia de anticuerpos contra cVLPs y
VLP-L1 en sueros de pacientes con CaCu.

Analizar de manera comparativa la presencia de anticuerpos contra cVLPs y
VLP-L1 en sueros de pacientes con LSIL.
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5.- MATERIALES Y METODOS.

Pacientes. Para este estudio se incluyeron 20 muestras de suero de pacientes
diagnosticadas con Céancer Cervico-Uterino (CaCu I-IV) provenientes de Hospital de
Cancerologia y 22 muestras de suero de pacientes con lesiones cervicales escamosas
intraepiteliales tempranas (LSIL) atendidas en la Clinica de Displasias de la Fundacion
Cruz-Talonia y en la Clinica de Displasias del Hospital General de México. Todas las
pacientes fueron positivas a la infeccién por HPV-16. La tipificacion del VPH se realiz6
con anterioridad por la técnica de PCR en muestras epiteliales cervicales.

Ademas se utilizaron 15 sueros de donadoras normales que fueron obtenidos de
mujeres que acuden a control ginecolégico en el Hospital General de Zona de
Troncoso, las cuales resultaron con un andlisis de Papanicolaou normal.

5.1.- Particulas Quiméricas Tipo Virales (cVLPSs).

En este trabajo se utilizaron particulas tipo virales cVLP y VLP-L1 producidas en
plantas. Las particulas quiméricas tipo virales constituidas de la proteina L1 y epitopes
de las proteinas oncogénicas E6 y E7 de HPV-16 (cVLP) y las particulas tipo virales
constituidas por la proteina L1 de HPV-16 (VLP-L1) utilizadas en este estudio, fueron
expresadas de forma transitoria en plantas de Nicotiana benthamiana y se purificaron
en el Laboratorio de Plantas Tropicales y Salud Humana del CINVESTAV Guanajuato
(Castellanos, 2010) y fueron cuantificadas en nuestro laboratorio mediante la técnica de
ELISA (Osorio, 2011).

La secuencia quimérica unida a la proteina L1 que conforma a la cVLP, consta de 5
epitopes de la proteina E6 y 3 de la proteina E7 de HPV-16 (Fig. 5). Estos epitopes
fueron definidos por nuestro grupo de trabajo y tienen especificidad para alelos HLA
clase | (HLA-A2, y -B35) de alta frecuencia en la poblacién Mexicana (Monroy et al.,
2007).
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Fig. 5 Secuencias de epitopes de las proteinas E6 y E7 de HPV-16 contenidas en la cVLP (Don, 2013).
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5.1.2.- ELISA para deteccion de anticuerpos anti-VLP

La determinacion de anticuerpos especificos a las VLPs en suero de pacientes, se llevd
a cabo por medio del Ensayo por Inmunoabsorcion Ligado a Enzimas, también
conocido como ELISA como previamente se reporté (Monroy et al., 2011).

Brevemente, se utilizaron placas de 96 pozos de fondo plano (Corning, USA), donde se
incubaron cVLPs a una concentracion de 100ng por pozo diluido en PBS estéril,
durante 2 horas en oscuridad total a 37°C; posteriormente se refrigeré a 4°C por toda
una noche. Al dia siguiente, 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. Cumplido el bloqueo, se realizaron 4 lavados a la
placa con TBS/Tween 20 al 2% y se afiadid el anticuerpo primario (suero de las
pacientes) en proporcién 1:100 (Anticuerpo: Buffer de Carbonatos) y posteriormente se
incubd 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 agregd anticuerpo
secundario cabra antihumano acoplado a fosfatasa (Sigma, EUA) en una dilucién
1:5000 (anticuerpo : PBS estéril) que se incubd durante 2 horas a 37°C en oscuridad.
Terminada la incubacion se procedio a lavar 8 veces la placa con TBS/Tween 20 al 2%,
después se le agregd a los pozos un agente generador de color (100uL por pozo), que
consiste en 0.03g de fosfatasa alcalina por cada 5 mL de dietanolamina (el agente
cromogeno generd un color amarillo). Finalmente, se incubaron a 37°C en oscuridad
durante una hora, y se detect6 la reaccién enzimatica en un lector de placas (Molecular
Devices) a 405 nm.

