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l. RESUMEN 

El objetivo de este trabajo es identificar y evaluar epítopos y mimótopos relacionados con 

las proteínas del Virus de Papiloma Humano tipo 16 (VPH-16) utilizando bibliotecas de péptidos 

al azar expresados en fagos filamentosos (Phage Display). Se utilizaron tres bibliotecas de 

péptidos comerciales: 7, 12 y 9 aminoácidos flanqueados por cisteínas. Se realizaron ocho 

experimentos de bioselección utilizando tres sueros de pacientes infectadas con VPH-16. En los 

experimentos de bioselección, se seleccionaron al azar 157 clonas, las cuales se analizaron 

mediante el ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA). Los ELISAs se realizaron 

usando los sueros de las pacientes con los que se llevaron a cabo los experimentos de 

bioselección. Las clonas con mayor reactividad en ELISA fueron evaluadas posteriormente con 

un panel de 36 sueros de pacientes infectadas con VPH-16. Dieciséis de 36 (44%) sueros de 

pacientes reaccionaron con al menos una clona de fago. Las clonas más reactivas fueron aquellas 

seleccionadas con el suero de la paciente 42, utilizando la biblioteca de siete aminoácidos. Estas 

clonas se llamaron 42-7-3, 42-7-5, 42-7-7 y 42-7-16 y todas las clonas, excepto la 42-7-3, 

presentaron el consenso MXXXXXK (siendo X cualquier aminoácido); pero ninguna de estas 

clonas representó similitud lineal con alguna proteína del VPH-16. Estas secuencias pueden 

representar epítopos conformacionales o mimótopos de alguna proteína del VPH-16. Por otra 

parte, siete clonas obtenidas durante los experimentos de bioselección, presentaron similitud 

lineal con la proteína principal de la cápside del VPH-16, la proteína Ll. Esta similitud se 

encuentra en una región comprendida entre los aminoácidos Prolina 77 y Lisina 85. Esta región 

forma un loop expuesto sobre la superficie de Ll, la cual puede representar un posible epítopo de 

la proteína Ll. Dos de las clonas (25-12-13 y 51-12-3) que presentaron mayor similitud con la 

proteína Ll del VPH-16, fueron reconocidas específicamente por varios sueros de pacientes 



infectadas con VPH-16 en ELISA. Este es el primer reporte del uso de bibliotecas de péptidos al 

azar expresados en fagos filamentosos para identificar epítopos del VPH-16 y se necesitan 

estudios más detallados, con un mayor panel de sueros de pacientes así como Ja búsqueda de 

anticuerpos lgA secretoria (lgAs) presentes en secreciones cervicales con bibliotecas de péptidos 

expresados en fagos. Con el uso de Phage Display se pueden identificar epítopos específicos para 

el VPH-16 que posteriormente pueden formar parte de un ensayo diagnóstico multicomponente 

para la detección de anticuerpos dirigidos contra el VPH-16, así como de anticuerpos dirigidos 

contra marcadores de lesiones cervicales precancerosas y de cáncer cervical. 
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2. INTRODUCCIÓN 

2.1 Cáncer Cervicouterino 

El cáncer cervicouterino, de acuerdo con la Organización Mundial de la Salud (OMS), es 

el segundo tipo de cáncer más común en la población femenina a nivel mundial y cada año se 

reportan aproximadamente 500,000 nuevos casos. El número total de muertes a nivel mundial por 

CaCu se estima en 276 000 muertes por año (1). 

En México, el CaCu es el cáncer más común entre la población femenina. En 1993 y 

1994, se diagnosticaron un total de 16 442 cánceres cervicales invasivos y 9 135 carcinomas in 

situ. Hay aproximadamente 4 600 muertes debidas al cáncer cervical invasivo al año con una 

mortalidad estimada de 5.2 por 100 000 (2). Recientes estadísticas publicadas por la Secretaría de 

Salud demuestran que 16 mujeres mueren diariamente por (CaCu) en territorio nacional. La edad 

promedio de las mujeres mexicanas que presentan ésta patología es de 48 años, pero el grupo 

de mujeres cuya edad fluctúa entre 35 y 59 años es el más afectado. 

Extensos estudios a nivel mundial han demostrado que el factor de riesgo más importante 

en el desarrollo de cáncer cervicouterino (CaCu) es la infección por VPH (3-6), siendo los tipos 

16 (VPH-16) y 18 (VPH-18) les más comúnmente asociados a tumores cervicales en la población 

mexicana y de Centroamérica (7,8). Un estudio reciente ha reportado que la prevalencia del VPH 

en cáncer cervical es del 99.7% (9). Este dato implica ser la mayor causa específica de cualquier 

cáncer humano, esto pone en duda la existencia de tumores provenientes de carcinomas cervicales 
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VPH-negativos (10). A la fecha, existen más de 130 diferentes tipos de VPHs (11) que infectan el 

epitelio humano (piel y mucosas) y se conocen más de 37 tipos de VPH que infectan el tracto 

anogenital y 25 o más de estos tipos de VPH están asociados al desarrollo de algún tipo de cáncer 

( 12), complicando así la detección y distinción entre los diferentes tipos de VPHs asociados al 

cáncer (oncogénicos). 

El desarrollo del CaCu avanzado a partir de una infección por VPH es un proceso lento, 

dada la capacidad de latencia del VPH, que inicia con la instalación del virus en las células 

basales indiferenciadas de las capas profundas del epitelio escamoso del cérvix uterino. Los 

virus penetran las células a través de la unión con receptores específicos, que no se han 

identificado hasta Ja fecha, sin embargo, existen candidatos como la a,; integrina (13). Los VPH's 

detectados no presentan fase lítica y generan cantidades muy pequeñas de viriones por célula, los 

cuales pueden ser observados únicamente en las células maduras de las capas superiores del 

cérvix. Se ha reportado que durante el proceso natural de descamación de dichas células Jos 

antígenos virales son expuestos e inducen la generación de una respuesta inmune, evidenciada por 

la presencia de anticuerpos dirigidos contra las proteínas virales (6,14,15), lo cual puede tener 

utilidad práctica en el diagnóstico temprano de la infección por dicho virus. 

El método tradicional de detección de lesiones cervicales (la neoplasia intraepitelial 

cervical -NIC-) y del CaCu, ha sido el análisis citológico llamado Papanicolaou, así como la 

colposcopía y la biopsia diagnóstica. Existen evidencias que indican que Ja aplicación de este 

sistema de diagnóstico ha reducido la incidencia de CaCu invasor, en países donde se ha aplicado 

como parte de un programa de prevención organizado y de amplia cobertura (16). En nuestro país, 
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el uso del Papanicolaou como práctica esencial en programas masivos de detección oportuna del 

CaCu. se lleva a cabo desde hace más de 30 años. en los cuales no ha sido posible detectar una 

reducción en la incidencia del CaCu. Entre los factores que impiden su éxito. se encuentran la 

"masificación" del ensayo; una insuficiente cobertura a nivel nacional y la baja concurrencia de 

las mujeres a los servicios de salud, donde se aplica el ensayo, que se ha visto también limitada 

por una serie de factores socioculturales propios de la idiosincrasia de Jos países latinoamericanos 

(17). 

Los datos que hasta Ja fecha se conocen con referencia al perfil de anticuerpos que de 

manera natural se generan contra las diferentes proteínas del VPH son discordantes e 

incompletos, ya que el tipo de inmunoreactivo usado, como base del método diagnóstico. ha 

variado y con él los resultados que reflejan la prevalencia de anticuerpos. De esta forma, se han 

usado péptidos sintéticos (18, 19, 20), proteínas recombinantes del VPH fabricadas en bacterias 

(19, 21) y más recientemente proteínas expresadas en sistemas eucariontes tales como partículas 

que semejan virus (virus-like particles, VLP) (22). Existen además técnicas de biología 

molecular para la detección del VPH corno la reacción en cadena de Ja polirnerasa (PCR) y la 

captura de híbridos (23). técnicas que por su alto costo y complejidad son poco accesibles para 

ser aplicadas en nuestro país. 

Ante este panorama y dado que Ja infección por VPH es el factor de riesgo más 

importante en el desarrollo del CaCu, se podría desarrollar un ensayo inmunológico para la 

detección de VPHs oncogénicos, basado en la detección oportuna de anticuerpos anti-VPH. Por 

ello, el diseño de nuevos inrnunoreactivos para establecer un ensayo diagnóstico utilizando sueros 
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o secreciones cervicales de las pacientes, tendría un gran potencial en la prevención del CaCu. 

De esta forma, los anticuerpos detectados mediante este ensayo, indicarían una infección actual o 

pasada por el VPH. 

