UNIVERSIDAD NAC!ONAL AUTONOMA
DE MEXICO /
Facultad de Ciencias

VNIVER4DAD NACJONAL
AVEN'MA DE
MIEXico

“Presencia de anticuerpos en Secreciones
Cervicales (SeCe’s) de mujeres mexicanas
infectadas por el Virus del Papiloma Humano
tipo 16 (VPH 16), y su relacion con el resultado
del tratamicnto de lesiones de bajo grado”.

T E S I S
QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE:
B 1 o) L o G o
P R E S E N T A

BARRIOS GARCIA TONATIUH

DIRECTOR DE TESIS: Dra LETICIA ROCHA ZAVALETA

L TESIS CON
racursap DECIECIAS | FATT A DE ORIGEN

SECC.ON ESCOLAR

e
e ——




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



fbu';:o‘.zo ala Ditaccion Generar de Bibliotgca. o
oo a difundir on lofmalo elactrénico e impy,.
enide de mi trabajo  reczpcivinal

NOMBRET o z 12 ar ’1—2‘_'—_
INEOEkal AL Wacio.nsl Carei'on N
FRCHA: ad3

B

SelorngA 1l

RN VA O SIRMA:

DRA. MARJIA DE LOURDES ESTEVA PERALTA
Jefa de la Divisiéon de Estudios Profesionales de la
Facultad de Ciencias

Presente

Comunicamos a usted que hemos revisado el trabajo escrito: "Presencia de anticuerpos
en Secreciones Cervicales (SeCe's) de mujeres mexicanas infectadas por el
Virus del Papiloma Humano tipo 16 (VPH 1l6), y su relacién con el resultado
del tratamiento de lesiones de bajo grado".

realizado por : TONATIUH BARRIOS GARCIA

* Propietario.
: P;obiéfaﬁo i
‘vSﬁblentcf"

-Suplente
FA TAD DE CIENCIAS

u o3 M.

DEPARTAMENTO
Y_  DE BIOLOGIA




El presente trabajo se realizé en cl departamento de Biologia Molecular y
Biotecnologia del Instituto de Investigaciones Biomédicas de Ia UNAM, bajo Ia

dircccion de 1a Dra. Leticia Rocha Zavaleta.




Dedico este trabajo a mis padres:

Benita Garcia y Salvador Barrios
por haberme

dado la vida, pero mas...

por haberme dado una educacién.




Agradecimientos:

e A laDra. Leticia Rocha Zavaleta por habenne gulado y apoyado durante todo el
trabajo. :

sus colaboradores por apoyarnos con: el

1 Dr Femando C_ruz Ta]oma

preciosas”.




LISTA DE CONTENIDO,

indice.

1. Resumen

2. Introducciéon

*:'2,12 Particulas pseudovirales 6 VLP’s..

2.1 Historia natural del cancer c

2:1.1 Lesiones precancero

2.2 Epidemiologia del CaCu.....;

2.3 Clasificacion de los VPH’

2.4 Etiologia del CaCu...........

2.5 Infeccién por VPH........coiiinn,

2.6 Organizacién genomica del VPH..

2.6.1 Elementos de secuencia.

2.6.1.1 EIORFELl....

2.6.1.2 EIORF E2..........

~2.6.1.3 El ORF E4........

2.6.1.4 El ORF.E5.

2.6.1.5 El ORF E6.

2.6.1.6 EI ORF E7

2.6.1:7 ELORF L1.

2.6.1.8 EI ORF L2....

2.6.1.9 La Region LCR

2.7 Expresmn de los genes del VPH...

2. 8 Integracion del genoma viral al de la célula hospede

..y transformacién celular..........
2.9 Inmunidad en contra det VPH..........

2.10'Respuesta inmune en contra de las proteinas E” del VPH

2.11'Respuesta de anticuerpos en contra'de las protemas “L” del VPH.

2.12.1 Uso de las VLP’s del VPH para estudios serologlcos
2.13 Anticuerpos IgA
2.13.1 Transporte de los anticuérpos gA a'las secrecione
mucosas eerivieniisaisioe :

2.13.2 Funcion de los antlcuerpos sIgA.
2.13.3 Neutralizaci6n intraepitelial d :
mediada por anticuerpos IgA ceeeriaieiil e 33
2.14 Métodos de diagndstico.en la mfeccmn el tracto genita ’
por el VPH
2.14.]1 Observaciones climcas (colposcopla)
.2.14.2 Método citoldgico e histoldgico..:...

2.14.3 Ensayos serolOgicos......c.eeveivenirisiasiinis
2.14.4 Métodos de deteccion de DNA del VPH..
2.14.4.1 Southern Blot................o.0.0e v
21442 Dot Blot......ccovviiiiiiiiiniiniiiidiinn

2.14.4.4 Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR).:.




2.14.4.5 Soluci6n de hibridacién
(Ensayo ‘de Captura de Hibridos)............eeue RN 38

3 Justificacién del Proyecto e ‘ SRR SO

4 Objetivos 41 .
4.1 Objetivo general........... w41
4.2 Objetivos Particulares.. 41

S Materiales y Métodos ves 42
5.1 Poblacion de Estudio....... 42

5.2 Matenal Humano....,..........; '..'

S. 4 Determinacién de la presencia de DNA de
riesgo por Captura de Hibridos (CH)

5.6 Ensayo de ELISA......
5.7 Analisis estadisticos...........

6 Resultados osaree
6.1 Caracteristicas de la Poblacién’ Humana .

6.2 Presencia de DNA del VPH de genotipos'd
cervical y presencna’ e antxcuerpos slgA n

cervicales (SeCe?'s

de pacientes con ySm lesnones acetoblanc

6.3 Seguimiento cllmco/colposcoplco crenrans

53
.59

7 Discusion 68

8 Conclusiones 75

9 Apéndice. 76

10 Bibliografia consultada 82




vii

LISTA DE FIGURAS Y TABLAS ‘

Figura 1.- Representacion de la imagen microscépica del epitelio cervical mostrando la
evolucion de las diferentes displasias hasta llegar al cancer invasor. (A) Evolucién de la
displasia a partir de un tejido cervical normal, B) Displasia moderada o NIC 1, C)
Displasia acentuada é NIC I1, D) NIC I, considerado como el estadio cero del cancer,
en el cual las células tumorales todavia no han invadido los otros tejidos y permanecen
en el seno del revestimiento epitelial ocupéandolo en su totalidad. El revestimiento esta
sin madurar, constituido por células atipicas irregulares que presentan en ocasiones
mitosis anormales, la membrana basal permanece intacta. E) Carcinoma in situ con
microinvasiéon y F) Céncer invasor. La membrana basal se rompe, y las células
tumorales invaden el corion, la neoplasia se extiende a los tejidos subyacente y
progresivamente llega a ganglios linfaticos, dando origen a metastasis regionales (1)
(Pagina 5).

Figura 2.- Las causas del cancer cervical (151) (Pagina 8).
Figura 3.- 0rganizécién, genémica del VPH 16. Tiene alrededor de 7.9 Kb y se

encuentra dividido en tres  regiones: la regién de expresion temprana “E”, la cual
contiene a los genes E1; E2, E4, ES, E6 y E7, la region de expresion tardia “L”, alberga

a los genes L1y L2, y por.tltimo una regién no codificante 6 “LCR”. La expresion‘'de. . ="/
los genes E6 y E7. es guiada por un promotor. localizado en el nucleétido 97 (p97), el

cual es regulado por el producto del gene E2 (21) (Pagma 1 1)

Figura 4.- Orden de eventos de la’ degradac:on de p53 dependlente de. E6. La asocnacxon :

del compleJo E6/E6-AP precede a’ la asoc:acxon .con p53 . pSs3

(153) (Pagma 17).

nciones ependlentes de la diferenciacién de
154) (Pagma 20).

Figura 6.- Dibujoique, félpré:.sq
células normales e infectadas‘po

Figura 7.- Ruta de transporte de los 1cuerpos IgA poliméricos a través de las células
epiteliales. pIgR = receptor polimérico’de. mmunoglobulmas pIgA = anticuerpos IgA
3 B

Figura 8.- Amphﬁcacno‘n de: unjfragmentb de la proteina L1 del VPH usando los
‘oligonucledtidos MY 09. y l I (Pagma 44).

Flgura 9.- Lecturas de antlcuerpos sIgA en secreciones cervicales (SeCe’s) de pacientes
sin y con lesiones acetoblancas (Pdgina 56).




viii

Tabla 1.- Muestras blologlcas negatwas a la presencia de VPH por PCR, utilizadas para
estandarizar el valor de corte’ en anucuerpos sIgA dirigidos en contra del VPH 16
(Pagina 49). v

Tabla 2.- Resultados del dlagnost 0 colposcoplco (Pagma 51)

Tabla 3.- Caracterlstlcas de”1
(Pagina 52).

Tabla 4.- Asociacién.'de:res
colposcopico (Pagina 54)

Tabla 8.- Asocmcnon Ad
(Pagina 58). E

Tabla 10.-
métodos ablativos (Asa’q
Tabla 11.- Asociac:ién’j o0s ablativos (asa y laser) y el ensayo
de ELISA (Pdgina 62);

Tabla 12.- Asocia@;_i ,tra,tad_ia‘s con [A] y el ensayo de ELISA
(Pagina 65). T )
Tabla 13.- Asociacion’ entr

acientes 'tratadas ‘con [L] y el ensayo de ELISA
(Pdgina 66). : L



1. RESUMEN
La infeccion del tracto genital femenino por el virus del papiloma humano (VPH) es
una enfermedad sexualmente transmitida. Los tipos de VPH oncogénicos estan
asociados con el desarrollo del cancer cervicouterino. Los anticuerpos de secrecion
slgA son la primer defensa en la mucosa genital y se ha observado que interactiian con
las proteinas dg lg capside de los VPH 16, 18, y 11, pero lo mas interesante es que estos
antipugi‘pds__ tienen :,una capacidad neutralizante, y por lo tanto se les confiere una
fuﬁ‘c/:virélhﬁd protecqlén;en la infeccion mediada por el VPH 16. En este trabajo se evalué
l;' ﬁi’ésenc;a e aﬁt:ié‘uerpos sIgA en contra de los antigenos de la capside viral del VPH
16en ‘secr‘eclones;cervica]es, asi como la relacion de estos anticuerpos con el resultado
: del v.tvlj'atam‘lgnt(‘i‘ de lesiones de bajo grado. Para cllo, se analizaron un total de 236
: m}ue‘sti'}as‘:d(é secreciones cervicales provenientes de pacientes con y sin lesiones
~ écetoblancas en el cérvix. El 54.6% de todas las pacientes generaron una respuesta
humoral de anticuerpos sIgA. Sin embargo la presencia de estos anticuerpos no fue
asociada con la presencia de cambios patoldgicos relacionados con el VPH 16 (P =
0.704). Un andlisis mas exhaustivo, revel6 que la presencia de este tipo de anticuerpos
si se asociaba con la presencia de DNA viral (P = 0.001), pero no con la presencia de
VPH’s oncogénicos (P = 0.890). Un seguimiento colposcépico se llevé acabo para
evaluar mejor el papel de estos anticuerpos en la eliminaciéon de las lesiones
acetoblancas después de emplear métodos ablativos conservadores como es el asa
diatérmica y la vaporizacion con laser. No se observaron asociaciones significativas
entre el resultado del tratamiento ablativo y la presencia de anticuerpos sIgA. En

conclusion, los anticuerpos de secrecion sIgA no mostraron una actividad determinante
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‘- en-la‘eliminacién de las lesiones de bajo grado en el cérvix, y sélo el tratamiento

quirirgico fue capaz de curar a las pacientes.