Las muestras fueron ensayadas en tres pozos sin cVLPs para definir la reactividad no
especifica. El valor final de las determinaciones se obtuvo restando la reactividad
inespecifica del promedio de las absorbancias obtenidas en presencia de las VLPs. El
valor de corte para determinar la seroreactividad se obtuvo mediante la distribucion de
absorbancia de un grupo de 15 muestras de mujeres normales a los péptidos (Monroy
et al., 2011) y fue definido como la absorbancia promedio +3 desviaciones estandar
descartando la inespecificidad.

Para comparar si existe alguna diferencia estadistica significativa entre los diferentes
grupos de pacientes y donadoras normales, se emplearon las pruebas T de Student de
dos colas y andlisis de varianza. Todos los analisis estadisticos se realizaron con el
software GraphPad PRISM 5 para Windows (GraphPad Software, Inc.)
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6.- RESULTADOS

6.1.- Obtencion de sueros de pacientes con lesiones cervicales escamosas
intraepiteliales tempranas (LSIL) y con cancer invasor (CaCu I-IV) positivas a la
infeccién por HPV-16.

De las 22 mujeres con LSIL incluidas en este estudio el 50% tenia menos de 30 afios,
mientras que, ninguna de ellas rebaso la edad de 50 afios. El otro 50% restante de las
pacientes oscilaba entre los 30 y los 49 afios de edad (Tabla 3).

LSIL
Edad (afios) n=22 %
<30 50
30-39 31.8
40-49 18.1
>50 0

Tabla 3. Edades de las pacientes con lesiones cervicales escamosas intraepiteliales tempranas (LSIL)

Contrariamente, de las 20 mujeres con CaCu incluidas en este estudio el 50% tenia
mas de 50 afios y s6lo un 10% de ellas menos de 30 afios. Un 40% de las pacientes se
encontraba entre los 30 y los 49 afios de edad (Tabla 4).

CaCu
Edad (afios) n=20 %
<30 10
30-39 5
40-49 35
>50 50

Tabla 4. Edades de las pacientes con Cancer Cérvico-Uterino (CaCu I-1V)
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De las 20 muestras de pacientes con CaCu un 40% presentaron Estadio Il de la
enfermedad que de acuerdo a la clasificacion de tumores FIGO, el carcinoma se
extiende hacia la pared pelviana, en el examen rectal, todas las zonas estan invadidas
por el cancer entre el tumor y la pared pelviana, el tumor afecta el tercio inferior de la
vagina. (Tabla 5).

IB1
IB1
B2 25
B2
B2

Estadio |

1A
A
=]
[I5] 30
g
=]

Estadio Il

1A

1A

1A

. B
Estadio 11 e 40

ne
e
e

Estadio IV VB 5

Tabla 5. Estadios de las pacientes con Cancer Cérvico-Uterino (CaCu I-1V)

6.1.2.- Deteccion de anticuerpos IgG especificos a particulas quiméricas tipo
virales (cVLP) en muestras de suero en pacientes con LSIL y CaCu.

Mediante ensayos de ELISA se determiné la presencia de anticuerpos en los sueros de
estas pacientes. Para ello los sueros fueron diluidos a una concentracion 1:100 en PBS
y se utiliz6 como antigeno en las placas de ELISA a las cVLP a una concentracién de
1pg/ml. Los resultados muestran que los sueros de las pacientes con LSIL y CaCu
presentaron una mayor reactividad hacia las cVLP en comparacién con aquellos
provenientes de las donadoras normales (Figura 6). Los titulos de anticuerpos en suero
de pacientes con LSIL y CaCu fueron significativamente mayores que los encontrados
en los suero de donadoras normales (p<0.05) (Tabla 6).
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Titulos de anticuerpos especificos a
particulas quiméricas tipo virales (cVLP).
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Fig. 6 Sueros de pacientes con LSIL y CaCu contienen anticuerpos que reconocen fuertemente a cVLP.
Suero de pacientes con lesiones intraepiteliales de bajo grado (LSIL), de pacientes con cancer cérvico
uterino (CaCu), y de donadores normales fueron analizados mediante ELISA para determinar titulos de

anticuerpos especificos a particulas quiméricas tipo virales (cVLP).