2.2 Virus del Papiloma Humano 

Los virus del papiloma pertenecen al género A de la familia Papovaviridae. Los virus del 

papiloma son virus pequeños que miden aproximadamente 52 a 55 nm de diámetro, son esféricos, 

sin envoltura y con una doble cadena de ADN de aproximadamente 7800 a 8000 pb (Figura 1). 

Los virus del papiloma están ampliamente distribuidos en la naturaleza y son 

completamente especie específico, pueden infectar a aves, algunos mamíferos (bovinos, caprinos, 

conejos, gatos, caballos, alces, venados, etc.) y al hombre. La mayoría de los virus del papiloma 

están asociados con lesiones hiperproliferativas del epitelio, tanto de la piel como de mucosas 

(faringe, esófago o el tracto genital) (14, 24. 25), aunque se ha encontrado ADN del VPH en sitios 

como en la cavidad oral. ojo y pulmón. (11, 26). 

Funcionalmente, el genoma del VPH está dividido en una región no codificadora y dos 

regiones codificadoras. Una de las regiones codificadoras comprende la región temprana (Early), 

que incluye los genes de expresión temprana (El, E2, E4, ES, E6 y E7) los cuales contienen la 

información necesaria para la replicación viral, la transformación e inmortalización celular. La 

segunda región codificadora es llamada región tardía (Late), que contiene los genes de expresión 

tardía Ll y L2, los cuales codifican para las proteínas estructurales de la cápside. La región no 
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codificadora está localizada entre el gen Ll y el gen E6. Esta región no codificadora es 

comúnmente llamada región larga de control (LCR) (26). 

Regi6r1 Larga de Cor1trol (Long Comrol Region, LCR) 

La Región Larga de Control, comprende una secuencia que incluye el origen de 

replicación, pero no codifica ningún gen. La LCR contiene un conjunto de sitios de unión 

sobrelapados para diferentes activadores y represores transcripcionales, tanto virales como 

celulares. La LCR regula la transcripción de las regiones tempranas y tardías, además controla la 

producción de proteínas virales y partículas infecciosas. La LCR tiene como características 

principales las regiones ricas en A-T, tiene varios promotores de ARN polimerasa tipo Il, así 

como de sitios de unión para factores de transcripción celular (27). 

Ger1es de Expresión Temprana 

El marco de lectura abierto (open reading frame, ORF) del gen El es uno de los primeros 

genes que se expresa, junto con el gen E2, durante el inicio de la replicación del genoma de los 

VPHs y codifican para las proteínas El y E2, respectivamente. La proteína El interactúa con la 

proteína E2 para la formación de un complejo específico sobre el origen de replicación viral. La 

proteína E2 incrementa sustancialmente la afinidad de la proteína El por el origen de replicación 

(28). 
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El ORF de E2 produce una proteína que regula la replicación del ciclo viral al unirse a una 

secuencia específica del ADN viral. La proteína E2 también está implicada en la regulación de la 

replicación del ADN viral a través de su asociación con la proteína El, el factor de replicación 

viral. El dominio N-tenninal de la proteína E2 es requerido para la transactivación, uniéndose a 

El (29). Dependiendo del contexto del promotor, la proteína E2 puede actuar como un activador 

transcripcional o como un represor de la expresión génica viral. Los promotores de expresión de 

los genes E6/E7 del VPH-16 y VPH-18 son negativamente regulados por la proteína E2, la 

pérdida de la expresión de E2 está implicada en el desarrollo de cáncer cervical. 

El ORF de E4 se expresa en las etapas finales de la infección junto con las proteínas de la 

cápside Ll y L2, cuando los viriones están siendo ensamblados y parece tener importancia para la 

maduración y replicación del virus. La proteína E4 del VPH-16 no parece poseer propiedades 

transformantes, pero está asociada con la membrana celular y se acumula en el citoplasma. En 

queratinocitos humanos, la proteína E4 induce el colapso de la red de citoqueratinas del 

citoplasma, lo que sugiere que estos cambios facilitan la liberación de las partículas virales. El 

colapso de la red de citoqueratinas puede causar el aclaramiento peri nuclear característico, o halos 

(koilocitosis), observados histológicamente y citológicamente en células infectadas por VPH (30). 

El ORF de ES codifica la proteína ES que es expresada en etapas más tempranas de la 

transformación neoplásica que E6 y E7. La proteína ES es altamente hidrofóbica y es encontrada 

en el compartimiento citoplasmático de las células. Se ha demostrado que la proteína ES del 

VPH-16 puede incrementar la vida media del receptor del factor de crecimiento epidermal (EGF). 

La tirocina cinasa de los receptores de factores de crecimiento, tal como el receptor EGF inicia 
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diversos eventos que resultan en Ja transcripción de una variedad de proto-oncogenes. 

Previamente, se ha demostrado que la expresión de c-jun, junB y c-fos es inducida por Ja proteína 

ES (31). 

El ORF de E6 de los virus del papiloma codifica para Ja proteína E6, compuesta de 151 

aminoácidos en el VPH-16. La característica común de las proteínas E6 es la presencia del 

consenso Cis-X-X-Cis, el cual es característico de los dedos de zinc. Los dedos de zinc han sido 

implicados en funciones tales como Ja activación transcripcional, la transformación, 

inmortalización y asociación con proteínas celulares. La proteína E6 altera el crecimiento celular 

al afectar a p53, la cual es una proteína celular supresora de tumores. La unión de Ja proteína E6 a 

p53 estimula Ja degradación de p53 celular a través una vía proteolítica dependiente de ubiquitina. 

Por lo tanto, los niveles celulares de p53 son bajos en las células que expresan E6 del HPV-16 

(30). La proteína E6 media actividades como la inmortalización celular, la transformación, la 

formación de tumores y Ja apoptosis. Además, Ja proteína E6 modula la transcripción y actividad 

de telomerasa (32). 

El ORF de E7 codifica para una proteína de cerca de 100 aminoácidos; se ha demostrado 

que se une al Zn2
+ y es fosforilada por la caseína cinasa (CKII) (33). Se ha demostrado que la 

proteína E7 es necesaria para Ja etapa productiva del ciclo de vida del VPH-16. También la 

proteína E7 es necesaria para amplificar su ADN y expresar cantidades reducidas de la proteína 

Ll, la cual es requerida para la producción del virus. Además la proteína E7 parece crear un 

ambiente favorable para la síntesis de ADN del VPH-16 al perturbar el programa de 

diferenciación de los queratinocitos e inducir la replicación del ADN del huésped (34) al afectar 
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los factores de la maquinaria replicativa del hospedero tal como el antígeno nuclear de 

proliferación celular (PCNA) (35), y al gen de la DNA poi a. (34). La inducción de las proteínas 

de replicación del ADN del hospedero por la proteína E7, ocurre a través de la habilidad de E7 

para secuestrar a la proteína supresora de tumores, el producto del gen retinoblastoma, pRB, 

liberando el factor de transcripción celular E2F-1 (30). 

La forma no fosforilada de pRB es la forma activa, que actúa como un regulador negativo 

del ciclo celular. Durante la transición a la fase S del ciclo celular, pRB es fosforilada y pasa a su 

forma inactiva. E2F-l se une a pRB no fosforilada, formando un complejo que inactiva la 

transcripción celular. La fosforilación de pRB o la formación del complejo con la proteína E7 

resulta en la liberación de E2F-l, permitiendo su función como activador transcripcional de genes 

celulares implicados en la síntesis de ADN celular y la progresión hacia la fase S del ciclo celular 

(26). 

Gc11es de Expresió11 Tardía 

El ORF de Ll codifica para la proteína principal de la cápside del virus de 50-60 kDa y 

constituye el 95% de la cubierta del virus. La cápside del virus está constituida en una proporción 

30:1 por Ja proteína Ll y la proteína L2, respectivamente. La secuencia del gen que codifica para 

Ll es la segunda secuencia más conservada, después de la secuencia del gen El, entre los 

diferentes VPHs. La proteína Ll es expresada en grandes cantidades durante la infección por 

VPH-16 o en etapas de neoplasia intraepitelial cervical (CIN) de bajo grado (36). Ll es capaz de 

autoensamblarse para formar las partículas parecidas a virus, VLPs (37). Ll es la proteína más 
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antigénica de Jos virus del papiloma; se han caracterizado epítopos lineales mediante proteínas de 

fusión producidas en bacterias (38); mediante el uso de VLPs de Ll del VPH-16 expresados en 

sistemas eucationtes, se han descrito epítopos conformacionales (39, 40). Los VLPs también han 

servido para producir y detectar anticuerpos neutralizantes (41), y se ha demostrado que los 

anticuerpos neutralizantes son tipo específicos con la excepción de los tipos estrechamente 

relacionados (40,42,43). 