2. INTRODUCCION

2.1 Historia Naturaldel Cancer Cervicouterino (CaCu).

del:CaCu, cuya historia natural ha podido ser reconstruida, ha

ue:entre:la célula normal y el cancer suceden muchas etapas que se

rmino de lesiones precancerosas. El reconocimiento de cstas lesiones
pec»eséryia para la deteccién precoz de un cancer. Las displasias se
zlzv'":diferenciacién estructural y funcional de las células y, en
, relacionada con una modificacion de la velocidad y en
dv'jt‘fl;‘visio'n celular” (1). Se han descrito tres grados de displasias,
a‘wédad de la lesion: ligeras, moderadas y acentuadas, y estin
izadas pof un ntmero creciente de células atipicas y por una desorganizacion
e;fflléfu;al del epitelio cada vez mas pronunciada (fig. 1) (1). La clasificacion citologica de
Beﬂwsda divide estas anormalidades de las células escamosas en dos categorias: lesiones
escamosas intraepiteliales o SIL (de sus siglas en inglés: Squamous Intraepithelial Lession)
de bajo grado (LSIL) y de alto grado (HSIL) (2). Las anormalidades celulares que no
corresponden a cstas categorias son clasificadas como células escamosas atipicas de
significancia indeterminada (ASCUS, del inglés: Atipic Squamous Cells Undeterminated
Significance). Las LSIL incluyen lesiones precusoras llamadas neoplasia intraepitelial
_c‘er\'/iqal (6 NIC I) y cambios morfolégicos inducidos por el virus del papiloma humano
(IVPH) (fig. 1B) (3). Las HSIL comprenden lesiones tales como NIC II, NIC III y
carcinoma in situ (fig. 1C, D y E). En el cancer in situ, considerado por algunos como el

estadio cero del cancer y por otros como la ultima forma de displasia antes del cancer



verdadero, el revestimiento epitelial aparece totalmente desorganizado, pero las células
tumorales permanecen en su seno. La fractura de la lamina basal sobre la que reposan las
células epiteliales sefiala la presencia y el comienzo del llamado cancer “invasivo” (fig. 1F)
(1). Por lo tanto, el CaCu se desarrolla de lesiones precursoras bien definidas en la zona de
transformacioén, referidas como NIC (4) 6 SIL (5). El CaCu es la neoplasia ginecoldgica

maligna mas comin en nuestro pais, y la que produce mayor numero de defunciones.

2.2 Epidemiologia CaCu.

Alrededor de 500,000 nuecvos casos de carcinoma cervical y 200,000 muertes son
reportados anualmente en todo el mundo (6). El 80% de los CaCu’s ocurren en los paises
en desarrollo en donde es una de las principales causas de mortalidad en las mujeres (7). A
pesar de que el CaCu puede ser diagnosticado en forma temprana a través de la prueba
citoldgica del Papanicolaou (Pap) (8), persiste con una elevada incidencia y mortalidad en
la Repﬁblica Mexicana, donde se estiman en aproximadamente 5,000 el niimero de muertes
anﬁalés,\ vpor lo que se considera uno de los principales problemas de salud publica en
mujeres mexicanas (9), y cuya etiologia esta relacionada con el virus del papiloma humano

(VPH).

2.3 Clasiﬁ_cq(;fio'ti delos VPH's.
La 'j‘nb fol Vg'l':a;}'dél virion fue elucidada con la llegada del microscopio electrénico ¢

Ver:';hte' el Dr. Zur Haussen establecié la asociacién del VPH y el CaCu. Al principio

~inicialm
se creia que un solo tipo de VPH se encontraba asociado al CaCu, sin embargo, en los 70°s

Gissman y otros demostraron la diversidad de los VPH’s en humanos y animales.
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Figura.- 1. Representacion de la imagen microscopica del epitelio cervical mostrando la
evolucion de las diferentes displasias hasta llegar al cancer invasor. (A) Evolucion de la
displasia a partir de un tejido cervical normal, B) Displasia moderada o NIC I, C)
Displasia acentuada o NIC 11, D) NIC 111, considerado como el estadio cero del cancer, en
el cual las células tumorales todavia no han invadido los otros tejidos y permanecen en el
seno del revestimiento epitelial ocupandolo en su totalidad. El revestimiento esta sin
madurar, constituido por células atipicas irregulares que presentan en ocasiones mitosis
anormales, la membrana basal permanece intacta. E) Carcinoma in situ con microinvasion
y F) Cdncer invasor. La membrana basal se rompe, y las células tumorales invaden el
corion, la neoplasia se extiende a los tejidos subyacente y progresivamente llega a
ganglios linfiticos, dando origen a metdstasis regionales (1).
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En los ultimos 30 afios se han descrito mas de 100 tipos de VPH’s (10), los cuales
son clasificados en dos grupos principales de acuerdo al sitio que infectan, y al tipo de
lesién que generan (cutaneos y mucosos). La clasificacién de éstos se basa en la especie de
origen y en el grado de homologia de los genomas (comparacién de las secuencias
nucleotidicas de regiones especificas del genoma), como aquellos que codifican para las
proteinas E6, E7 y L1. Aproximadamente 50 tipos de VPH infectan el tracto genital, y se
han clasificado como de “alto” y “bajo riesgo”, dependiendo de la lesion que generan desde
el punto de vista clinico.

Los VPH’s de alto riesgo tales como los tipos 16, 18, 30, 31, 33, 35, 45, 50, 51, 52,
56, 58, 59 y 68 (11), estan directamente asociados con el desarrollo de cancer cervical,
mientras que los virus de bajo riesgo tales como los tipos 6 y 11 son asociados con verrugas
venéreas o Condiloma acuminata y estos raramente progresan a cancer. Por otro lado, los
VPH’s asociados con lesiones en la piel son los siguientes: 1, 2, 3, 4,5, 7, 8,9, 10, 12, 14,

15, 17,119, 20,2 ln-25, 36, 41, 46 y 47, cuya ctiologia fue establecida por Ciffu, en 1907.

, 2.4 Ettélogta ‘del‘ CaCu.

Fue en él Léboratorio del Dr. Harald Zur Haussen en donde se clonaron los DNA’s de VPH
lv6 y 18 a partir de tejido de carcinoma cervical (12, 13) y, usando estos DNA’s como
prueba, fueron capaces de demostrar que aproximadamente ¢l 70% de los carcinomas
cervicales humanos contenian DNA de estos tipos de VPH (14). Hoy dia se sabe que la
cifra es de alrededor del 99.7% (15). La evidencia incluye lo siguiente: (i) el DNA del VPH
tiene una prevalencia del 99.7 % en canceres cervicales (15), (ii) muchos de los tumores

positivos para VPH de alto riesgo, contienen el DNA viral integrado, (iii) la vasta mayoria,



si no tOdas, de las biopsias cancerosas del cérvix positivas para VPH revelan transcritos
c;speciﬁcos originados de los ORF’s (del inglés: Open Reading Frames) E6 y E7 del VPH
(16). El principal modo de transmisiéon de los VPH’s anogenitales es por via sexual,
e;/idenciado por una estrecha relacién entre la deteccion del DNA de este virus y la
actividad sexual (17).

El CaCu tiene una ctiologia multifactorial en la que pueden postularse dos fases,
una de induccién y otra de progresion. En la fase de induccién intervienen el nimero de
partos, nimero de abortos, nimero de parejas sexuales, infecciones adquiridas en la
adolescencia, inadecuado aporte dietético, inmunodeficiencia, etc. Como agentes de
progresion participarian las infecciones por VPH's de alto riesgo (11, 16, 18) (fig. 2).
Ahora se sabe que los tipos de VPH’s 16 y18 son los principales agentes etioldgicos del

cancer -cervical .y de sus precursores. La interaccidon del virus con proteinas celulares

‘:ﬁVQrgen en la desregulacién del ciclo celular lo cual parece ser critico en el
d;ésaf.‘ifoIAI‘ c.lyg;l';ldsi’CaCu’s (19, 20).

( Aparte de la integracién del DNA del VPH dentro del genoma de la célula
hospedera, eventos y cofactores adicionales parecen jugar un papel importante en la
progresién tumoral, destacando entre estos, los eventos mutacionales importantes en la
patogénesis de los canceres cervicales, que pueden agregar rearreglos cromosomales,

pérdida de heterocigocidad, y activacion de genes que regulan el ciclo celular (21).
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25 [nfgccién por VPH.

Lés VPH’s son un grupo de pequeiios virus de DNA que inducen verrugas (papilomas) en
una amplia gama de vertebrados superiores incluyendo al hombre. Los VPH’s tienen un
tropismo por las células del epitelio escamoso de la piel o de membranas mucosas, tales
como el tracto genital femenino y el masculino. Las particulas virales entran por la piel 6 el
cérvix cuando estos presentan un trauma en la superficie epitelial, y entonces infectan los
queratinocitos via receptores de sus superficies celulares, uno de estos receptores ha sido
recientemente identificado como la molécula a5 — integrina (22). Una vez dentro de la
célula hospedera, experimentan una replicacion limitada en las capas celulares suprabasales
del epltello donde las proteinas tempranas E1, E2, E4 y ES juegan un papel importante en
la .feﬁi?icaéién s Vll‘al La naturaleza viral dc las verrugas ya habia sido establecida

“anteriormente (la naturaleza infecciosa de las verrugas habia sido reconocida durante varios

¢F°S"-i tréhsmisién sexual no habia sido firmemente establecida hasta finales de los
3 6()»,\‘5)’. 'fE]:;_'rprimer virus del papiloma fue descrito en 1933 por Richard Shope, quién
fécbhdcié al virus del papiloma del conejo cola de algodén (CRPV, del inglés: Cottontail

Rabbit Papilloma Virus) como el agente etiolégico responsable de la papilomatosis cutanea

de este mamifero (23, 24).

2.6 Organizacion genomica del VPH.
El genoma de los VPH’s tiene alrededor de 7900 pares de bases (pb) y se encuentra
dividido en tres regiones: una region no codificante de control (LCR del inglés: Long

Region Control), una regiéon de expresion temprana (genes E, del inglés: Early), la cual
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Vco'diﬁ;a'sreis diferentes oncoproteinas (El, E2, E4, ES, E6 y E7), cada una de las cuales
cOhtrjbuye a la replicacidn viral. Una regién de expresion tardia (genes L, del inglés: Late),
: la cual contiene a los genes que codifican para las proteinas estructurales de la capside del
~virus, L1'y L2 (fig. 3). Las proteinas L1 y L2 son blancos potenciales para anticuerpos y

consecuentemente juegan un papel importante como herramienta de diagnéstico.