Diferencias Prueba T Prueba F
Estadisticas (P = 0.05) (Varianzas)
Significativas

LSIL ws. CaCu NO
CaCu vs. Sl 51
normal
LSIL ws. Sl 51
normal

Tabla 6. Prueba T de Student de dos colas y analisis de varianza para determinar diferencias de
anticuerpos especificos a cVLP en suero de pacientes con diagnéstico de LSIL y CaCu vs. Donadoras
normales. Si, indica diferencias significativas P<0.05 a un intervalo de confianza de 95%.
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6.1.3.- Deteccion de anticuerpos IgG especificos a particulas tipo virales
constituidas por la proteina L1 de HPV-16 (VLP-L1) en muestras de suero en
pacientes con LSIL y CaCu.

Igualmente, a través de ensayos de ELISA se determind la presencia de anticuerpos en
los sueros de las pacientes con LSIL y CaCu. Para ello los sueros fueron diluidos a una
concentracion 1:100 en PBS vy se utilizO como antigeno en las placas de ELISA a las
VLP-L1 a una concentracién de 1ug/ml. Se pudo observar que hubo més altos titulos
de anticuerpos contra VLP-L1 en el suero de pacientes con CaCu que en los sueros de
donadoras normales, no asi con los sueros de pacientes con LSIL que practicamente
no hubo anticuerpos contra VLP-L1 al igual que en las donadoras normales (Figura 7).
Se muestra una diferencia estadistica significativa entre las pacientes normales y con
LSIL contra las pacientes con un diagnostico de CaCu (p<0.05) (Tabla 7).

Titulos de anticuerpos especificos a
particulas tipo virales formadas por
la proteina L1 de HPV-16 (VLP-L1).
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Fig. 7 Sueros de pacientes con CaCu contienen anticuerpos que reconocen a VLP-L1. Suero de
pacientes con lesiones intraepiteliales de bajo grado (LSIL), de pacientes con cancer cérvico uterino
(CaCu), y de donadores normales fueron analizados mediante ELISA para determinar titulos de
anticuerpos especificos a particulas tipo virales formadas por la proteina L1 de HPV-16 (VLP-L1).

24



LSIL vs. CaCu i | |

CalCu vs. | Sl
normal
LSIL vs. MO MO
normal

Tabla 7. Prueba T de Student de dos colas y analisis de varianza para determinar diferencias de
anticuerpos especificos a VLP-L1 en suero de pacientes con diagnéstico de LSIL y CaCu vs.
Donadoras normales. Si, indica diferencias significativas P<0.05 a un intervalo de confianza de 95%.

De las 20 muestras de pacientes con CaCu, 13 presentaron titulos por arriba del valor
de corte, lo que significa que la reactividad hacia la cVLP es de 65% en las pacientes
con diagnéstico de CaCu. Las pacientes mostraron una reactividad menor cuando se
enfrentaron a las VLP-L1; solo 6 de ellas rebasaron el valor de corte, que equivale a un
30% de la poblacion, menos de la mitad de lo obtenido con la cVLP. Asi mismo, se
muestra también que los estadios clinicos de las pacientes que rebasaron la linea de
corte fueron de los estadios mas avanzados de acuerdo a la clasificacion de tumores
FIGO. Para las pacientes con LSIL la respuesta hacia la cVLP fue 10 veces mas fuerte
que para la VLP-L1. (Tabla 8).

cVLPHPV-16 VLP-L1 HPV-16
# de pacientes #de pacientes Estadio
MNimero de con Ab> del Estadio con Abx dal L
L Clinico
muestras valor de corte Clinico valor de corte

20  13(65%) 3(IB2) 6 (30%) 2(1B2)

2 (liB) 2 (11B)

3 (INA) 1 (11IB)

5(lB) 1(IVB)
22 10(45.4%) 1(4.5%)

Tabla 8. Tabla comparativa, se muestra el porcentaje de pacientes cuyos valores de absorbancia fueron
mayores al limite de corte obtenido, con sus respectivos estadios clinicos de progresion.