El ORF de L2 codifica para la proteína menor de Ja cápside viral de 49-60 KDa y es 

considerada una de las proteínas con mayor variación en su secuencia entre los distintos tipos de 

VPHs. L2 no tiene capacidad de autoensamblarse como Ll. Sin embargo, L2 es incorporada en 

Jos VLPs, probablemente en Jos vértices de la cápside, cuando se coexpresa con Ll (44). La 

mayor parte de L2 se encuentra dentro de la cápside y es requerida para la encapsulación del 

genoma viral (45). No obstante, una pequeña porción de L2 está expuesta sobre la superficie de la 

cápside y es accesible a los anticuerpos (46), de los cuales un pequeño número son neutralizantes 

(47). L2 no es requerido para la unión de los viriones a la superficie celular y los antisueros 

neutralizantes contra L2 no afectan este proceso (48). 

La clasificación de los virus del papiloma se basa en la comparación de las secuencias de 

regiones específicas de su genoma. Basados en el criterio adoptado por el Papillomavirus 

Nomenclature Commitee, las secuencias de nucleótidos de los ORF's de Ll, E6 y E7 de U:n nuevo 

tipo, no deben de exceder el 90% de similitud de las secuencias correspondientes de los. genomas 

de los VPHs conocidos. (26,49). 
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Los diferentes tipos de VPH que infectan el tracto genital son clasificados comúnmente en 

dos categorías basados sobre la frecuencia de asociación con tumores malignos y el potencial 

oncogénico de los virus. La primera categoría llamada de "bajo riesgo" incluye a los VPH's tipo 

6, 11, 42, 43, 44 así como a la mayoría de los nuevos tipos de VPH's. Los VPH's de bajo riesgo 

son comúnmente asociados con las verrugas genitales pero que son raramente encontrados en 

cáncer cervical. La segunda categoría llamada de "alto riesgo" incluye predominantemente a los 

VPH's tipo 16, 18, 31, 45 y 56, los cuales son comúnmente encontrados en carcinomas y lesiones 

precursoras. Otros tipos de VPH como el 33, 35, 39, 51 y 52 son menos representados en cánceres 

pero muy frecuentes en lesiones intraepiteliales escamosas (SIL), son incluidos en la categoría de 

alto riesgo, aunque en algunos reportes son referidos como un grupo intennedio (30, 50, 24). 

Figura l. Genoma del Virus de Papiloma Humano (VPH)-16. El genoma es circular de doble cadena y 7.9 Kbp. Los 
números en el exterior del círculo indican el número de los nucleótidos con respecto a la posición de los distintos 
sitios de inicio de los genes que constituyen al VPH-16. Las zonas blancas dentro del circulo indican los genes de 
expresión temprana (El. E2, E4, ES, E6 y E7) y los genes de expresión tardía (Ll y L2). 
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2.3 Bibliotecas de péptidos expresados en fagos filamentosos (Phage Display). 

La búsqueda e identificación de epítopos de moléculas de interés biológico ha tenido gran 

avance desde la aparición de la técnica llamada Phage Display. Esta poderosa herramienta ha 

captado la atención de la investigación y probablemente será una de las técnicas más importantes 

en los próximos años. Phage Display consiste en la expresión de péptidos y proteínas, fusionadas 

a algunas de las proteínas (pill, pVI, pVII, pVill y pIX) de la cubierta del fago. Las proteínas de la 

cubierta del fago comúnmente usadas para la expresión de péptidos son la pill y la pVID. pero se 

han hecho experimentos para utilizar la pVI (51), la pVII y la pIX (52). 

El método de expresar péptidos en fagos fue descrito por primera vez por Scott y Smith en 

1990 y desde entonces ha sido usada en diversos estudios (53). Los péptidos fusionados a pill son 

de 6 hasta 38 aminoácidos de longitud. Las fusiones a pVIII son más restringidas y expresan 

péptidos de 6-8 aminoácidos de longitud (54). 

Phage Display incluye una técnica de selección in vitro en la cual un péptido o proteína es 

fusionado genéticamente a una proteína de la cubierta de un bacteriófago, esto resulta en la 

expresión de una proteína o péptido fusionada sobre la superficie del fago. mientras que el ADN 

del fago contiene el gen que codifica esta proteína o péptido. Mediante un simple procedimiento 

de selección in vitro llamado "biopanning" o bioselección, es posible una rápida identificación de 

ligandos de los distintos blancos (anticuerpos, enzimas, receptores de superficie celular. etc.). La 

bioselección se lleva a cabo al incubar una biblioteca de péptidos expresados en fagos en una 

placa cubierta con el blanco, ie lava para eliminar los fagos que no se unen y se eluyen los fagos 

13 

---------~ -~ ____ · 



que se unieron específicamente (53). El fago eluído es amplificado en bacterias E. coli y 

posteriormente se llevan a cabo varios ciclos o rondas adicionales de unión/amplificación para 

enriquecer el conjunto de fagos a favor de. aquellos que expresan los péptidos que se unieron con 

mayor afinidad. Después de 3 o 4 rondas, las clonas seleccionadas son caracterizadas mediante la 

secuenciación de su ADN (Figura 2). 

La técnica Phage Display emplea comúnmente como vector de expresión a un 

bacteriófago filamentoso llamado Ml3. El fago Ml3 tiene forma de filamento flexible con un 

diámetro aproximado de 6.5 nm y una longitud de aproximadamente 900 nm. (Figura 3). Su 

genoma es de ADN circular de cadena sencilla y mide aproximadamente 6.5 kb; codifica para 10 

diferentes proteínas las cuales están implicadas en la replicación, morfogénesis y formación de la 

cápside viral. Su cubierta es de 1.5 a 2 nm de grueso y su peso aproximado entre 1.2 y 1.4 Xl07 

Da (55). 

El ciclo de vida del fago comienza cuando el viros infecta a las bacterias E. coli. La 

infección se lleva acabo por medio del reconocimiento del F' de las células macho ~ mediante 

el dominio N-terminal de la pill. Después de la retracción del pilli y la penetración del genoma 

viral a través de la membrana bacterial, la bacteria replica y traduce su genoma así como el del 

fago. El ensamblaje de los fagos toma lugar en la membrana citoplasmática con ayuda de las 

proteínas pi y pIV. Cerca de 100 a 300 fagos son producidos durante el ciclo de vida bacterial . 
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Figura 2. Procedimiento del uso de bibliotecas de péptidos expresados en fagos filamentosos durante la 
biosclección. Los fagos son incubados con la molécula blanco inmovilizada. Los fagos con poca afinidad son 
removidos mediante lavados y los fagcs que pcnnancccn unidos son eluidos. Los fagos eluidos son amplificados en 
células E. coli. son plaqucados y seleccionados para postcrionncnte caracterizar la secuencia de su péptido. 

La proteína donde comúnmente se expresan los insertos peptídicos es la plll. Esta proteína 

tiene un peso molecular de 43 kDa con 424 aminoácidos. Funcionalmente, tiene 3 dominios los 

cuales son estabilizados por enlaces disulfuro internos. El dominio N-terminal es responsable de 

la penetración, seguido por un dominio implicado en el reconocimiento del pilli bacteria!. El 

dominio C-terminal es necesario para la morfogénesis y el anclaje a la membrana y es 

indispensable para el ensamblaje del fago (56). 
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Figura 3. Esquema que muestra la estructura detallada del fago filamentoso M 13. La proteina o péptido está 
1cpresentada sobre la superficie del virus como una fusión a Ja proteína plll. 

La principal ventaja de Phage Display sobre otras tecnologías de mapeo de cpítopos es la 

capacidad de trabajar con un gran número de péptidos a la vez (complejidad del09
) y llevando a 

cabo rondas de bioselección pueden seleccionarse las clonas con más alta afinidad. El fago Ml3 

no lisa a su hospedero durante la fase de eclosión. Esto simplifica grandemente los pasos de 

purificación entre las rondas de bioselección. El poder de esta tecnología es su habilidad para 

identificar regiones interactivas de proteínas u otras moléculas sin conocer al ligando o la 

naturaleza de la interacción. De esta forma, es posible identificar los agentes responsables de 

enfermedades con etiología y/o patogénesis desconocidas. Además, hay que resaltar la 

inmunogenicidad que se produce en la inmunización con fagos en diferentes modelos animales 

sin el uso de adyuvantes (57-60). 