2.6.1 Elementos de secuencia.
: 2.6.1;1 El ORF E1.
Codifica para una protema de 68-76 KD esencial para la replicacion del DNA. La proteina

El es una ATP-asa y tiene actividad de helicasa dependiente de Adenosin-Trifosfato (ATP)

la cual catahza el desenrrollamiento del DNA diplex (25, 26). También se ha visto que se
une: a la protema E2, lo que fortalece la afinidad de la proteina E1 por el origen de la
lephcacnon del DNA. En VPH 16, la proteina El tiene efectos indirectos sobre Ia
; _mmortahzamon. Esta proteina se encuentra bien conscrvada entre los virus del papiloma, y
contiene bloques de homologia con el antigeno T grande del virus del simio tipo 40 (SV40)

@7).

2.6.1.2 El ORF E2.
Codifica para una proteina de 48 KD La proteina E2 es un activador y represor de la
transcripcién, activa y promueve la unién de los elementos “potenciadores’ de respuesta a
’ E2. Sécuencias parcialmente palindrémicas (5’-ACCN6G[GT]T-3’), son sitios de unién
para dimeros de la proteina E2 en promotores de los virus del papiloma. En VPH’s
oncogénicos, la proteina E2 suprime al promotor p97 del tipo 16 y p105 del tipo 18, por lo

tanto las proteinas E6 y E7 (transformantes) solo pueden transcribirse en ausencia de E2.



Regiones
palindrémicas de
unidn a la proteina E2

7.9 Kilobases

§3 .

Figura.- 3 Organizacion genémica del VPH 16. Tiene alrededor de 7.9 Kb y se encuentra
dividido en tres regiones: la region de expresion temprana “E”, la cual contiene a los

~genes E1, E2, E4, E5, E6 y E7, la region de expresion tardia “L", alberga a los genes L1
y L2,y por itltimo una region no codificante 6 “LCR". La expresion de los genes E6 y E7
es guiada por un promotor localizado en el nucledtido 97 (p97), el cual es regulado por el
producto del gene E2 (21).
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Cuahdo el genomadel VPH se integra al cromosoma de la célula infectada, la integridad de
los ORF’s El yE2 puede perderse, como resultado, la represion de E6 y E7 puede ser
afectada
| | 2.6.1.3 E ORF E4.

Se enc@;iﬂra‘contenido completamente dentro del ORF E2. Carece de un codén de inicio, y
es expréé;:édo a partir de transcritos empalmados. Este gene a pesar de encontrarse en la
fégién tgﬁlpfana del genoma del VPH, es considerado como gene de expresién tardia (L),
yaAqﬂue se expresa en el epitelio diferenciado, y no es una proteina estructural (28). Sus
: funciones nQ‘son bien conocidas, aunque se ha visto que se asocia con los filamentos
intérn%édi‘e’irios‘ de queratina (29, 30), asi como también forma inclusiones citoplasmicas y
nﬁClééresi "lo cual probablemente interfiere con la diferenciacién del epitelio normal,
: peﬁn'i‘tiendo que el virus complete su ciclo, o alternativamente, interrumpe la integridad

.celular guiando a la liberacion de los viriones maduros.

2.6.1.4 El ORF ES.
Codifica para una protecina hidrofébica que se encuentra en los compartimientos de
membrana incluyendo el aparato de Golgi. Es una proteina débilmente transformante la
cual no es usualmente expresada en canceres genitales, pero juega un papel importante en
los primeros estados de transformacion (31). En conjunto con E4 juega un papel importante
" en dirigir al virus de la superficie celular al nicleo, ademas se ha demostrado que inhibe la
, a’cidiﬁcacién de los lisosomas (32). En algunos virus del papiloma se une y activa al

receptor derivado de plaquetas (PDGF; del inglés: Plaquetes Derivated Growth Factor).
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2.6.1.5 El ORF E6.

Codifica para una proteina de 16-19 KD presente en niveles extremadamente bajos en el
niicleo y el citoplasma dec células infectadas. La proteina E6 es considerada una proteina
multifuncional; es un acﬁvador de al transcripcion o coactivador (33, 34), por ejemplo, se
cono(‘:e& QQe transactiva heterologamente el promotor £2 del adenovirus (35). Ademas de su
: p’a;’)e] de transactivador transcripcional, E6 de VPH’s de alto riesgo es conocida por su
capkacidad’ de transformar ¢ inmortalizar células. Por cl contrario, la proteina E6 de VPH’s
de bajo riesgo puede transactivar diversos promotores pero virtualmente no tiene capacidad
transformante (36).

La‘ proteina E6 se une a proteinas celulares, en particular a E6AP (del inglés: E6
va‘sbs‘ociétib‘n Protein) y E6BP (del inglés: E6 Binding Protein) modulando por medio de esta
, } ~‘ei“s'<)_);;’iaci6ri el proceso del ciclo celular. El complejo E6-E6AP puede unirse in vitro a p53

"’(11:37) o a E6BP (38). Ademas contiene cuatro motivos (sitos repetidos a lo largo de la

. secuencia de DNA) CXXC, que indican una unién potencial al zinc; los “dedos” de zinc

rélativamente largos creados por estos motivos son caracteristicos de algunas proteinas
transactivadoras de la transcripcién, y E6 tiene esta capacidad. El producto del gen E6 en
virus de alto riesgo afecta la actividad reguladora de la transcripcion de p53 al inducir su
degradacion, un proceso que requiere del complejo E6-E6AP y p53 (39) (fig. 4). Los

VPH’s de bajo riesgo tales como los tipos 6 y 11, no tienen la capacidad de degradar a p53.
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ATP, Ubiquitina, y
otras enzimas ATP, proteosoma 268

E6-AP ,—> l EG-AP '_> ’EB—AP ’ —_— , EG-AP ,

+ péptidos,
aminoacidos,
ubiquitina libre

!

P53-Ubiquitina (n)

Figura.- 4 Orden de eventos de la degradacion de P33 dependiente de E6. La asociacion
del " complejo - E6/E6-AP precede a la asociacion con p33; p53 es entonces
multz"u_b‘i'qui,ininada,‘ v es degradada por el proteosoma 268 (152).
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2.6.1.6 El ORF E7.

Codifica para una proteina de 10-14 KD con funciones reguladoras de la transformacion y
de la transcripcion similares a las que se han visto en la proteina £/A4 del adenovirus y en el
antigeno T grande del SV40, funciones conferidas a las regiones conservadas CR1,CR2 y
CR3, que también se presentan en la proteina E7 de VPH’s. El producto del gen E7
contiexvie‘ dés residuos de cisteina (CXXC) en su extremo carboxilo, capaces de formar un
dedo de zmcE7 se encuentra en ¢l nicleo y citoplasma de la célula infectada. La proteina
E7 de:virt‘J‘s‘) de alto riesgo se une a pRB, de esta manera modula el control del ciclo celular.

“.-La pfoteina E7 del VPH 16 induce la transformacion celular in vitro a través de su
CR2 (40) Por otro lado, las proteinas E7 de virus de bajo riesgo no muestran el potencial
transfor’in‘ante de las proteinas de VPH’s de alto riesgo. Esta diferencia es altamente
vconﬁnélda al extremo amino de E7 (41, 42). La proteina E7 también esta involucrada en el
‘cfecimié,nt’o celular e incrementa la proliferacion de fibrolastos de embrion de rata (REFs) y
quéfétinocitos humanos (HKs) (40).

La proteina E7 es un factor de trascripcion nuclear regulado por fosforilacion a
través del ciclo celular, e interactda con innumerables proteinas durante el desarrollo y la
diferenciacion celular, y juega un papel critico en el control de la proliferacion. Se ha
demostrado que E7 de VPH'’s de alto riesgo tiene una afinidad diez veces mas grande que la
de VPH’s de bajo riesgo por pRB (43). Esta afinidad se relaciona con su capacidad de

inmortalizar células (44).
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| p é.a.).’7Ez ORF LI

Codlf ca para una protema de la capside del VPH de 50-60 KD. L! la proteina mas
antlgemca de los virus del papiloma, se encuentra débilmente fosforilada y no se une al
DNA.‘ L1 puede ser glicosilada e interaccionar consigo misma mediante puentes disulfuro.
" Es féiativamente bien conservada entre los virus del papiloma, y es la molécula
predominante de la capside viral, con un radio de 30:1 con respecto a L.2 (45). Una regién
~de aminodcidos basicos cerca del extremo carboxilo de L1 del VPH 16 es importante para
la localizacién nuclear de ésta (46). Se ha visto que el aminoacido en el residuo 202 de la
L1 del VPH 16 determina el ensamble de las particulas pseudovilales (VLP’s; del inglés:
VirUs-Like Particles) “7).

I\V/Ie'dvi‘ante analisis de microscopia electrénica de alta resolucién se determiné la
similitud éstruclural de los virus del papiloma bovino tipo | y el VPH tipo 1, con un arreglo
de 72 capsdémeros pentaméricos, que tienen un didmetro maximo de aproximadamente 60
" nm. Estos capsémeros estin compuestos de cinco moléculas de L1 (48), en donde la a-

hélice 5 (hS) de esta proteina juega un papel importante en el ensamble de estas VLP’s (49)

(fig. S).

2.6.1.8 El ORF L2.
Codifica para la proteina menor de la capside viral de aproximadamente 49-60 KD, la cual
es altamente fosforilada y se une al DNA. La proteina L2 migra en un gel como si fuera una
proteina de 73 KD. No tiene la capacidad de ensamblarse sobre si misma como L1. La
mayor parte de L2 esta dentro de la estructura de la cadpside viral, y es requerida para

encapsular el genoma (50). Por esta razén una porcién muy pequefia es expuesta en la cap-
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| nin

Figura.- 5 Estructura tipica de las VLP's de VPH 16, expresadas en células de insecto
(153).

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




18

: -snde y por lo tanto es poco accesible a los anticuerpos producidos por la persona infectada

» ,(51 52'.‘53) La protema L2 se unc al DNA del VPH 16; los 12 aminoacidos basicos

"‘c_or’lyténrlciiq_s. al inicio de la proteina son importantes para esta unioén (54). Similar a L1, las
S pfg‘teiﬁés:i;2 de los virus del papiloma tienen una region de aminoacidos cerca del extremo

: cérbbxf]o (46). Una secuencia altamente conservada de las proteinas L2 de VPH’s

en lesiones de la mucosa ha sido detectada, y se piensa que puede estar involucrada en la

determinacién del tropismo celular (55). Por otro lado la localizacion de la proteina L2 en

la capside no ha sido bien determinada.