25



Para observar si hay una correlacion entre la reactividad de anticuerpos contra cVLPs
y VLP-L1 en mujeres con CaCu Yy la progresion de la enfermedad, se compararon las
absorbancias obtenidas con el estadio de la enfermedad. Se muestra que mas altos
titulos de absorbancia se obtuvieron en los estadios mas avanzados de la enfermedad
contra la cVLP a diferencia de los titulos de anticuerpos obtenidos contra la VLP-L1
(Tabla 9).

0.96 44

0.786 53
0.918 1.284 43 e
1.051 a7 1B2
1.044 a1 e
0.829 53 g
0.829 0.712 67 1B2
1.204 0.925 50 1B2
1.226 1.048 30 e
1.144 55 ne
0.991 53 A
1.085 52 e
1.104 57 na
1.021 49 e
0.983 57 A

Tabla 9. Tabla comparativa, se muestra la correlacién entre los valores de absorbancia de las pacientes
con CaCu y los estadios clinicos de progresion.

De la misma manera en los sueros de las pacientes con LSIL retadas contra la cVLP y
la VLP-L1 los titulos de absorbancias muestras que sélo 1 de las pacientes enfrentadas
a la VLP-L1 obtuvo titulos apenas sobre la linea de corte (>0.7), mientras que 10 de los
sueros de las pacientes enfrentados a la cVLP obtuvieron valores superiores a 0.9
(Tabla 10).
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cVLP VLP-11 Edad

=9 <.7
0.959 31
0.923 29
1.013 17
0.928 35
0.959 21
0.824 39
0.812 29
0.896 17
1.166 0.727 a7
1.109 a2

Tabla 10. Tabla comparativa, se muestra la correlacion entre los valores de absorbancia de las pacientes
con LSIL y las edades correspondientes.

6.1.4.-Andlisis comparativo de la presencia de anticuerpos contra cVLPs y VLP-
L1 en sueros de pacientes con CaCu.

Se comparé la respuesta de anticuerpos especificos a antigenos cVLP y VLP-L1 en
suero de pacientes con CaCu, se grafico la absorbancia obtenida en estos ensayos. La
grafica nos muestra que los titulos de anticuerpos en suero de pacientes con CaCu
contra antigenos de cVLP fueron mayores respecto a los obtenidos con la VLP-L1 (Fig.
8). Los titulos de anticuerpos en suero de pacientes con CaCu fueron
significativamente mayores cuando se enfrentaron a la cVLP que cuando se
enfrentaron a la VLP-L1 (p<0.05) (Tabla 11).
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Comparacion entre titulos de anticuerpos de
VLP-L1 vs. cVLP en sueros de pacientes con CaCu.
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Fig. 8 Sueros de pacientes con CaCu contienen anticuerpos que reconocen a cVLP y VLP-L1. Suero de
pacientes con cancer cérvico uterino (CaCu) fueron analizados mediante ELISA para determinar titulos
de anticuerpos especificos a particulas tipo virales formadas por la proteina L1 de HPV-16 (VLP-L1) y

particulas quiméricas tipo virales (cVLP).

Diferencias Prueba T

Estadisticas {P = D.D5)

Significativas
cVLP vs. sl NO
WVLPLL1

Tabla 11. Prueba T de Student de dos colas y andlisis de varianza para determinar diferencias de
anticuerpos especificos a cVLP vs.VLP-L1 en suero de pacientes con diagnéstico de CaCu. Si, indica
diferencias significativas P<0.05 a un intervalo de confianza de 95%.
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6.1.5.-Analisis comparativo de la presencia de anticuerpos contra cVLPs y VLP-
L1 en sueros de pacientes con LSIL.

Para comparar la respuesta de anticuerpos especificos a antigenos cVLP y VLP-L1 en
suero de pacientes con LSIL, se grafico la absorbancia obtenida en estos ensayos. Los
resultados muestran que los sueros de las pacientes con LSIL presentaron una mayor
reactividad hacia las cVLP en comparacion con los titulos de anticuerpos contra VLP-
L1, ya que estos ultimos se encuentran por debajo de la linea de corte (Figura 9). Los
titulos de anticuerpos especificos a cVLP en suero de pacientes con LSIL fueron
significativamente mayores que los encontrados con la VLP-L1 (p<0.05) (Tabla 12).