Las bibliotecas de péptidos expresados en fagos filamentosos han surgido recientemente 

como una estrategia alternativa de investigación con numerosas aplicaciones, incluyendo el 

mapeo de epítopos lineales o conformacionales (61-68) o mimótopos (69,70), incluso de origen 

no peptídico (71 ), con capacidad de generar anticuerpos neutralizan tes ( 68), para el desarrollo de 

métodos de diagnóstico y de vacunas (60,72). Las bibliotecas de péptidos expresados en fagos 

también se han usado para la identificación de sustratos para enzimas (73), para la identificación 
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de nuevos péptidos bioactivos contra receptores de superficie celular (74-76), así como para 

elucidar algunos mecanismos moleculares de infecciones y enfermedades. 
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2.4 JUSTIFICACIÓN DEL PROYECTO 

Se sabe que el repertorio de anticuerpos en pacientes con infección por VPH-16 es 

heterogéneo y los antígenos que son relevantes para ser usados en el diagnóstico no pueden ser 

identificados en la mayoría de los casos. Con el uso de bibliotecas de péptidos expresados en 

fagos filamentosos sería posible identificar epftopos y/o mimótopos que se unen a los anticuerpos 

presentes en el suero de pacientes con infección porVPH-16. 

Existe un solo trabajo en donde se ha reportado la identificación de regiones seroactivas 

de las proteínas E4. E6, E7 y Ll del VPH-16 mediante el uso de fagos filamentosos (77). Por otra 

parte, también se han detectado anticuerpos contra Ll y L2 en etapas tempranas, mientras que 

anticuerpos anti-E6 y anti-E7 se han detectado en cáncer avanzado (78, 79, 80). Esto nos da la 

pauta para pensar que son varias las proteínas expresadas por el VPH-16 en sus distintas etapas de 

desarrollo, con una alta capacidad inmunogénica, y que la detección de anticuerpos, utilizando 

epítopos o mimótopos de diversos péptidos del VPH-16 expresados en fagos filamentosos. podría 

indicamos tempranamente una infección por dicho virus. 

En este proyecto se pretende explorar la posibilidad de producir estas moléculas a un bajo 

costo, que podría servir para desarrollar un método de diagnóstico sencillo, sensible, específico y 

de amplio alcance en toda la población. Con ello las mujeres mexicanas tendrían acceso a este 

método de diagnóstico en todas las instituciones de salud, tanto públicas como privadas, 

convirtiéndose probablemente en un recurso de diagnóstico de gran utilidad a nivel nacional. 
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3. HIPÓTESIS 

Utilizando bibliotecas de péptidos expresados en fagos filamentosos (Phage Display) se 

pueden identificar epítopos o mimótopos de las proteínas del VPH-16, que podrían usarse 

eficazmente en la detección de la infección por VPH-16 y lesiones cervicales precancerosas 

mediante ELISAs, utilizando muestras de sueros de pacientes. 

4. OBJETIVOS 

4.1 OBJETIVO GENERAL 

• Identificar y evaluar epítopos y mimótopos relacionados con las proteínas del VPH-16 

utilizando bibliotecas comerciales de péptidos expresados en fagos filamentosos. 

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES 

l. Identificar epítopos y mimótopos del VPH-16 utilizando sueros de pacientes infectadas con 

VPH-16 y bibliotecas de siete, doce y nueve aminoácidos flanqueados por residuos de 

cisteina. 

2. Caracterizar las clonas seleccionadas mediante la secuenciación de su ADN. 

3. Comparar las secuencias de las clonas seleccionadas con las secuencias de las proteínas del 

VPH-16. 

4. Evaluar la capacidad de las clonas obtenidas para reconocer específicamente anticuerpos en 

muestras de personas infectadas con VPH-16 usando la técnica de El.lSA. 
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S. MATERIAL Y MÉTODOS 

5.1 Medios de Cultivo y Soluciones 

Medios de Cultivo 

LB (Luria Bertani) 
• 10 g Bacto-Tryptone 
• 5 g de extracto de levadura 
• 5gdeNaCI 

TopAgar 

• 10 g de Bacto-Tryptone 

• 5 g de extracto de levadura 

• 5gde NaCI 

• 1 g de MgCl2•6H20 

• 7 g de agarosa 

Bacterias Esc/1erichia coli cepa TG-1 

Soluciones 

PEG/NaCI (8000) 40% 
• NaCl5M 
• Polietilenglicol (PEG) 400 gil 

TBS 
• 50 mM Tris-HCI (pH 7.5) 
• 150mMNaCI 

PBS 
• O.O! M de KH,Po. 
• 1 MNa,HPO, 
• 1.37 MNaCI 
• 0.027MKCI 
• pH7.0 

Gel de agarosa 1 % 
• 1 g de agarosa 
• 100 mi de TBE IX 
• 0.5 de µI de bromuro de etidio 

Buffer de Elusión 
• 0.2 M Glicina-HCI (pH 2.2) 

Medio2xYT 
• 16 g de Bacto-Triptone 
• 10 g de extracto de levadura 
• 5gdeNaCI 

Medio mínimo 

• Na2HPO• 0.6% 

• KH2P0.0.3% 

• NH.CI 0.1% 

• NaCI0.05% 

• Agarosa 1.5% 

• Glucosa 20% 

• Tiamina 1% 

• Mgso.1 M 

TBE 
• Tris 54gll 
• Ácido bórico 27.5 gil 
• EDTA,20ml 

Buffer de Yodo 
• 10 mM Tris-HCI pH 8.0 
• 1 mMEDTA 
• 4MNaCI 

Gel de poliacrllamida 8% 
• 39.6gUrea 
• 26.4 ml Agua 
• 16 ml Acrilanüda/Bisacrilamida 38:2 
• 8m1TBE lOX 
• 675 µI Persulfato de Amonio 
• 25µ1TEMED 

Xgal/IPTG 
• 1 gX-Oal 
• 1.25 glPTG 
• disolver en 25 ml de dimetil formamida 
Mantener a -20ºC. 
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5.2 Material Humano 

El material humano incluido en este estudio fue obtenido de pacientes atendidas en el 

Centro Nacional de Displasias (CENACLID) del Hospital General de México, Secretaría de 

Salud. Todas las pacientes fueron sometidas a un estudio citológico (Papanic.olau) y a un ensayo 

colposcópico. Aquellas que mostraron evidencia de la presencia del VPH fueron pre-

seleccionadas. De cada una de las pacientes se tomó una biopsia del área infectada, una muestra 

de sangre y una de secreción cervical. También se les realizó la confirmación molecular por PCR 

utilizando los primers MY09-MYII, que comprenden una región de - 450 pb dentro del ORF de 

Ll del VPH. Al mismo tiempo se les realizó el ensayo serológico de ELISA para confirmar la 

presencia de anticuerpos dirigidos contra el VPH-16 utilizando VLPs de Ll del VPH-16. A partir 

de un panel de 100 pacientes, se decidió utilizar una población de 36 pacientes, de las cuales, 28 

tenían infección por VPH-16, 6 fueron diagnosticadas con NIC y 2 con CaCu y todas ellas fueron 

positivas para la presencia del VPH-16 (detección por PCR). El principal parámetro para 

incluirlas al inicio del proyecto, se basó en las lecturas más altas de anticuerpos anti-Ll (VLPs) en 

los ELISAs. 31 de 36 pacientes tuvieron IgAs anti-Ll en secreciones cervicales y 20 de 36 tenían 

niveles detectables de IgG en suero (DO>l.0). Como controles negativos se utilizaron sueros 

provenientes de 24 donadores de sangre clínicamente saludables, obtenidos en el Banco Central 

de Sangre del Centro Médico Nacional Siglo XXI. 
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5.3 Identificación de anticuerpos en suero de pacientes con infección por VPH, usando tres 

bibliotecas de péptidos expresados en fagos filamentosos. 

Para identificar los epítopos/mimótopos de las proteínas del VPH-16 se usaron tres 

bibliotecas comerciales de siete, doce y siete aminoácidos flanqueados por cisteínas expresados al 

azar en el extremo amino de la proteína pID de la superlicie del fago filamentoso Ml3 (New 

England Biolabs Inc, Beverly, USA). 

5.3.1 Bioselección 

La bioselección se llevó a cabo utilizando placas de microtitulación (Boehringer 

Manheim, GmbH-Germany) las cuales estaban cubiertas con anticuerpos anti·Fc de IgG humano. 