2.6.1.9 La region LCR.
‘ La'regic’m 1arga de control (del inglés: Long Control Region 6 URR, del inglés: Upstream

Regulatory Reglon), es operacionalmente definida como la region que se encuentra entre la

I8 term nac:on del ORF Ll y el primer residuo de metionina del ORF E6. La LCR es una
odlf cante que ‘contiene varios motivos reguladores de la transcripcién y un sitio
_ _protelnas virales El y E2 (56). En esta regidn es donde la transcripcion es

ontrolada, debido a la interaccion de factores de transcripcion viral y del

Jp’sp‘edero. La regulacion coordinada de la diferenciacion de las células epiteliales y la
_7" rébliéacién viral, asi como las bases de la especificidad epitelial de los VPH’s, es probable
que sea influenciada por los eventos que ocurren dentro de esta region. Con respecto a esto,
un factor de diferenciacion epitelial asociado con la transcripcion de los VPH’s ya ha sido

identificado (57).
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2. ’7>Expre:sio'-l"1 de los genes del VPH.
Lavtr'a:l-'l'scripci'én y replicacion del VPH estan ligadas al estado de diferenciacion de la célula
hbspedéra. Los genes virales de la region temprana (genes El, E2, E4, E5, E6 y E7) se
expresan Unicamente en las capas mas profundas del epitelio cervical donde las células
basales se dividen. Estas células no producen viriones. Sin embargo, los genes £ también
son expresados en células transformadas. En el nicleo de la célula hospedera procedente de
una l_e‘si(')n'»benigna, la proteina El inicia Ia replicacion de DNA viral uniéndose a la DNA

i poiiyﬁérésg;mientras que la E2 actia como un regulador de la transcripcion. Los genes E4 y

‘E5’ a'e's:empcﬁan un papel importante en dirigir a la particula viral de la superficie celular al

o,i;"")";,vque se ha demostrado que la E4 es capaz de agregar citoqueratinas, o formar
é'ti»i}as':‘como filamentos, y la proteina E5 es capaz de inhibir la acidificacion de los
osomas ‘(34). Niveles bajos de E6 y E7 pueden asistir la replicacion viral en
qui ;{gtjn:ocitos terminalmente diferenciados donde la replicacion del DNA esta
S Hbfﬁ%almente apagada. Mientras que los genes de la region tardia, L1 y L2, se expresan en
- »lkas células diferenciadas que se encuentran cerca de la superficie del epitelio (7) (fig. 6).
Estas células son incapaces de dividirse, y estin destinadas a morir, en cambio, su
localizacién proporciona un foco facilmente accesible para la transmision viral en un

contacto susceptible.
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| Estrato espinoso l Estrato

granuloso

Estrato
cérneo

viral como elemento
extracromosomal
multicopia.
Expresion de genes virales

Células basales, sintesis Sintesis de Acumulacién de l Sacos de queratina l
del DNA 'y division -~ queratinas granulos de
i celulary = queratinhialina
Infeccion de las Amplificacién de Induccién del
células basales. DNA viral promotor viral
Establecimiento del DNA tardio

Figura.- 6 Dibujo que representa las funciones dependientes de la diferenciacion de
células normales e infectadas por el VPH (154).
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2.8 Integracion del genoma viral al de la célula hospedera y transformacion celular.

Todos los tipos de VPH’s se replican‘ en el nicleo de la célula infectada. En lesiones
benignas de la piel asociadas al VPH, el genoma tipicamente se encuentra separado del
DNA de la célula hospedera. Las moléculas de DNA de VPH’s de alto riesgo permanecen
en forma episomal en lesiones de bajo grado y se replican autonomamente de los
cromosomas del hospedero (58). De mancra contraria, en tumores invasivos el DNA viral
se encuentra frecuentemente integrado en el genoma humano (16, 59, 60). Sin embargo,
evidencia reciente sugiere que el genoma viral debe permanecer extracromosomal para que
la expresion de los genes tardios ocurra (61). Cuando se realiza la integracion del DNA
viral con el del hospedero, ¢l genoma circular del VPH se rompe en el ORF E2. Dado que

,E‘2vriﬂnhib¢“la‘ transcripcion de los genes E6 y E7, el resultado de la integracion del genoma

v1rales lréjplfpduccién incontrolada de las oncoproteinas E6 y E7 (62, 63). Se ha demostrado
,J;""q‘u‘e_,léihm't;éfacién del DNA del VPH 16 al genoma de la célula hospedera precede a la
) :_‘lizmi‘c":'»roinvasién en displasias de alto grado (60). La integracion del DNA viral en el
cronﬁosoma del hospedero puede proporcionar un estado de infeccion latente sin replicacion
viral o transformacién.

Debe ocurrir un rompimiento cn el genoma viral para que este se pueda integrar al
DNA dec la célula, esta scparacion no ocurre de forma azarosa, ya que muchos
rompimientos se han localizado en la regién E1/E2 del genoma del virus (64), y son
acompaiiados por la pérdida de la funcidon reguladora de estos dos genes, propiciando la
desregulacion de la expresion de los genes E6 y E7, y resultando en la transformacién
celular (65). La oncoproteina E6 es requerida para la replicacion viral en las células

infectadas y es capaz de unirse con gran afinidad a pS3 (Gen supresor de tumores)
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causando la inactivacion de sus funciones (arresto en la fase G1-S del ciclo celular y
apoptosis) a través del mecanismo de degradacion dependiente de la Ubiquitina (66, 67).
Por otro lado, la oncoproteina E7 se une a la proteina del retinoblastoma (pRB) inhibiendo

sus funciones y permitiendo la progresion del ciclo celular.

2.9 Inmunidad en contra del VPH.

La persistencia de lesiones cutdneas y genitales inducidas por VPH son comunes,
indicindonos que las infecciones pueden ser sostenidas por largos periodos sin la induccién
de una respuesta inmune efectiva, pero las lesiones asociadas a VPH en individuos con
inmunidad deprimida, demuestra que la respuesta inmune juega un papel importante en el
control de la infeccién por VPH. La eliminacién de algunas infecciones es mediada por la
réspueSta inmune celular, mientras que los anticuerpos desempeiian una funcién primordial

- -en la neutralizacién viral. Sin embargo, algunos individuos con infecciones por VPH, no ha

*. “sido capaces_de eliminarlas.
arios factores en el ciclo de vida de los virus del papiloma que evidencian este

proceso de evasién del sistema inmune, como la exposicién limitada de productos de los

» 8¢ﬁé$ virales, ya que no hay fase virémica al inicio del ciclo del vida del VPH, asi que el
vstiste"r:xv1'a inmune no es antigénicamente estimulado. También niveles muy bajos de proteinas
vifales son expresados en las capas celulares basales y espinosas de la epidermis del
hospedero, donde deberian ser reconocidas por las células de Langerhans, y linfocitos
infiltrantes (68, 69), asi como la inadecuada presentacion de algunas de estas células en el
curso de la infeccién confirma la falta de una respuesta inmune humoral efectiva (7).

Unicamente en las capas celulares terminalmente diferenciadas es donde hay una

produccion intensa de proteinas virales, colocando a los virus infecciosos en los limites del
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Vepi'telio externo y lejos del sistema inmune del hospedero. Esto nos indica que los VPH’s
han desarrollado un mecanismo para evadir la vigilancia del sistema inmune. Por lo tanto
un entendimiento de este mecanismo de evasién puede ser de gran importancia en el
desarrollo de una vacuna efectiva contra la infeccion por VPH, mientras que el
conocimiento de la respuesta inmune en contra del VPH en pacientes con lesiones malignas
y premalignas es importante para la seleccién de antigenos que induzcan una respuesta
inmune exitosa.

Las células CD4 son importantes en el control de la respuesta inmune, ya que son
requeridas para varias respuestas de anticuerpos, y probablemente necesarias en el
desa_rrqlrlkob:d’e una respuesta de células T citotoxicas. Se han encontrado en lesiones
ce’rvvvi‘cvaAlz'es’j"‘égresivas asociadas a VPH’s (70, 71). Las células T citotéxicas (CD8 +) (CTL,

delfkiﬁ"g{l,és Cytotoxic T Linphocytes)son reconocidas como un factor clave en el control de

infecciones virales intracelulares. Estas células CTL se han visto implicadas en la regresion
de las:lesiones causadas por los virus del papiloma en modelos animales (72) y seres
humanos(73). Por esta razon, varias pruebas de vacunacion en humanos han demostrado

'qu¢,,'10§ CTL’s pueden ser inducidos en pacientes con infeccion por VPH (74). Ademas, la

l;esbuésta de las células Thl y Th2 pueden contribuir a la eliminacion completa de la
infeccioén por VPH.

Las células THI1 producen diversas citosinas, incluidas la interleucina tipo 2 (IL-2) y
el interferon gama (IFN-y), que promueve la proliferacion y diferenciacion de las CTL’s.
Entonces, un numero incrementado de CTL’s especificos en contra de los VPH’s pueden

ser capaces de eliminar las células infectadas. Por otro lado, las células del tipo Th2
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producen IL-4 y proporcionan ayuda a las células B, guiandolas a diferenciarse en células

del plasma y eventualmente producir anticuerpos en contra del VPH (7).

2.10 Respuesta inmune en contra de las proteinas “E” del VPH.

Durante la integracion viral y el desarrollo de la malignidad, es evidente que hay una
éobréreguiacién de las proteinas E6 y E7, lo cual permite que estas moléculas sean un
blﬁhcé para la respuesta de anticuerpos (75). Varios trabajos en la serologia del VPH, se
han énfocado en las respuestas de inmunoglobulinas tipo G (IgG) con muy poca atencion
en subclases o isotipos importantes tales como sIgA. Sin embargo, algunos han indicado la
presencia de IgA en el suero dirigidos contra genes de la regidn temprana del genoma del
VPH, especialmente en contra de la E2 de pacientcs con varios estadios de cancer (76).
Otros estudios han indicado la presencia de anticuerpos sIgA especificos para antigenos del
VPH en el curso de la infeccion natural (77).

Hay evidencia de que animales retados con células tumorales que expresan las
protcinas El, E2, E6 y E7, pueden desarrollar una inmunidad humoral ¢ incluso una
respuesta médiada por células, la cual juega un papel importante en la regresion temprana
de lesiones y enadicacién de células infectadas por el virus (78, 79, 80).

Por ‘6trb 1ado, la facilidad de producir particulas pseudovirales (VLP’s, del inglés:
| Virﬁstike Particles) quiméricas con las proteinas E6, E7 y L1 de VPH’s ya ha sido
- défﬁostrada (81). Estas VLP’s son capaces de inducir una respuesta de anticuerpos
néutralizantes y especificos en contra de estas proteinas. Ademas la inmunizacion con este
tipo de VLP’s es capaz de inducir una respuesta de tipo CTL especifica en contra la E7 en
ratones inmunizados, protegiéndolos de un reto con células tumorales que expresan la E7

del VPH 16 (7).



2.11 Respuesta de anticuerpos en contra las proteinas L’ del VPH.

‘ Como se menciond anteriormente, los VPH’s de bajo riesgo causan verrugas genitales,
mientras que los de alto riesgo estan estrechamente relacionados con la etiologia del cancer
cérvical, por lo que varios estudios epidemioldgicos han examinado los patrones de
respuesta inmunoldgica de estos ultimos tipos de VPH, midiendo la reaccién serolégica

k (82), ’usanv_c‘iro;’c‘omo antigeno las VLP’s obtenidas a través de varios sistemas cucarioticos.

: Deestaformaseha en»gontrado que un gran numero de pacientes con NIC y CaCu poseen

 anticuerpos en contra de estas VLP’s del VPH 16 (83, 84).

deilas mujeres infectadas con VPH 16, presentan anticuerpos

ste ‘,\?iru’s, generalmente anticuerpos sistémicos IgA e IgG, mientras que
‘o.tras subclases'd IgG’s;')ﬁ ocasionalmente detectadas. La respuesta de anticuerpos IgA es
tipo-especifica, c'(‘)vmo se ha demostrado por su correlacion con la presencia de DNA de
VPH tipc esp;:éi‘ﬁco. Los anticuerpos IgA ademas se relacionan con un reciente nimero de
p‘z}\rgjas" sei‘;aies principalmente en mujeres jévenes (85).