Comparacion entre titulos de anticuerpos de
VLP-L1 vs. cVLP en sueros de pacientes con LSIL.
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Fig. 9 Sueros de pacientes con LSIL contienen anticuerpos que reconocen a cVLP. Suero de pacientes
con lesiones intraepiteliales de bajo grado (LSIL) fueron analizados mediante ELISA para determinar
titulos de anticuerpos especificos a particulas tipo virales formadas por la proteina L1 de HPV-16 (VLP-
L1) y particulas quiméricas tipo virales (cVLP).

29



Diferencias Prueba T Prueba F

Estadisticas (P = D.D5) [Varianzas)
Significativas

CVLP ws_ Sl 1|
WVLPL1

Tabla 12. Prueba T de Student de dos colas y andlisis de varianza para determinar diferencias de
anticuerpos especificos a VLP-L1 vs. cVLP en suero de pacientes con diagnostico de LSIL. Si, indica
diferencias significativas P<0.05 a un intervalo de confianza de 95%.
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7.- DISCUSION

Los estudios seroldgicos son importantes para comprender la historia natural de las
infecciones por HPV, y durante los ultimos 15 afios, se han hecho esfuerzos para
desarrollar ensayos seroldgicos genotipo-especificos confiables. La presencia de
anticuerpos IgG especificos a VLPs de la proteina L1 de HPV-16 en sangre periférica,
revela una exposicion persistente a la infeccion por el virus y ha sido reportada como
un marcador de progresion de la enfermedad (Sasagawa et al., 1996; Heim et al., 2002;
Viscidi et al., 1997). No obstante, la presencia de anticuerpos especificos a los
antigenos tumorales E6 y E7 se ha considerado como el mejor marcador para la
progresiébn a cancer cervicouterino, debido a que la respuesta de anticuerpos es
influenciada por la integracion del virus a las células infectadas, a la transformacion
celular, al estado de la enfermedad y al tamafio tumoral (Lehtinen et al., 2003; Park et
al., 1997; Viscidi et al., 1993).

Recientemente hemos generado en colaboracion con el CINVESTAV de Guanajuato,
particulas quiméricas tipo virales (cVLPs); constituidas por la proteina L1 y una
secuencia de péptidos derivados de las oncoproteinas E6 y E7 de HPV-16 altamente
inmunogénicos en plantas de Nicotiana benthamiana. Por consiguiente en el presente
trabajo se analiz6 la capacidad de estas cVLPs para detectar de manera diferencial la
presencia de anticuerpos especificos en sueros de pacientes con lesiones cervicales
escamosas intraepiteliales tempranas (LSIL) y cancer invasor (CaCu I-1V) positivas a la
infeccion por HPV-16.

Los resultados mostraron que los sueros de las pacientes con LSIL y CaCu contienen
anticuerpos que reconocen fuertemente a la cVLP, generando una deteccion mas
sensible de anticuerpos IgG especificos utilizando cVLP frente a los obtenidos con la
VLP que contienen soélo la proteina L1 de HPV-16 (VLP-L1), la cual fue utilizada como
control experimental. El hecho de que altos titulos de anticuerpos hayan sido
detectados por ELISA usando la cVLP que contiene epitopes de E6 y E7 puede indicar
no solo la persistencia de la infeccion por el VPH-16, sino que en las pacientes se esta
dando la expresion de estas proteinas (Muller et al., 1992; Rosales et al., 2001).

La respuesta sérica hacia la VLP-L1 de HPV-16 comparada con la cVLP en los sueros
de las pacientes (ya sea LSIL o CaCu) fue menor, lo cual nos puede estar indicando
gue los sueros de las pacientes estan reconociendo los epitopes de las proteinas E6 y
E7 ademas de L1 de HPV-16 contenidas en la cVLP y que la especificidad fue debido a
eéstos péptidos antigénicos (Monroy et al, 2011). Asi mismo, la presencia de
anticuerpos especificos para E6 y E7 de HPV-16 ha sido frecuentemente asociados
con un incremento del riesgo de avance de la enfermedad hacia estadios mas
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avanzados que podrian desembocar en un cancer invasor (Muller et al., 1992; Rosales
et al., 2001).