Esta modificación permitió seleccionar únicamente inmunoglobulinas con su fragmento Fub libre, 

y eliminar cualquier otra proteína presente en la muestra humana (81). Se evaluaron tres sueros de 

pacientes VPH-16 positivos (suero 25, suero 42 y suero 51), que tenínn los más altos niveles de 

anticuerpos de tipo IgG e lgAs anti- VLP de VPH-16 (DO >1.0). Los sueros se agregaron a las 

placas sensibilizadas usando una dilución 1:20 en solución amortiguadora de fosfatos 7.2 (PBS 

IX) agregando 50 µl por pozo, se incubó durante 1 hora y 30 minutos a 37ºC. Posteriormente, se 

lavaron las placas cinco veces con PBS IX y se incubaron a 4ºC toda la noche. Al siguiente día se 

agregaron las bibliotecas de péptidos (1011 fagos/pozo) en una dilución 1:40 en PBS con 0.1 % de 

albúmina sérica bovina (PBS-BSA 0.1 %), 100 µl a cada pozo, se dejaron incubar a 4ºC por 4 

horas. Después de lavar las placas con PBS frío se dejó incubar con 100 µl de PBS IX a 4° C por 

30 minutos (para remover los fagos no específicos). Se quitó el sobrenadante y para eluir los 
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fagos específicos que quedaron unidos a las placas se agregó a cada pozo 100 µI de HCl-Glicina 

(0.2 M Glicina/HCl pH 2.2) dejándose 10 minutos a temperatura ambiente y después 10 minutos 

u 37ºC. Se colectó el eluído de los pozos y se neutralizó con 25 µJ de TRIS (2 M, pH 11.07). 

5.3.2 Titulación de los Fagos 

Después de cada ronda de bioselección de cada uno de los experimentos se procedió a 

determinar el número de los fagos eluidos. Después de Ja primera ronda de cada experimento se 

hicieron diluciones seriadas 1:1000 en medio de cultivo 2YT a partir de Jos fagos eluidos de las 

bioselecciones anteriores. 

Después de realizar Ja última dilución, se agregaron los fagos a 200 µI de bacterias TG-1 

(de un cultivo de toda Ja noche, DO 600 - 0.5) más 10 µJ de Xgal/IPTG, se dejó incubar por 5 

minutos a temperatura ambiente. Después se agregaron 4 mi de medio Top Agar (fundido}, se 

mezcló y se vació en una caja de petri preparada con medio LB agar para dejarse incubar a 37ºC 

toda Ja noche. Al día siguiente se obtuvo el título contando las unidades formadoras de placas 

(pfu). 

5.3.3 Amplificación de los Fagos 

Para amplificar el eluído, un día antes se cultivaron bacterias de E. coli TG-1 en 10 mi de 

medio 2xYT en agitación a 37ºC toda Ja noche. De estas bacterias se tomaron 500 µl que se 

agregaron a 50 mi de medio 2xYT más 390 µI de Jos fagos eluidos, se dejaron en agitación por 
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4.5 horas a 37ºC. Posteriormente, se centrifugó a 10 000 rpm (12 000 g) por 10 minutos a 4ºC. Se 

tomaron 40 mi del sobrenadante y se mezcló con 1/6 de polietilenglicol (PEG/NaCI) 

manteniéndose a 4ºC toda la noche. 

Después de 16 horas se centrifugó durante 15 minutos a 10 000 rpm (12 000 g) a 4ºC. Se 

eliminó el sobrenadante y el pellet se resuspendió en lml de TBS. Después se transfirió la 

suspensión a un tubo de microcentrífuga y se centrifugó por 5 minutos a 13 200 rpm (16 100 g) a 

4ºC. Se volvió a transferir el sobrenadante a otro tubo de microcentrífuga y se reprecipitó con 180 

µI de PEG/NaCI y se incubó en hielo por 1 hora. Después, se centrifugó 10 minutos a 13 200 rprn 

(16 100 g) a 4ºC, se tiró el sobrenadante, se recentrifugó 2 minutos a 4ºC y se desechó el 

sobrenadante. Se resuspendió el pellet en 200 µ1 de TBS y se centrifugó 5 minutos a 4ºC, para 

eliminar cualquier residuo insoluble. De esta fonna, se transfirió el sobrenadante a otro tubo de 

microcentrífuga y se obtuvo el eluído amplificado, que posteriormente se tituló para tener - 10 13 

fagos/mi. De esta fonna, los fagos amplificados se usaron para realizar las siguientes rondas de 

bioselección. 

A partir de la segunda bioselección de cada experimento se llevó a cabo la selección al 

azar de las clonas de cada cluído (el número de clonas seleccionadas fue de 8 a 10 en cada 

experimento). Cada una de las clonas seleccionadas se amplificó en 10 mi de medio 2xYT más 

100 µI de bacterias E. coli TG-1. Se incubaron 4.5 horas en agitación a 37ºC. Los siguientes 

pasos son iguales a los llevados acabo en la amplificación de los eluidos obtenidos de las 

bioselecciones. 
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Posteriormente, también se titularon cada una de las clonas amplificadas. Se hicieron 

diluciones seriadas 1:1000 en medio 2xYT. Después de realizar las diluciones, se agregaron los 

fagos en 200 µI de bacterias E.coli T-Gl (de un cultivo de toda la noche) más 10 µI de Xgal­

IPTG, se incubaron 5 minutos a temperatura ambiente y se transfirió a 4 mi de Top Agar fundido 

y de ahí a una caja de petri con medio LB sólido, dejándose incubar toda la noche a 37ºC. Al día 

siguiente, se llevó a cabo el mismo procedimiento para calcular el título, pero en este caso se 

obtuvieron - 1011 fagos/mi. 

5.3.4 Purificación del ADN de cadena sencilla de los fagos 

Para la purificación del ADN de la cadena sencilla de las clonas seleccionadas al azar (82), 

se tomó 1 mi del sobrenadante de la primera centrifugación del proceso de amplificación de cada 

clona seleccionada, se le agregó 400 µI de PEG/NaCI y se mantuvo a temperatura ambiente por 

10 minutos, después se centrifugó 10 minutos a 13 200 rpm (16 100 g), se desechó el 

sobrenadante y se recentrifugó 30 segundos. Después de tirar el sobrenadante se agregó 200 µl de 

buffer de yodo [10 mM Tris-HCI (pH 8.0), l mM EDTA, 4 M Na!] y se resuspendió el pellet, se 

agregaron 500 µI de etanol absoluto, se mezcló y se incubó por 10 minutos a temperatura 

ambiente. Se centrifugó 10 minutos a 13 200 rpm (16 100 g), se tiró el sobrenadante y se 

agregaron 200 µI de etanol al 70%. Después de centrifugar 1 minuto, se tiró el sobrenadante y el 

pellet se suspendió en 15.5 µI de agua bidestilada. Para verificar la presencia del ADN, se 

tomaron 2 µI de la muestra y se analizó en un gel de agarosa al l %. 
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5.3.5 Secuenciaclón del ADN de cadena sencilla de los fagos 

La secuenciación del ADN de los fagos seleccionados se realizó mediante el uso del kit 

''T7 Sequenase versión 2.0 Quik-Denature plasmid sequencing" (Amershan Llfe Science, OH) y 

dATP a-S35 como se describe a continuación. Se incubaron a 37ºC durante 10 minutos, 1.5 µI de 

primer (Secuencing Primer -96 gill, New England Biolabs, USA) con 2 µI de "plasmid reaction 

buffer" y 12.5 µI del ADN purificado de cada uno de los fagos (0.5-3 µg de ADN). Después se 

incubó en hielo 10 minutos. A la mezcla anterior se le agregó 1 µI de DTT (dithiotritol) 0.1 M, 2 

µI de labeling mix (dNTPs de G, T, C; 7.5 µM c/u), 0.5 µI de dATP a-S35 (3.75xl0-13 µCi), y 1 

µI de enzima (4 unidades de polimerasa), dejándose incubar 5 minutos a 37ºC. Posteriormente en 

4 tubos por reacción se agregaron 2.5 µI de ddNTPs (80 µM) nucleótidos análogos de 

terminación, (G, A, T y C), a los cuales se les agregó 4.5 µI de la mezcla anterior dejándose a 

37ºC por 5 minutos. Posteriormente, a cada uno de los tubos se les agregó 4 µI de la solución stop 

y se incubaron a 75ºC por tres minutos. Inmediatamente se agregaron 6 µI de cada una de las 

muestras en los carriles de un gel de poliacrilamida al 8%. Se corrió 4 horas y 30 minutos a 1800 

Volts, se secó el gel en un secador de geles durante 60 minutos a 80ºC. Se transfirió a un cassette 

en donde se expuso a una placa de rayos X durante 72 horas a temperntura ambiente. 