V La respuesta de anticuerpos IgA puede ser un marcador de una infeccién reciente o
'actiVa, que puede también ser usada para medir la sensibilidad serologica de la capside del
VPH (85). Algunos datos sugieren que estos anticuerpos en contra de la capside de VPH
pueden ser un marcador prognéstico, ademas de ser detectables en la mucosa cervical. Los
anticuerpos IgG locales también han sido detectados en secreciones cervicales (77, 86). Por
otro lado, la respuesta de IgM especificos ha sido dificil de demostrar en estudios
seroepidemioldgicos. El transcurso tipico de la respuesta de anticuerpos después de una

inoculacién experimental, es una respuesta rapida de anticuerpos IgM e IgA, seguida por la
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rapida desaparicion de la respuesta IgM, manteniéndose un decline lento de la respuesta

IgA y posterior aparicidn de una respuesta estable de anticuerpos IgG (87).

2.12 Particulas pseudovirales 6 VLP's.

La expresién del 'ORF L1 de VPH’s en sistemas eucariéticos resulta en el ensamble de

: VLP’s,s sea requerida para la generacion de pseudoviriones (88). La capacidad

V'Vde.la:;s VI;{P’ fnimetizar la estructura tridimensional de los viriones nativos las hacen
atractivaé'ibpgra:‘_e'l_ ’(“ibesarrollo de una vacuna preventiva 6 profilactica y como antigeno
blanco er‘l‘éstudias inmunolégicos.

LaS:VLP’s de los tipos de VPH’s asociados a enfermedades del tracto ano-genital

humano, ya se han producido en una gran variedad de sistemas de expresion, tales como:

‘jc,élu"laié v>di‘::“;;t‘1xsccto (88, 89), levaduras (90, 91), y Escherichia Coli (49, 92). Una ventaja de

para el desarrollo de una vacuna profilactica, es que no contienen el genoma

r lotanto los individuos vacunados no seran expuestos a los oncogenes virales.

¢ 1¢§¢ia,d¢ este tipo de vacuna ya ha sido demostrada en varios modelos animales;
(93,94, 95), perros y monos (96). Altos titulos de anticuerpos son detectados en
- ;‘f:éstos_:ﬁoc\iélos animales, y la proteccion es transferible con el suero (97, 98).

La L1 del VPH tipo 16 presenta epitopes inmunodominantes y neutralizantes que
‘pueden ser (tiles en la caracterizacion de respuestas inmunes en muestras de suero de
individuos vacunados y expuestos naturalmente al VPH, asi como también pueden
proporcionar un conocimiento mas profundo de las relaciones funcion-estructura del virus
(99). Las VLP’s no solo tienen la capacidad de inducir anticuerpos neutralizantes, también
pueden inducir inmunidad mediada por células (100). Las infecciones no liticas son

usualmente blancos de respuestas inmunes celulares.
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En e]f‘cés’{) del VPH, las células epiteliales (queratinocitos), en el estado no
inflamado son células presentadoras de antigenos no profesionales (101), asi que los
antigenos deben ser liberados por los nédulos linfaticos locales mediante células dendriticas
locales (cé‘h'lla‘s*de Langerhans) para iniciar una respuesta inmune innata. Al parecer, las
célul‘ésfdé;L‘éVl:igerhans presentan los antigenos en desechos celulares como proteinas
a(‘:ti\"éilfrli;él‘itr;sjééretadas (102). De esta forma una de las respuestas inmunes es invocada, ya
vq‘ue;éll‘sui‘st'e‘x.ﬁé innato mantiene y promueve la respucsta adaptativa en el sitio local, asi

como remueve desechos de una infeccién reincidente,

“ 2.12.1 ’U.'s'o de las VLP's del VPH para estudios serolégicos.
Un _ens‘a:yo;"’serolc')‘gic»o basado en las cipsides del VPH16 que se correlaciona con la
' detéccyiféﬁ_,tiﬁo-especiﬁca de infeccion por VPH, determinada por la deteccion del genoma
‘ viréylA"ﬁ'l‘e‘ éstéblecido en 1994 por el Dr. Kirnbauer R. La respuesta de anticuerpos en suero
human§ »Ten contra de las cipsides intactas del VPH tipo 16 puede ser bloqueada con un
anticuerpo monoclonal llamado V5. Esta propiedad nos indica la existencia de un epitope
tipo-especifico sobre la capside del VPH, el cual puede ser usado para confirmar una
respuesta de anticuerpos contra VPH tipo-espccifica (103).

El ensayo Inmunoabsorbente Ligado a una Enzima (de sus siglas en inglés: ELISA,
Enzime-Linked Immunosorbent Assay) (ver seccion 4.9) es un método que se utiliza para
determinar la presencia de anticuerpos dirigidos en contra de un antigeno de interés. Al
respecto, varios estudios han usado las VLP’s como inmundgenos en varios modelos
animales (93, 95, 97, 98), incluyendo al hombre (104), y se ha visto que generan
anticuerpos neutralizantes y que ademas son capaces de proteger en contra de un reto viral.

Tales anticuerpos reconocen epitopes conformacionales tanto de los viriones nativos como
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“de lasr VLP."isV‘ (105,106, 107), lo cual nos quiere decir que esta respuesta de anticuerpos es
tipo ésrp‘)vecl'ﬁéai(i)' yv‘en‘ dénde la proteina L1 de la capside juega el papel predominante en
producir la | ’lfe‘s‘vp‘uesta de anticuerpos. Sin embargo, también hay evidencia de que la
proteina menor. de la céapside L2 puede estar parcialmente involucrada en la neutralizacién

del virus (51; 108).

2.1 3’Ant:tguer‘pzo.ksf IgA.
La r¢,sp,“,ffst'4. ‘inmune en las membranas mucosas es mediada por mecanismos
v iﬁmuﬁslééiéqs no especificos y especificos. Los mecanismos no especificos pueden variar
‘ 'dé un lﬁgar anatdmico a otro. En las secreciones de membranas mucosas, el moco actia
co‘moyuna barrera fisicoquimica y como una matriz viscosa en donde los agentes patogenos
pueden ser atrapados. Los mecanismos inmunolégicos especificos en contra de los agentes
patdgenos incluyen una respuesta celular (mediada por linfocitos T) y una respuesta de tipo
humoral (mediada por anticuerpos). Hay varios tipos de inmunoglobulinas, y todas tienen
oportunidad de interactuar con los antigenos. Los anticuerpos IgM muestran caracteristicas
similares con los anticuerpos IgA, ya que ambos son poliméricos (IgM es pentamérico,
mientras que IgA es dimérico) y pueden unirse al receptor polimérico de inmunoglobulinas
(pIgR), el cual transporta los anticuerpos IgM con menos selectividad que a los anticuerpos
IgA (109) a través de las células del epitelio mucoso. Los anticuerpos IgG son
principalmente sistémicos, son secrctados en gran cantidad por el tejido linfoide sistémico y
generalmente presentan una estructura monomérica. También son secretados por una
minoria de células plasmaticas mucosas. No hay un mecanismo de transporte selectivo para
que estos anticuerpos puedan alcanzar las secreciones mucosas. La inflamacién local o

dafio a la envoltura epitelial, es una oportunidad para que estos anticuerpos entren por
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difusion, Por otro lado, los anticuerpos IgE se encuentran en un baja concentracion en el
tejido mucoso. Son producidos en gran cantidad por el tejido linfoide mucoso en
comparacién con los tejidos linfoides sistémicos, y células del tallo, las cuales son
numerosas en el tejido conectivo mucoso que ademas tienen receptores de alta afinidad
para estos anticuerpos. Estos anticuerpos son los responsables en disparar una inflamacién
alérgica. Las células mucosas del plasma tienden a fabricar anticuerpos de la clase IgA, y
son mds abundantes en los tejidos mucosos. La gran mayoria de anticuerpos IgA es
producido localmente en las membranas mucosas y son destinados a entrar en las

secreciones mucosas (109),

“2,13.1 Transporte de los anticuerpos IgA a las secreciones mucosas.
Los antlcuerpos IgA son secretados como dimeros por las células del plasma, consistiendo
-’en\‘»dq‘s shbunidades de inmunoglobulina convencionales, cada una con dos cadenas
Vpeéé‘das (H) y dos cadenas polipéptido ligeras (L), y una cadena de union (J) entre las dos
‘subunidades. Estos dimeros de IgA son capaces de unirse al pIgR que se encuentra en la
superficie de la célula epitelial en la linea de la membrana mucosa (109 ).

El pIgR es una proteina transmembranal con un dominio externo de unidn a IgA, un
dominio intermembranoso, y un dominio citoplismico que contiene seiiales de salida. Estas
sefiales dirigen al pIgR a la superficie de la célula epitelial, donde tiene la oportunidad de
unirse al anticuerpo IgA dimérico que es secretado por las células plasmaticas locales. El
complejo IgA-pIgR es endocitado, y otras sciiales de salida causan que sea transcitosado en
vesiculas a la superficie apical. En la superficic apical un rompimiento proteolitico separa

al dominio externo del plgR (ahora llamado componente secretorio) liberando al complejo
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: IgA'diméfico-componente secretorio, conocido como IgA secretorio o exocrino (sIgA),
dentro de las secreciones mucosas (109).
En la figura 7 se pueden observar los diferentes niveles en los cuales los anticuerpos
IgA son transportados a través de las células del epitelio mucoso. Las células plasmaticas
' eh‘la ldmina propia de una membrana mucosa secretan anticuerpos IgA poliméricos (pIgA),
,'e]iciual se ’une a su receptor, plgR, en la superficie basolateral de la célula epitelial. El
cdmplejo es endocitado y trancitosado en vesiculas hacia la superficie apical, en donde el
feceptor pIgR se rompe, liberando al anticuerpo IgA secretorio hacia el lumen. Los
antigenos en la lamina propia se pueden unir al anticuerpo IgA y pueden ser excretados
como complejos inmunes a través del epitelio por las mismas rutas como los anticuerpos
IgA libres, Y_Los virus que infectan una célula epitelial pueden potencialmente ser

_neutralizados intracelularmente si los anticuerpos IgA transitorios son capaces de unirse al

alﬁ\éii’gte;‘ferir con la sintesis o ensamble del virus. En el esquema hipotético
:.qu‘t’ajsé ‘;mucs;r#, iés' proteinas de la cubierta viral fueron sintetizadas en el reticulo
: .i‘éhd(‘)pl‘ésim'i:co‘ rugoéo; procesadas en el aparato de Golgi y trasportadas en vesiculas hacia el
éndosoma apical de reciclaje el cual contiene anticuerpos antivirales IgA transitorios, los
cuales potencialmente son capaces de inlefrumpir el ensamble del virus. Un ultimo nivel de
accion para los anticuerpos IgA secretorios, se encuentra en el limen, en donde se unen a

los antigenos, proporcionando una barrera de exclusion inmune que inhibe el acceso al

epitelio (109).
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Figura.- 7 Ruta de transporte de los anticuerpos IgA poliméricos a través de las células
epiteliales. pIgR = receptor polimérico de inmunoglobulinas, plgd = anticuerpos IgA
poliméricos (109).
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2. 3.2?’uncio'n de los anticuerpos sigA
Uﬁa v'e"z' en Iais secreciones, los anticuerpos sIgA pueden unirse a los antigenos, y pueden
ay’ubdkzri‘r’ a prévenir que estos se unan o penetren la superficie mucosa. La funcién de barrera
| ,iﬁmuneﬂ de los anticuerpos sIgA ha sido inferida de relaciones entre el contenido de
~ anticuerpos IgA en secreciones mucosas y la resistencia a la infeccion por una variedad de
microbios, especialmente virus (101-113). Tales relaciones se deben a estudios clinicos,
después de una inmunizacién en experimentos con animales. Otros estudios han mostrado
que una vacunacién oral guia a la produccion de anticuerpos sIgA que bloquean infecciones
mucosas primarias (112). Esta respuesta prominente de anticuerpos sIgA representa una
diferencia principal en comparacién con una respuesta de anticuerpos inducidos por una

inmunizacién: parental. Otro ejemplo de la funcién de cstos anticuerpos es la proteccion

de uné' infeccidn proporcionada a través de la leche materna a los infantes,
’_dsnde ha éVidéncié ‘dé que el principal mediador son los anticuerpos IgA (114).