Por otra parte, al comparar los titulos de anticuerpos obtenidos con sueros de
pacientes con CaCu que reconocieron a la cVLP y los diferentes grados de avance del
cancer, se obtuvo que existié una correlacion entre los titulos mas altos de anticuerpos
y los estadios mas avanzados de la enfermedad. Con respecto a los pacientes con
LSIL, los titulos de anticuerpos mas altos que se obtuvieron fueron igualmente con la
cVLP. Estos resultados sugieren que la cVLP tiene la capacidad de ser reconocido por
anticuerpos especificos en diferentes grados de avance del cancer. Como se sabe E6y
E7 son proteinas constitutivas del virus y una vez que se integran al ADN del
hospedero no dejaran de expresarse a lo largo de toda la enfermedad, pues estos
genes son indispensables para la inmortalizacion celular. Por consiguiente, la cVLP
puede ser Util en la deteccion de anticuerpos en estadios tempranos de la enfermedad
para detectar casos que puedan correr mas riesgo de desarrollar una neoplasia
maligna.

En un reciente estudio realizado por nuestro grupo de investigacion se reporté una
detecciéon mejorada de anticuerpos IgG especificos por el método de ELISA utilizando
una particula tipo viral compuesta por epitopes seroreactivos de E6 y E7 fusionada con
L1 de HPV-16, comparada con la VLP que s6lo contienen la proteina L1, en suero de
pacientes con NIC-1 positivos a infeccion por HPV-16 (Monroy et al., 2011). En este
trabajo reportamos, la reactividad de anticuerpos de pacientes con LSIL y CaCu contra
una nueva particula quimérica constituida por una secuencia formada por 5 epitopes
de E6 y 3 de la proteina E7 de HPV-16. Estos epitopes fueron definidos por nuestro
grupo de trabajo y tienen especificidad para alelos HLA clase | (HLA-A2, y -B35) de
alta frecuencia en la poblacion Mexicana. Se pudo demostrar que esta nueva cVLP es
igualmente eficiente para detectar anticuerpos especificos IgG en suero de pacientes
con LSIL, ademés de en suero de pacientes con CaCu en diferentes estadios de la
enfermedad.

Finalmente, creemos que el ELISA descrito en este trabajo puede llegar a ser una
herramienta Util para evaluar el riesgo de progresion a cancer en las mujeres que
presentan altos titulos de anticuerpos en suero, especifico para L1 mas epitopos de E6
y E7. La deteccion Optima de anticuerpos especificos para antigenos E6 y E7 en
conjuncion con los que son especificos para L1 en etapas iniciales de la enfermedad
pueden ser importantes para evaluar el resultado clinico de la infeccion viral y la posible
progresion de la infeccion a cancer cervicouterino.

32



8.- CONCLUSIONES

Las VLP-L1 permitieron detectar mayores titulos de anticuerpos en sueros de
pacientes con CaCu respecto a sueros de pacientes con LSIL y donadoras normales.

Las cVLPs permitieron detectar mayores titulos de anticuerpos especificos en sueros
de pacientes con LSIL y con CaCu respecto a sueros de donadoras normales.

Las cVLPs permitieron detectar mayores titulos de anticuerpos en sueros de pacientes
con LSIL y CaCu respecto a las VLP-L1.

Los titulos de anticuerpos especificos a cVLPs correspondieron de manera directa con
el estadio de evolucion de la enfermedad, en los estadios mas avanzados se
encontraron los titulos mas altos de anticuerpos.

Se sugiere que la presencia de epitopes de la proteina E6 y de la proteina E7 de HPV-
16 en las cVLPs sean blancos antigénicos importantes para la deteccion de anticuerpos
especificos en sueros de pacientes con LSIL y CaCu.
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9.-PERSPECTIVAS

Analizar el uso de estas particulas cVLPs para determinar anticuerpos en mujeres con
co-infecciones con diferentes tipos de HPV.

Ampliar el uso de cVLPs en la deteccion de anticuerpos en HSIL y LSIL para evaluar el
riesgo de progresion a céncer cervical.
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