Posteriormente, se reveló la placa y se llevó a cabo la lectura manual de la misma para determinar 

la secuencia de aminoácidos de los péptidos expresados en los fagos seleccionados. 
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5.4 Análisis de Similitud de Secuencias 

La similitud de las regiones de aminoácidos entre los insertos de péptidos de las clonas 

seleccionadas y las secuencias de proteínas del VPH-16, se compararon usando los programas de 

computadora ALIGN y LALING del Servidor de Genestream Bioinformatics Resource 

(http://xylian.igh.cnrs.fr/). 

5.5 Ensayos de ELISA 

Para comprobar la reactividad de las clonas con los sueros de las cuales fueron obtenidas 

se realizó el siguiente formato de ELISA. 

Se sensibilizó una placa para ELISA de 96 pozos (Nunc Maxi Sorp, Denmark) con 100 

µl/pozo de un anticuerpo anti-IgG humano [Goat Anti-Human IgG (Fe), Zymed Laboratories Inc, 

Sn. Feo. California, USA] diluido 1:200 en una solución amortiguadora de fosfatos (PBS lX, pH 

7.4) y se incubó una hora a 37ºC. Se realizaron cuatro lavados con PBS-Tween 0.1% y se 

utilizaron 200 µllpozo de una solución bloqueadora para ELISA (Blocking Reagent for ELISA, 

Boehringer Mannheim, Germany) para cubrir los sitios de unión inespecíficos de la placa, 

dejándose incubar una hora a 37ºC. Se realizaron cuatro lavados con PBS-Tween 0.1 % y se 

mantuvo la placa a 4ºC toda la noche. Al día siguiente, se agregaron 100 µl/pozo de los sueros 

VPH-16 positivos con los cuales se habían obtenidos las clonas en las distintas bioselecciones en 

una dilución 1:100 en PBS-BSA 1% y se incubó una hora y media a 37ºC. Se hicieron cuatro 

lavados con PBS-Tween 0.1% y se agregaron 100 µl/pozo de las clonas de los fagos (109/pozo) 
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en PBS-BSA 0.1% incubándose 3.5 hrs a4ºC. Se hicieron cuatro lavados con PBS-Tween 0.1% y 

se agregaron 100 µl/pozo de un anticuerpo monoclonal anti-Ml3 conjugado con peroxidasa 

(HRP/Anti Ml3 Monoclonal Conjugate, Amersham Pharrnacia Biotech Inc, NJ, USA) en una 

dilución 1:2500 en PBS-BSA 1% dejándose en incubación una hora a 37ºC. Se hicieron cuatro 

lavados con PBS-Tween 0.1% y se agregó 100 µI del sustrato para peroxidasa (ABTS single 

solution, Zymed Laboratories Inc, Sn. Feo. California, USA). Se midió la absorbancia a 405 nm 

en un lector de placas automático. 

Las clonas más reactivas fueron seleccionadas para probarse en EI.JSA con un panel de 

sueros de pacientes VPH-16 positivo. Los ensayos de ELISA se llevaron a cabo de la misma 

forma que la anterior. 
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6. RESULTADOS 

6.1 BIOSELECCIÓN DE LAS BIBLIOTECAS DE PÉPTIDOS AL AZAR CON SUEROS 

DE PACIENTES INFECTADAS CON VPH-16 

En este estudio se utilizaron tres bibliotecas comerciales de péptidos expresados en fagos 

filamentosos. Se usaron dos tipos de bibliotecas de péptidos: bibliotecas con insertos lineales 

(siete y doce aminoácidos) y una biblioteca de insertos cíclicos (nueve aminoácidos flanqueados 

por residuos de cisteina). Estas bibliotecas se utilizaron en ocho experimentos de bioselección 

con tres sueros de pacientes infectadas con VPH-16. 

Tres rondas de bioselección se llevaron a cabo en cada experimento. Después de la 

primera ronda de bioselección, se obtuvieron aproximadamente de 104 a 105 fagos en siete 

experimentos, con excepción del suero 42 y la biblioteca de 12 aminoácidos, donde 102 fagos 

fueron recobrados. Durante la segunda ronda de bioselección, la cantidad de fagos específicos 

aumentó 100 veces en 6 experimentos, 10 veces en un experimento y 1000 con el suero 42 y la 

biblioteca de 12 aminoácidos. En la tercera ronda de bioselección, la cantidad de fagos 

específicos se conservó en 2 experimentos, aumentó 10 veces en 2 experimentos, 100 veces en 2 

experimentos, y se redujo 10 veces con los sueros 51 y 42, ambos con la biblioteca de 12 

aminoácidos. 

25·7 l.lxlo' l.6xl0 1.0xl09 

25-12 l.22xl0' l.2xl0 2.7xl0 
42-7 l.3xl0 l.8xl0 l.OxlÓ8 

42-9 9.Sxlo' 6.17xl0 2.3x10• 
42-1?. 2.0XlO' 3.27X10° 4.0xla' 
51-7 l.8xl0 5.0x!Oº l.OxlOº 
51-9 3.6xl0' l.Ox!O l.47xl0 

51-12 2.5xl04 l.95xl0° 9.0xla' 
Tabla 1. Sclecc16n de fagos por afinidad de los anticuerpos presentes en sueros de individuos mfectados con VPH-16 
en 8 diferentes ensayos de biosclección. 

29 



6.2 SECUENCIACIÓN DEL ADN DE LAS CLONAS 

Se obtuvieron 157 fagos seleccionados al azar de los eluidos de la segunda y tercera ronda 

después de 8 experimentos y se determinaron las secuencias de los insertos peptídicos de las clonas. De 

las secuencias determinadas. 11 presentaron el residuo metionina en la primera posición y el residuo 

lisina en la séptima posición (Tabla 2). Las demás secuencias de los insertos peptídicos se encuentran 

resumidos en la Tabla 3. La secuencia (FHENWPS) fue encontrada 10 veces. dos secuencias 

(SPYDGFSAARRG y SPINNTKPHEAR) fueron encontradas nueve veces, In secuencia (MPMTPAK) se 

encontró 8 veces, otra secuencia (MKIPNNK.LFLPV) se encontró 4 veces y tres secuencias 

(MHPSNSKSPPRH. QTIGNAKPLGRV, SDSHVGKLSLAH) fueron encontradas dos veces. 

SECUENCIA CLONA 

M K p N N K L F L p V (25-12-13) 4 

M K V s N H K D p p L (42-12-19) 

M K V s N s K (51-7-7) 

M p V N D T K (51-7-2) 

M p M T p A K (42-7-16) 8 

M p p e N y K (51-7-9) 

M p L V s Q K (42-7-5) 

M p L Q N s K (42-7-7) 

M R L E T s K (42-7-4) 

M R p D N A K (42-7-6) 

M H p s N s K s p p R H (42-12-11) 2 

Tabla 2. Secuencias de las clonas de fagos aisladas en los ensayos de biosclccción usando sueros de los pacientes 25, 
42 y 51 con las bibliotecas de 7. 9 y 12 aminoácidos. Los residuos idénticos se encuentran en negrillas. Los números 
en paréntesis indican el ensayo en el cual se obtuvo la clona con dicha secuencia (no. de suero-tipo de bibliotcca­
número de clona). El supcríndicc indica el mlmcro de veces que fue aislada la clona. 
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Secuencia Clona Secuencia Clona Secuencia Clona 
TISRTGI (51-7-1) AASMRTLEAHSK (25-12-1) KDQTNYP (42-7-8) 
LKLRHLP (51-7-4) THMQGWWWSKPW (25-12-2) GKTTAAS (42-7-3) 
SASHPPP (51-7-5) GSGLPLYMLWLT (25-12-3) WAPYMTN (42-7-2) 
DPASLFH (51-7-8) LPLGQHQFNPSG (25-12-4) GEADFNM (42-7-1) 
GLLTAYV (51-7-10) SGMMSNATIANV (25-12-5) MRLPTIP (42-7-9) 
TLQALPS (25-7-1) ANQSLPDRLYKS (25-12-7) MPLTQKD (42-7-10) 
WTYSPIA (25-7-2) KLALSNGAIAQP (25-12-8) CSSGPIAPC (42-9-1) 
SLPKMLS (25-7-3) LSDTQAVYSADN (25-12-10) CALHPPPQC (42-9-2) 
ARLLFGI (25-7-4) QPIENYKLMPST (25-12-11) CKEGKKSPC (42-9-3) 
FQRDDLR (25-7-6) QLPTILGVPTQP (25-12-14) CNASTSMQC (42-9-4) 
LHSRPLP (25-7-7) AAPDDVLPNPAR (25-12-16) CfKMKKNIC (42-9-5) 
SCFFGRL (25-7-8) RFNPDQAPSWPP (25-12-18) CAKVVQADC (42-9-6) 
NAMSPPA (25-7-9) SPLFLDQRSLTP (25-12-21) crHPEILFC (42-9-7) 
FHLSTAS (25-7-10) PSACWEAGAPSR (25-12-22) CPVYIKPC (42-9-8) 
NRLHAYP (25-7-11) NAPPPLFWSHQW (25-12-24) CNKLSRPVC (42-9-11) 
AMGYQHP (25-7-12) IVGTGPQPSSTV (25-12-27) CQLDSQKIC (51-9-1) 
HLVCRPS (25-7-13) HAHSRMLSMPM (51-12-1) CLEASYFRC (51-9-2) 
IVQLTQW (25-7-14) SPINNTKPHEAR (51-12-2) 9 CSPLTHAIC (51-9-3) 
YSHADTM (25-7-15) TLKLQIRLPETI (51-12-5) CMKNMKQPC (51-9-4) 
AGNDRMH (25-7-16) QLNKIQHFTTNS (51-12-7) 2 CNTRLLHNC (51-9-5) 
IANYYGG (25-7-17) IKIWTRKASLAM (51-12-8) CIPASGQTC (51-9-11) 
CDATTLH (25-7-18) AKFNNARIPGFM (51-12-9) CYETGPWAC (51-9-12) 
DSFTPRA (25-7-20) FVPQLNLHTPKN (51-12-12) CNFTHPGYC (51-9-13) 3 