] r‘(b), reciente de estudios han demostrado que diversos modelos animales
o C§nfiene11 anticuerpos IgA monoclonales pasivos como su Unico reactante inmuno-
¢$P¢9iﬁ°° '_¢n cOﬁtra de una gran variedad de virus (Sendai, influenza, sincial respiratorio) y
i ;l;a’ctjériavs “' (Sabhonella typhimurium, Shigella flexneri, Vibrio cholerae, Chlamydia
()‘éc)io}rzﬁtis, Helicobacter felis) que afectan diferentes mucosas (115-116). Estos estudios
con anticuerpos monoclonales colectivamente ilustran el potencial protectivo de una
respuesta de anticuerpos IgA. Bajo condiciones naturales una respuesta inmune en mucosa
debe ser policlonal con anticuerpos dirigidos a determinantes antigénicas, mas que a una

sola determinante, y consecuentemente deberia aiin ser mas efectiva (105).
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2.13.3 Neutralizacién intraepitelial de virus mediada por anticuerpos IgA.
Se cree que los anticuerpos funcionan como defensa en contra de los patdgenos
combinandose con ellos extracelularmente. Una vez que el patégeno ha entrado a su célula

blanco, se considera-que es inaccesible a la accién de los anticuerpos. La inmunidad

mediada por Céluv]a"s, la cual no es efectiva en contra de patégenos extracelulares, es crucial
para combatir infecciones intracelulares. Hay evidencia que sugiere una infeccion de los
tejidos mucosos por patdgenos intracelulares tales como virus puede ofrecer una excepcién

. q' la:i'egié antes mencionada, ya que los anticuerpos IgA transitan a través de las células

 epiteliales, y pueden tener contacto con los antigenos de un virus el cual infecta a la misma

= célula, En este contexto, hay evidencia en modelos animales en donde se ha observado la

s‘ér,qulvada[’en un nimero de estados del ciclo de vida viral, incluyendo el punto de entrada
Vdnél v1rus é' la célula, desenvoltura, replicacion, transito de componentes nuevamente
;sbint‘rertizados a través de diferentes compartimentos subcelulares, ensamble y liberacién
‘('109)'. El sitio exacto de neutralizacion del virus mediada por anticuerpos IgA no ha sido
determinado. Sin embargo, datos preliminares de microscopia inmunoelectrénica indican
que los anticuerpos IgA y proteinas de la cubierta viral interactian dentro de las vesiculas
(109). De esta forma, las dos principales funciones de defensa de los anticuerpos IgA, la

barrera de exclusion inmune en el lumen, y la neutralizacién intraepitelial celular, deben
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proporcionar resistencia a una infeccion viral. Estudios en inmunidad pasiva por clases de
anticuerpos individuales, en el contexto de inmunidad de la mucosa, se han enfocado
generalmente en anticuerpos IgA. Ya que estos anticuerpos normalmente predominan en las

secreciones mucosas y pueden ser mas efectivos que otras clases.

2.14 Métodos de diagndstico en la infeccion del tracto genital por el VPH.
Aunque las lesiones ano-genitales son visibles en algunas personas infectadas, la mayoria

de los individuos con una infeccidén en el tracto genital causada por el VPH no muestran

lesion clinica apare En- la ausencia de manifestaciones clinicas, los signos de la

- infeccion por el eden ser dificiles de detectar. Varias de las técnicas utilizadas en el

& " 5 dlagnostlco de otras infecciones virales no han sido apropiadamente aplicadas al VPH. En

‘ paniculé}; .'és'tb v:rus '.Vrllo puede ser cultivado in vitro, probablemente porque las células
diferenciédés‘“sdn necesarias para una infeccion productiva. Por lo tanto, las lesiones
clinicasr aparentes y alteraciones citologicas permaneceran como los criterios mas

frecuentemente usados para el diagnoéstico de la infeccion por el VPH.

2.14.1 Observaciones clinicas (colposcopia).
La visualizacidn directa de lesiones vaginales y del cérvix es llevada a cabo por un estudio
colposcdpico, el cual también permite evaluar el grado de la lesion. Esta técnica tiene una
sensibilidad de deteccion moderada, ya que las lesiones acetoblancas no son unicas para la
infeccion mediada por ¢l VPH, y por lo tanto tiene una especificidad de diagndstico baja.
Las lesiones condilomatosas mds alla del area acetoblanca pueden ser erradas, o pueden ser
falsos positivos (124), por esta razén debe utilizarse en conjunto con otros métodos de

diagndstico mas sensibles, tales como el PCR y la captura de hibridos.
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2 1 4. 2 Metodo c:tologzco e histologico.

El metodo .mas’. comun para pruebas citolégicas son los raspados celulares para el

- Papamcolao “(Pap), en el ‘cual las células genitales exfoliadas son tefiidas y examinadas por

- sus’ caracterlstlcas de konlocxtosons y neoplasia. Las células koilociticas son consideradas

parte de | -un. espectro de LSIL (6 NICI1). Aunque la apariencia de koilocitosis es
g v1rtualmente un diagndstico de infeccidn del tracto genital asociada al VPH, varios tejidos
’.inféctados por el VPH, particularmente aquellos con infecciones latentes, no muestran
sefiales de células koilociticas. Aunque la especificidad de la prueba del Pap es del 90%, su
sensibilidad es pobre, ya que alrededor del 15-50% de los pacientes con infeccion por VPH

son exitosamente identificados por esta prueba (124).

2.14.3 Ensayos seroldgicos.

Aunque el ensayo de ELISA para detectar la infeccion por el VPH esta disponible, no ha

. -,:logfédb',jdgtéqtarkexitosamente otros patogenos virales. En particular, esta prueba no es

“especific ambién tiene una sensibilidad baja para ser usada como una herramienta de

““diagnéstico en-la infecciéon por el VPH. Un parametro serologico que puede ser 1itil en el

' :ﬁs:ég‘ﬁiﬁiién‘to de la infeccion por el VPH, cs la seroreactividad a las proteinas E6 y E7 de los
tipbs de VPH oncogénicos. En un estudio se analizé la seroreactividad en contra de estas
proteinas, y se encontrd que los titulos de anticuerpos hacia estas proteinas se relacionaba
con el curso clinico del cancer cervical invasivo (124). Esta técnica puede proporcionar

importante informacién prognoéstica en pacientes con una prueba de Pap anormal.
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: 2."1,4.4 Meétodos de deteccion de DNA del VPH.
L’v‘as pi;ue‘lgas que detectan la presencia de DNA del VPH han proporcionado informacién
g Qbidemiolégica clave y patogénica relacionada a la infeccion por este virus, y ademas son
‘7 ,.ﬁﬁ:av:hgrramienta de investigacion muy importantes. Los métodos de deteccion de DNA
e jﬁyéfgan uh papel importante en el diagnéstico de pacientes cuya prueba del Pap muestra
ASCUS Los ensayos de deteccion de DNA del VPH aiin no son practicados en los

diagnosticos de rutina, en parte porque requicren una labor intensiva y costosa. Varios tipos

- de ensayos estan disponibles, cada uno de estos con sus propias ventajas y limitaciones. Un

~.~paso clave.cn estos métodos de deteccion de DNA de VPH, es una reaccién de hibridacion

~en el :c:ual“el ‘DNA del ngus se une a un fragmento de DNA sintético. Los ensayos varian

‘con. respecto - a ‘preparacion de las células que sirven como origen del DNA, a la

NA sintético, y a la forma de la prueba usada (i24). Algunos de los

‘comtinmente usados para la detcccion de DNA del VPH son mencionados a

~continuacion.

2.14.4.1 Southern Blot.
'Eh",e‘st’e ensayo, €l DNA es aislado de la muestra de células y digerido con enzimas de
réstriccic’m. Los fragmentos de DNA resultantes son separados por electroforésis en geles
kde agérosa y transferidos a papel de nitrocelulosa. Usando sondas que se unen

especificamente al tipo de DNA de VPH dado, el tipo de VPH presente en la muestra puede

ser determinado (124).
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2.14.4.2 Dot Blot.
Este tipo de ensayos usan varios de los principios empleados por el ensayo del Southern
blot, pero técnicamente mas simple. En el Dot blot, el DNA es extraido de las células, se
desnaturaliza, y se aplica directamente a un filtro de nitrocelulosa sin ser digerido con
enzimas de restriccion o corrido en un gel de electroforésis. Como en el Southern blot, el

filtro es hibridado con una sonda, es lavado, y examinado mediante autoradiografia (124).

21 443 Hibfidacio’n in situ.

Eslos ensayés son utlllzados en material histoldgico que ha sido fijado en portaobjetos
cspecnalmente tratados Las células son tratadas con sustancias que incrementan la
permeablhdad y un alcali o calor es usado para desnaturalizar el DNA. La sonda es
5 . "’entonccs hibridada, la muestra es lavada, y las seifiales positivas son visualizadas por
';Aautoradlograf'a o por métodos de deteccion enzimatica. Esta técnica tiecne la ventaja de
':reve]ar de una manera especifica las células infectadas por el VPH o regiones de tejido.
Este ensayo es menos scnsible que los Southern blots o que los Dot blots, y puede
solamente detectar infecciones virales expresadas; infecciones latentes no contienen

suficiente DNA del VPH para dar una seiial positiva (124).

2.14.4.4 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
La reaccion en cadena de la polimerasa tiene la ventaja de ser capaz de detectar cantidades
muy pequefias de DNA del VPH. En este procedimiento, dos pequeiios oligonucledtidos
correspondientes a secuencias especificas de VPH son hibridados con el DNA

desnaturalizado aislado dec las muestras de interfase. Después de que la reaccion es
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completada, los ciclos de desnaturalizacion, los de hibridacién, y extensiéon del
oligonucledtido comienzan otra vez. Los ciclos secuenciales, resultan en la amplificacién
del DNA originalmente reconocido por los oligonucleétidos. En una buena reaccién, 30
ciclos de esté procedimiento producen alrededor de 1, 000, 000 de copias del DNA original.
La principavl ventaja de este tipo de ensayo, es que tiene una excelente sensibilidad (124)

(ver seccién 5.3),

2,14.4.5 Soluciérz de hibridacion (Ensayo de Captura de Hibridos).
En este ensayo, el DNA' es aislado, desnaturalizado e hibridado con una sonda de RNA de
una sola hebra. Los hibridbs son retirados de la solucioén e inmovilizados con anticuerpos
especificos que réaécioﬁah con un sustrato luminiscente, el cual emite luz que puede ser
medida mediante un luminémetro. Este sistema es capaz de proporcionar datos
cuantitatiyos de la cantidad de DNA del VPH presente en la muestra. Este sistema puede

detectar mas de 16 tipos diferentes de VPH (124) (ver seccion 5.4).




39

3. JUSTIFICACION.
La importancia del sistema inmune en la eliminacién de la infeccién por VPH juega un
papel determinante, ya que hay mujeres que revierten espontaneamente esta infeccion. Sin
embargo, no se han determinado los factores que intervienen en este proceso. En el intento
de elucidar algunos de estos factores, varios estudios han detectado niveles de anticuerpos
relacionados con los estadios de la infeccidon por este virus, incluso se han detectado en
pacientes en las cuales la infeccion ya ha desaparecido, lo cual indica que estos anticuerpos
sirven como marcadores de la presencia del DNA del VPH en el epitclio cervical, lo cual

puede‘rep'résénta‘r infecciones latentes. En este contexto, los anticuerpos del tipo sIgA se

do con un reciente nimero de parejas sexuales asi como de infecciones recientes.

P Esta‘respuesta inmunolégica se ha visto que no es biolégicamente estable en el tiempo,

comolo es lé respuesta de anticuerpos del tipo IgG, que los hace buenos marcadores de
lnfeccmnes pasadas y persistentes. Sin ecmbargo, otras lineas de trabajo han medido la
“V:i:’é";;z;cidad neutralizante de los anticuerpos de secrecidén IgA, utilizando como antigeno
particulas pseudovirales o VLP’s de varios tipos de VPH’s incluido el tipo 16, las cuales
son producidas en sistemas procaridticos y eucaridticos, y su eficacia ya ha sido probada en
varios modelos animales, incluido el hombre, ya que no solo tienen la capacidad de inducir
una respuesta de anticuerpos, sino que también generan inmunidad mediada por células.
Otros estudios, han tratado de medir que tipo de respuesta de anticuerpos esta involucrada
en la eliminacion del virus, y han llegado a la conclusion de que ambas respuestas
seroldgicas (slIgA e IgG) son necesarias para conferir proteccion en contra del VPH. Por
otro lado se ha establecido que la respuesta mediada por células también juega un papel
muy importante en la eliminacién del virus. En el presente trabajo se estudio la presencia de

anticuerpos del tipo slgA en secreciones cervicales de pacientes con y sin evidencia
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colposcopica de VPH. Se investigd si existe una relacion entre la presencia de tales
anticuerpos y la deteccidén del virus por métodos colposcépicos y moleculares (PCR y
Captura de Hibridos). Asi mismo se realizé6 un seguimiento clinico de pacientes con
lesiones asociadas a este virus, que fueron tratadas quirirgicamente antes del seguimiento y
se analizé si la presencia de estos anticuerpos antes del tratamiento influian en el resultado
del mismo. Si el transcurso tipico de una respuesta inmune después de una inoculacién
experimental, la respuesta de sIgA es la primer linea de defensa en las superficies de los
cpitelio$ ‘n&ucb.so"s, yb_c‘zr»l‘t‘onces se espera que jueguen un papel determinante en la

neutralziiza’cién del' VPH, y eliminacién de lesiones de bajo grado, ya que son cominmente

‘encontrados en mujeres infectadas.
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4. OBJETIVOS.

4.1 Objetfvo _géhérd{.

‘ ; ’;‘Vi}l}U\IS’de papiloma humano tipo 16 (VPH 16).

'Estlyidiarvla presencia de anticuerpos del tipo sIgA asociada a la infeccion por el

4.2 Objeiivds particulares.

e " ~ Determinar la presencia de VPH en biopsias de tejido cervical de pacientes con

. LSIL.

Analizar la presencia de VPH de alto riesgo en biopsias de tejido cervical de
pacientes con LSIL.

Estandarizar una prucba de ELISA para la deteccién de anticuerpos en secreciones
cervicales (SeCe) de pacientes con un diagnéstico colposcépico de infeccion por el
virus del papiloma humano (IVPH) y de NIC.

Estudiar la presencia de anticuerpos del tipo sIgA en secreciones cervicales de
pacientes con LSIL.

Relacionar la presencia de anticuerpos sIgA en contra del VPH 16 con el resultado
del tratamiento ablativo en lesiones LSIL.

Evaluar la eficacia del método Colposcépico en la deteccion de VPH’s de alto

riesgo asociados a lesiones acetoblancas.
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5. MATERIALES Y METODOS.
5.1 Poblacion de estudio.
El material humano utilizado en este trabajo (Secreciones Cervicales [SeCe's] y biopsias de
tejido cervical) fue obtenido de pacicntes atendidas en el Centro Nacional de Clinicas de
Displasias (CENACLID) del Hospital General de México. Todas las pacientes fueron
analizadas por colposcopia. Lo que se observé después de la aplicacién de una solucion de
acido acético al 15% y con la ayuda de un colposcopio tipo Zeiss OPMI-1 (Carls Zeiss
Incorporation, Oberkochen, Alemania), fueron las zonas del epitelio cervical infectado por
VPH denotado por una mancha acetoblanca (dc acuerdo con la Federacion Internacional de
Colposcopia y Pafologn’a Cervical). Las caracteristicas de estas zonas (color, transparencia,
contorno y presencia de vasos sanguineos) fueron claves para determinar el tipo de lesién
que se présentaba. A cada paciente se le practicé un cuestionario para poder asociar
| factores de riesgo alternos en el desarrollo del CaCu. Un grupo de pacientes sin presencia

de VPH pdr colposcopia, PCR y ELISA, fueron utilazas como grupo control.

5.2 Material humano.

: - Las muestras de SeCe fueron tomadas de la siguiente manera. Se hizo un lavado del cuello

uterino con 1 ml de PBS 1X (ver apéndice) de cada paciente antes de ser tratadas con acido
acético diluido al 15%. Esto con el fin de evitar daiiar la estructura conformacional de los
anticuerpos contenidos en el moco cervical. Las soluciones de lavado se colectaron en
tubos eppendorf estériles de 1.5 ml. El desecho celular fue eliminado mediante una
centrifugacion a 13 000 rpm durante 5 min. Las muestras se almacenaron a —70°C para su

posterior andlisis. El tejido cervical fue obtenido de la zona de transformacioén del epitelio
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cervical; usando unas pinzas para biopsias, inmediatamente fueron colocadas en PBS 1X y

procesadas el mismo dia.

~ 5.3 Determinacion de la presencia de DNA del VPH por PCR.

'.b"I‘odos los reactivos usados fueron obtenidos de Gibco BRL (Rockville, MD, USA). La
présencia de DNA de VPH se determind mediante la amplificacién de un fragmento del
gene L1 con los oligonucledtidos degenerados MY 09/11. Estos oligonucledtidos
amplifican un fragmento de aproximadamente 450 pb de longitud de una region conservada

""kdeVl gen L1 del DNA de los VPH’s que infectan el tracto genital de la mujer (6, 11, 16, 18 y

.33) esta region se encuentra entre las bases 6722 y 7170 del genoma viral (fig. 8). Tal

ecggn\claiéé la siguiente: para MY 09 (5° CGT CCM ARR GGA WAC TGA TC 3°), y
'I’A(‘_sv_’ GCM CAG GGW CAT AAY AAT GG 3’). La mezcla de reaccion de la
ig:ﬁibei‘l‘te: 3 ul de MgCl; 10mM; 2 pl de amortiguador para PCR 10X; 2 ul de

4 ul de MY 09 50 pM; 0.4pl de MY 11 50 pM; 0.2 ul de DNA taq

/ul, 500 ng de DNA gendmica; y H20 para completar el volumen de

20 pl. Mientras que los ciclos térmicos fueron los siguientes: un precalentado a

g ,95°V’C-5", 30>cbiclos de reaccion a 95 °C 30°°, 45 °C 30>°, 72 °C 1’, almacenamiento a 4°C
30’ El.proceso se llevd a cabo en un termociclador (Perkin Elmer/ Gene Amp PCR System
2400). Finalmente el producto se mantuvo a 4°C hasta ser analizado en un gel de agarosa
con bromuro de etidio al 1%, y con ayuda de un marcador de pesos moleculares (100 pb

Ladder) se determind la banda esperada.



Figura.- 8 Amplificacion de un
oligonucledtidos MY 09 y 11.

Sfragmento de la proteina L1 del VPH usando los
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5.4 Determinacion de la presencia de DNA de VPH's de alto riesgo por Captura de

cfvical. Se tomaron 20 ul de DNA extraido de tejido cervical (con 250-500 ng de

i DNA),"y fue colocado en un tubo que contenia 30 ul de medio de transporte de

- -~ especimenes. Enseguida se agregaron 25 pl de un reactivo de desnaturalizacién basado en

NéOH a cada muestra, los tubos fucron vigorosamente mezclados e incubados a 65 °C
durante 45 min. La hibridacién y la deteccidn de hibridos fue hecha de acuerdo al protocolo
establecido: se preparan los cokteles paras las pruebas A y B; se vacia el contenido de la
prueba A en el tubo de la prueba B también diluido, y se mezclan vigorosamente. Entonces
se agregan 25 ul de la mezcla A y B en cada tubo de hibridacidon, se mezclan bien las
muestras y se adicionan 75 pl a cada tubo, posteriormente se agitan a 1 100-1 200 rpm
durantve:3’ga_6}5-67 °C. Se transfiere el contenido de cada tubo de hibridacién al pozo
corrcsp‘c‘)r‘);di‘éﬁte en la placa de captura, se tapa y se agita a 1,100-1,200 rpm durante 60-65°
‘a 20-25 t’kév,'ial terminar este paso, s¢ decanta el sobrenadante, enseguida se adicionan 75 pli
: vdeyl“l;éa‘ctivo de deteccion 1 en cada pozo de la placa, y se incuba durante 30-33” a 20-25 °C,
: y se desecha el sobrenadante. Entonces sc lava la placa con bifer de lavado 6 veces. La
generacion de la seiial de hibridacion se obtiene agregando 75 il del reactivo de deteccion

2 en cada pozo e incubando durante 15° a 20-25 °C. Finalmente se lee la sefial de
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' Ahvibridacici')n en un luminémetro, se valida el ensayo y se interpretan los resultados. El DNA
acérreador y ¢l DNA del VPH 16 incluidos en el Kit fueron respectivamente usados como
calibradores negativo y positivo, y fueron hechos por triplicado para cada una de las
pruebas. Un ensayo fue considerado valido solo cuando los resultados de los calibradores
negativo y positivo mostraron un coeficiente de variacion menor o igual al 25%, y el valor
promedio de radio calibrador positivo:calibrador negativo fue mayor o igual a 2.0. El valor
de corte para positividad fue calculado para cada uno de los ensayos y fue definido como el

valor promedio RLU (del inglés: Relative Light Units) del calibrador positivo.