FVAHSPP (25-7-21) KESPTNHKTRLW (51-12-20) CAEPNNLLC (51-9-15) 
SPIAPPR (25-7-23) SPYDGFSAARRG (42-12-1) 9 CNSSSMNSC (51-9-16) 
DMGPGRS (25-7-24) SDSHVGKLSLAH (42-12-3) 2 CfLSHGPSC (51-9-17) 
FHENWPS (25-7-25)1º HDQTLPGGVRLH (42-12-4) MKVNILR (51-7-3) 
KHARTSE (25-7-26) APYKLAMRDQA (42-12-17) MSPRFPQ (51-7-6) 
QTATLTY (25-7-27) QTIGNAKPLGRV (42-12-18)2 DPASLFH (51-7-8) 

Tobla 3. Resumen de lns secuencias de las clonas de fagos aisladas en los ensayos de biosclección usando sueros de 
los pacientes 25. 42 y 51 con las bibliotecas de 7. 12 y 9 aminoácidos. Los números en los paréntesis indican el 
ensa}'O en el cual se obtuvo la clona con dicha secuencia (no. de sucro·tipo de biblioteca·número de clona). El 
superíndice indica el número de veces que fue aislada la clona con la misma secuencia en forma independiente. 

Al realizar la comparación de secuencias entre los insertos peptídicos de las clonas 

seleccionadas y las proteínas del VPH-16, se obtuvieron algunas similitudes. De esta forma, los 

péptidos MKIPNNKLFLPV (clona 25-12-13) y SPINNTKPHEAR (clona 51-12-3) aislados 9 y 4 

veces respectivamente, comparten similitud con la proteína Ll del VPH-16. Además cinco clonas 

mas muestran similitud con la misma región de Ll (Tabla 4). 
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77 p 1 K K p N N N K 85 Ll VPH-16 
M K 1 p N N K L F L p V (25-12-13)4 

s p N N T K p H E A R (51-12-3)9 

M K V s N H K D 1 p p L (42-12-19) 
M H p s N s K s p p R H (42-12-11) 
M K V s N s K (51-7-7) 
M p L Q N s K (42-7-7) 
M R p D N A K' (42-7-6) 

Tabla 4. Alineamiento de las secuencias de aminoácidos de los péptidos insertados de las clonas seleccionadas que 
tienen similitud con la proteína Ll del VPH-16 {secuencia de residuos de aminoácidos de la Prolina 77 hasta el 
residuo de Lisina 85). Las letras en negrillas indican residuos idénticos y las letras cursivas indican residuos 
homólogos. Los números en paréntesis indican el ensayo en et cual se obtuvo la secuencia (no. de suero-tipo de 
biblioteca). El supcrindice indica cuantas veces se aisló la clona con Ja misma secuencia en forma independiente. 

Mediante el uso del programa Swiss-PDB Viewer versión 3.7 (b2) y Ja secuencia de Ja 

proteína Ll del VPH-16 obtenida del Protein Databank Database, se elaboró un modelo 

tridimensional de la proteína Ll (Figura 4). En el modelo, se identificó la región de la proteína de 

Ll (la secuencia de residuos de aminoácidos de la Prolina 77 hasta el residuo de Lisina 85 

PIKKPNNNK-) que compartía similitud con las secuencias de Ja tabla 4. Esta región forma parte 

de un loop que se encuentra expuesto y que Milller en 1990 reportó como un posible epítopo. 
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Figura 4. Modelo de un monómcro de la protclna Ll del VPH-16. La estructura incluye los residuos 20-474. La 
secuencia de residuos de aminoácidos de la Pro 77 hasta el residuo de Lys SS (PIKKPNNNK). fonnan parte Je un 
loop que se encuentra expuesto y que anterionncntc había sido reportado como un posib1c epitope de L 1 (77). Par.i el 
desarrollo del modelo se utilizó el programa Swiss-PDB Viewer versión 3. 7 (b2) de Glaxo JYel/come E..:perimenta/ 
Research 

6.3 EVALUACIÓN DE LA REACTIVIDAD DE LAS CLONAS 

Las propiedades de unión y de reconocimiento de las clonas de fagos seleccionadas se 

analizaron en ELISA. Todas las clonas de fagos seleccionadas en los experimentos con el suero 

de la paciente 42 y la biblioteca de 7 aminoácidos se probaron primero en ELISA con el suero 42 

y 2 sueros controles negativos, no infectados con VPH-16. Se analizó este grupo debido a que la 

mayoría de las clonas de fagos seleccionadas con el suero 42 y la biblioteca de siete aminoácidos 

compartían el motivo MXXXXXK. Ocho de 18 clonas seleccionadas en este experimento 

tuvieron la misma secuencia (MPMTPAK), y las otras 11 clonas diferentes se probaron en 
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ELISA. Las clonas de fagos 42-7-3, 42-7-5. 42-7-7 y 42-7-16 se unieron fuertemente a los 

anticuerpos presentes en el suero de Ja paciente 42 {Tabla 2) y fueron además analizadas en 

ELISA con Jos sueros de otras pacientes infectadas también con VPH-16. así como con sueros de 

mujeres donadoras de sangre. VPH-16 negativas. En todos los ensayos de ELISA de fagos. la 

especificidad del reconocimiento fue confirmada mediante el uso de un fago no relacionado 

{BlA), obtenido de otro experimento. De esta forma. se excluyó el fondo de interacción del suero 

de la paciente con el fago y se demostró la interacción específica con el inserto peptídico de cada 

una de las clonas seleccionadas positivas. Así, 13 de 36 sueros de pacientes mostraron reactividad 

con al menos una de las clonas de fagos como se puede observar en la Tabla S. y ninguno de 

estos sueros reaccionó con el fago no relacionado. Solamente 2 de 24 sueros de donadoras 

reaccionaron débilmente con una de las clonas positivas. 

e 
e 
in 
o 
~ 
o e 

1.6 

1.4 

1.2 

o.a 

0.6 

0.4 

0.2 

o 
B1A 42-7-3 42-7-5 

Clonas 
42-7-7 42-7-16 

Gráfica l .. Clonas reactivas obtenidas con el suero de la paciente 42 y la biblioteca de siete aminoácidos. Se utilizó el 
fago BIA como control negativo y dos sueros de personas no infectadas con VPH-16 (Neg 1, Neg 2). 
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Las clonas de fagos con la secuencias SPINNTKPHEAR (clona 51-12-3) y 

MKIPNNKI.FLPV (clona 25-12-13) reaccionaron con 7 de 16 sueros positivos para VLPs de 

VPH-16 (Tabla 5) y no se observó ninguna reacción con cualquiera de los 24 sueros control. 

En resumen, 16 de 36 (44%) sueros de pacientes reaccionó con al menos una clona de Jos 

fagos seleccionados durante los experimentos de bioselección, y solamente 2 de 24 sueros de 

donadoras mostraron reacción con las clonas seleccionadas. 

Tnbla S. Reactividad de sueros de pacientes con clonas de fagos en ELISA. 

SUERO BlA 42-7-3 42-7-5 42-7-7 42-7-16 25-12-13 51-12-3 
VPH 13 0.394 NR NR 0.715 NR NR NR 
VPH 19 0.179 NR NR NR NR 0.27 0.51 
VPH20 0.213 0.479 0.398 0.482 0.385 NR NR 
VPH24 0.2 NR NR 1.37 1.084 0.28 1.55 
VPH25 0.21 0.29 0.24 0.3 0.16 1.46 1.34 
VPH27 0.248 1.159 0.623 0.934 0.688 0.83 0.4 
VPH42 0.205 1.496 1.187 2.026 1.698 NR NR 
VPH51 0.23 NR NR 0.801 0.632 0.29 0.61 
VPH56 0.090 0.447 0.225 0.120 0.139 NR NR 
VPH72 0.367 NR NR 0.727 0.590 NR NR 
VPH75 0.205 NR 0.532 0.288 NR NR NR 
VPH76 0.21 NR NR 0.27 NR 1.44 0.385 
VPH80 0.365 NR NR 0.352 0.635 NR NR 
VPH83 0.237 NR NR 0.634 0.198 NR NR 
VPH93 0.163 0.292 0.210 0.748 0.163 0.309 0.65 
VPH98 0.229 NR NR 0.494 0.291 0.25 0.2 

Solamente el suero que tuvo un valor de OD con al menos una clona de fago está mclutdo en esta tabla. Los 
resultados están expresados como un valor promedio de los duplicados. Los valores positivos se encuentran en 
negrillas. Cada suero incluido fue positivo en al menos 2 experimentos independientes. Los valores de corte fueron 
calculados como el promedio de los sueros negativos más 3 desviaciones estándar para cada uno de los fagos y 
fueron 0.38 para el fago 42-7-3; 0.34 para el fago 42-7-5; 0.4 para el fago 42-7-7; 0.2 para el fago 42-7-16; 0.61 para 
el fago 25-12-13 y 0.21 para el fago 51-12-3. Además. la rcactividad de cada suero se consideró positiva con el 
correspondiente fagos( el valor era mayor que con el fago control no relacionado. NR - No Realizado. 
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7. DISCUSIÓN 

El uso de bibliotecas de péptidos expresados en fagos filamentosos puede ser una 

herramienta importante en la identificación de epftopos y mimótopos específicos de la infección 

por VPH. Para ello se pueden utilizar sueros de pacientes, para el desarrollo de nuevos reactivos 

útiles en el diagnóstico de infecciones por VPH as! como de lesiones cervicales precancerosas. En 

este estudio se usaron dos tipos de bibliotecas de péptidos: bibliotecas con insertos lineales y una 

biblioteca de insertos cfclicos. El enlace disulfuro entre los residuos de cisteinas restringe las 

conformaciones que el péptido es capaz de adoptar permitiendo una conformación que debería 

unirse más estrechamente que la misma secuencia expresada en una biblioteca lineal. Un 

inconveniente de la biblioteca cfclica es que un péptido específico puede estar restringido en una 

conformación no adecuada para un enlace de alta afinidad. Sin embargo, es dificil de predecir 

cual biblioteca producirá más ligandos para un anticuerpo, esto es por lo que usamos ambos tipos 

de bibliotecas. 

Los sueros humanos policlonales contienen una colección de diferentes tipos de 

anticuerpos con un amplio rango de afinidades y especificidades. Entre estos anticuerpos, existe 

un grupo de anticuerpos específicos para una enfermedad y este grupo de anticuerpos específicos 

para la enfermedad puede hacer posible la distinción entre pacientes e individuos sanos. La 

búsqueda con bibliotecas de péptidos con sueros de individuos infectados con VPH-16 podrían 

proporcionamos clonas que reconozcan los anticuerpos relacionados y los no relacionados con la 

enfermedad. Durante los experimentos de bioselección se observó el aumento del título conforme 

se realizan más rondas de bioselección. Esto es debido al enriquecimiento de la población de 

clonas capaces de unirse específicamente a los anticuerpos presentes en el suero de las pacientes 
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VPH-16 positivos. Una de las formas para incrementar el porcentaje de clonas específicas parece 

ser la sustracción de fagos no específicos que reaccionen con los anticuerpos no específicos de la 

enfermedad, al usar sueros de individuos sanos antes de llevar acabo la bioselección con los 

sueros positivos (83). Sin embargo, previamente se intentó aplicar este procedimiento para otros 

experimentos con sueros humanos y no se purificó significativamente la biblioteca de fagos. 

Después de la segunda y tercera ronda de bioselección, las clonas de fagos fueron seleccionados 

al azar y sus insertos fueron secuenciados. 

Posterior al análisis de las secuencias de los péptidos de las clonas, aquellas con 

secuencias de insertos idénticos as! como alguna similitud con la proteína Ll del VPH-16 fueron 

seleccionadas para estudios posteriores. En un experimento con el suero de la paciente 42 y la 

biblioteca de heptapéptidos, se seleccionaron y secuenciaron cuatro clonas que fueron usadas para 

su caracterización, una de ellas no presentó ninguna similitud ni consenso con otras clonas que 

parecieron ser fuertemente positivas con distintos sueros de pacientes infectadas con VPH-16 

(Tabla 2). La clona 42-7-3 con secuencia distinta (GKTIAAS) podría mimetizar un epltope 

conformacional o lineal de alguna proteína viral. 

Para prevenir la pérdida de clonas potencialmente útiles, deberla ser más apropiado probar 

todas las clonas seleccionadas al azar con la muestra de suero usado en la bioselección, después 

secuenciar los insertos de todas las clonas positivas y evaluarlas en ELISA con un panel de sueros 

de pacientes infectadas con VPH-16 e individuos sanos. Sin embargo, esta aproximación puede 

ser útil en estudios donde exista suficiente cantidad de suero; en casos de sueros inmunes de 
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conejo o ratón. En nuestro caso. teníamos cantidades limitadas de sueros de pacientes infectadas 

por VPH-16 y fuimos forzados a seguir la estrategia descrita. 

Es interesante hacer notar que dos secuencias de fagos seleccionadas múltiples veces, 

SPINNTKPHEAR (clona 51-12-3) y MKIPNNKLFLPV (clona 25-12-13), presentaron secuencias 

similares con una región de la proteína Ll del VPH-16, pero lo más sorprendente, es que esta 

región esta dentro de un loop expuesto sobre L 1, como se demostró al ser evaluada con el 

programa Swiss-PDB Viewer versión 3.7 (b2) de Glaxo IVel/come Experimental Research 

(Figura 4), lo que apunta a esta región como un posible epitopo inmunogénico e 

inmunodominante de la molécula. Anteriormente, ya se había identificado esta región como un 

posible epltopo de la proteína Ll del VPH-16. utilizando un método de predicción e 

identificación de regiones inmunoreactivas (77). 

La clona de fago con la secuencia de su inserto peptidico que se encontró múltiples veces, 

MPMTPAK (42-7-16), fue reconocida por varios sueros VPH-16 positivos. Sin embargo, este 

péptido no mostró ninguna similitud lineal con alguna de las proteínas virales. Esta secuencia 

puede representar un mimótopo de un epitopo conformacional o lineal. La conservación del 

motivo M(X)sK en varias clonas seleccionadas en los experimentos de bioselección con 

diferentes sueros VPH-positivos indican que estos aminoácidos pueden ser cruciales para que los 

péptidos adquieran una estructura que se amolde al sitio de unión del antigeno de una fracción de 

los anticuerpos anti-VPH-16. 
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La identificación de los epítopos y rnimótopos específicos de la infección por VPH. 

usando sueros de pacientes y bibliotecas de péptidos expresados en fagos filamentosos, puede ser 

una herramienta importante para el desarrollo de nuevos reactivos útiles en el diagnóstico de 

infecciones por VPH-16. 

ESTA TESIS NO SALl!. 
DE LA BIB'L!OT~<.:Ci~ 
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8. CONCLUSIONES 

Utilizando bibliotecas de péptidos expresados en fagos filamentosos y sueros de personas 

infectadas con VPH-16 se obtuvieron fagos que expresan péptidos que son reconocidos por 

anticuerpos anti-VPH-16. 

• Se identificaron posibles epítopos y/o mimótopos de alguna de las proteínas que constituyen 

al VPH-16. 

• Se encontraron similitudes entre las secuencias de los péptidos obtenidos y la proteína Ll del 

VPH-16. Estas secuencias pueden representar epítopos. 

La combinación de varios epítopos específicos generados por la búsqueda con bibliotecas de 

péptidos expresados en fagos con sueros de pacientes, pueden potencialmente utilizarse en un 

ensayo diagnóstico multicomponente. 
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