5.5 VLP's.

' Lds'baculovirus recombinantes que expresan L1 del VPH 16 la cual se autoensambla para
1 forinar VLP’s, fueron generosamente donados por el Dr. John Schiller (National institute of
b Health, Bethesda, MD, USA). La extraccion y purificacion de las VLP’s se llevo acabo de
la siguiente manera: células SF21 (Spodoptera frugiperda) fueron crecidas a un 80% de
confluencia a 27 °C, y posteriormente infectadas con baculovirus recombinantes a una

: imul‘tyiplic’idad de infeccién (MOI) de 10. Las células se cultivaron durante un periodo de 72

. h,y ‘p'o'vs'te.rvvié)‘mlente fueron centrifugadas. La pastilla se resuspendié en 15 ml de PBS y se
g -. ‘l"mé):n)'ager(\eizio, entonces se centrifugd a 2 000 g durante 10’ para separar los nicleos y la
pastillé se resuspendié en 4 ml de PBS y fue sonicada en hielo durante 30’*, El lisado
resultante se coloco cuidadosamente sobre una solucién de sacarosa-PBS al 40% (w/v) se
centrifugd a 34 000 rpm durante 2 h en un rotor Beckman SW 55 Ti. La pastilla fue
resuspendida en 2 ml de PBS seguida de 10’ de sonicacion en hielo. Entonces una
densidad final de 1.33g/m! de Cloruro de Cesio (CsCl)-PBS fue agregada, y la mezcla

CsCl-lisado se centrifugo durante 16 h a 45 000 rpm. Después de la centrifugacion dos
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bandas fueron claramente identificables en el tubo, y se colectaron por separado. La
densidad de las fracciones colectadas fue determinada con ayuda de un refractometro. La
fraccion de 1.30 g/ml la cual contenia las VLP’s fue diluida con PBS, y el CsCl fue
removido por centrifugacion, y la pastilla entonces se resuspendié en PBS y fue
almacenada a 4 °C. El contenido de la proteina fue determinado mediante el ensayo de
Bradford (1976), y la pureza fue confirmada mediante electroforésis en geles de
poliacrilamida-Sulfato dodecil de sodio (SDS-PAGE), y por tincién con azul de Coomassie.
Las VLP’s fueron usadas como antigenos blanco para detectar anticuerpos especificos del

tipo sIgA anti-VPH en una prucba de ELISA.

5.6 {E"nsqy_o‘; de ELISA.

: ,Ell"vc;ns;f:\y'o d}e:E‘LVI_SA para la deteccion anticuerpos sIgA en contra de la proteina L1 del

o placas fueron lavadas 4 veces con TBS/Tw20 (v/v) a pH 7.6, y se adicionaron 100 pl/ pozo

:’l-; qvé”S:eCe directamente de la solucion de lavado (ver seccion 4.1) y se incub6é 2 h a 37°C,
i’ La's‘fplacas fueron lavadas 4 veces como se describié antes. Posteriormente se adicionaron

100 pl/ pozo del anticuerpo secundario anti-componente secretorio de IgA humana (Dako
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Co'.‘CA, ‘USA) conjugado a fosfatasa alcalina, este anticuerpo secundario se diluy6 a una

concentracion 1:5000 en TBS/Tw20 (v/v) BSA 2% , y se incubd 2 h a 37 °C. Después de

. que el reConocimiento de anticuerpos se llevé a cabo, se procedio a agregar el sustrato de la

: 'fosfatas k'alcalma, disolviendo una tableta de 5 mg del sustrato (Sigma Chemical Co., St.
- LOUIS MO USA) en 5 ml de dietanolamina al 10% pH 9.8 (ver apéndice), agregando 100
mcubando durante 15' a 37 °C. La reaccion fue bloqueada con 50 ul/ pozo de

e sodio 3 M. La reaccién fue cuantificada leyendo la densidad éptica a una

. longltudde ‘;)nda de 405nm (ODypsnm) haciendo uso de un lector de microplacas (DU®-65
: Spebctropl‘lotometer, Beckman). El valor de corte para delinear las SeCe’s positivas y las
negativas para anticuerpos sIgA en contra del VPH 16, fuc calculado usando la media
aritmética de los valores corregidos de DOuosnm del grupo de pacientes control, y
sumandole dos desviaciones estandar, excluyendo los valores por arriba de los de las
desviaciones estindar calculadas, se obtuvo un valor de corte igual a 0.486 (tabla 1)

determinando asi la positividad de cada una de las muestras de SeCe.

5.7 Analisis estadisticos.

Los datos fueron ordenados en tablas de contingencia de 2 por 2 para ser analizados por la
- prueba de Chi? corregida por Yates, a excepcién de los resultados de la tabla 2 en donde se
'jutilizé una tabla de contingencia de 3 por 2. Una prueba de t no paramétrica fue usada para
.co;11parar las lecturas de OD. Se considerd un nivel de significancia basico de p = 0.05 en

todas las pruebas. intervalos de confianza del 95% fueron calculados usando férmulas

estandar,
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Tabla.- 1 Muestras bioldgicas negativas a la presencia de VPH por PCR, utilizadas
" paraestandarizar el valor de corte en anticuerpos sIgA dirigidos en contra del VPH 16.

DO: valor de densidad optica de las muestras de secrecion cervical (SeCe) a 405nm.

Punto'de corte = 0.486

n PCR sIgA (D0)405nm
1 - 0.476
2 - 1 oa4ss
3 - 0.242
4 - 0.178
) N e ,0_27§, -
6 - 0.181
7 - 0.220
8 - 0.317
9 - I 0.332
10 I 0.440
11 - 0.427
12 - 0.097
13 - ~0.108
4 0 . - 0.182
15 - 0.099
16 - ~0.099
17 - 0.273
18 - 0.140
19 - 0.196
20 - 0.139
21 - 0.289
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6. RESULTADOS.
6.1 Caracteristicas de la poblacion humana.

En el presente estudio se incluyeron 236 muestras de una poblacion abierta. Un estudio

colposcoplco practxcado a esta poblacion de pacientes demostré una reacciéon acetoblanca

En el ‘grupo de pacientes sin lesion acetoblanca, el rango de edad oscilé entre los 17

: y58 tA:ait’io's;,» cbn una edad promedio de 32 afios. El promedio de hijos de este grupo de
i mujeres fue de 3, mientras que el promedio de abortos fue de 2. Por otro lado, en el grupo
: de pacxentes con lesion acctoblanca, el rango de edad oscilo entre los 17 y 79 afios, con una
;ﬁic‘:dad promedlo de 33 afios. El promedio de hijos en este grupo de pacientes fue de 3,
;11iéhtrés que el promedio de abortos fue de 1. Los datos de las pacientes con y sin
eviidencia de VPH no fueron significativamente diferentes (Tabla3 Ay B p = 0.895,p =
Oy;2‘8’2 respectivamente), lo cual nos sugiere que las caracteristicas de nuestra poblacién no

jugaron un papel importante en el desarrollo de la infeccion mediada por el VPH.
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Tabla.- 2 Resultados del diagnostico colposcopico.

Diagnostica colposcopico Pacientes n("o)

Sin evidencia de VPH 119 (50.42)

IVPH o 90 (38.13)

NIC S 27 (11.44)

VPH: Virus del Papiloma Humano.
TVPH: Infeccion por Virus del Papiloma Humano.
NIC: Neoplasia Intraepitelial cervical.
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Tabla.- 3. Caracteristicas de la poblacion dividida por el diagnéstico colposcopico.

Pacientes con lesion acetoblanca - .‘Paci’emes sin lésidn acetablancd
n (%) Lo n (%) ,
Pacientes
con Hijos 101 (86.32) 101 (84.87)
Pacientes -
sin Hijos 16 (13.67) 18 (15.12)
Total 117 119

Los datos que se muestran representan el total de la poblacion estudiada.

Los resultados se analizaron con una tabla de contingenciade 2 por 2 por la prueba de Chi’ corregida por
Yate's (p = 0.895 ). i

B)
Pacientes con lesion acetoblanca . Pacientes sin lesidn acetoblanca
n (%) _ n(%)

Pacientes ;

con 40 (22.59) 32 (26.89)

abortos

Pacientes ‘
sin abortos 77 (65.81) 87(73.10) |

Total 117 119

Los datos que se muestran representan el total de la poblacion estudiada.

s . . .2 3
Los resultados se analizaron con una tabla de contingencia de 2 por 2 por la prueba de Chi” corregida por
Yate's (p = 0.282 ).
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6,2 Presencza de DNA del VPH de genottpos de alto riesgo en tejido cervical y presencia

de antzcue) po ) slgA~ 1 secrectones cerwcales (SeCe’s) de pacientes con y sin lesiones

L‘a }Sréé i DNA de VPH en biopsias cervicales, fue investigada mediante la prueba de

L PCR utlllzando los oligonucledtidos universales MY 09 y 11, los cuales amplifican una

8 : scqu cia pnservada de 450 pb correspondiente al gen L1 de este virus. Se analizaron un
' totalde 236 muestras de tejido cervical, de las cuales 119 correspondieron a pacientes sin
y una ir“éac‘ci()n acetoblanca, y 117 a pacientes con una reaccion acetoblanca de acuerdo con el
k ;studio colposcdpico que se les practicd. En el primer grupo de muestras encontramos que
‘un 66.38% (79/119) fue positiva a la presencia de DNA del VPH (tabla 4), indicandonos
: que mas de la mitad de pacientes sin lesion acetoblanca presentaron infeccién por algiin
v tipd de VPH, a pesar de que el estudio colposcdpico fue negativo. Por otra parte, en el
grﬁpo de pacientes con lesion acetoblanca, encontramos que un 88.88% (104/117) de estas
pacientes fue positiva a la presencia de DNA del VPH (tabh 4). El anilisis estadistico de
estos datos no mostré una diferencia significativa (p = 0.0001), a pesar de que un alto
porcentaje de pacientes con una colposcopia normal fue positiva a la presencia del DNA del
VPH. Sugiriéndonos que muchas pacientes sin cambios patoldgicos evidentes pueden
presentar infccciones latentes.

Una vez observada la prevalencia del DNA del VPH, nos dimos a la tarea de
detectar la proporciéon de pacientes infectadas por genotipos de alto riesgo. En total se
analizaron 142 muestras de tejido cervical (debido a que el Kit de captura de hibridos
solamente alcanz6 para este nimero de muestras), en donde 42 muestras positivas para el

VPH correspondieron a pacientes sin lesién acetoblanca y 100 muestras negativas para el



54

VPH correspondieron a pacientes con una lesion acetoblanca. En el primer grupo, sélo el

16.66% (7/42) de estas muestras fueron positivas a la presencia de DNA de virus de alto,

Tabla.- 4 Asociacion de resultados entre la prueba de PCR y el Diagndstico
colposcdpico.

. Sin lesion
Con lesion [ otal

accetoblanca
acctoblanca n (%) @ n("n)
n (o)

PCR + 104 (88.88) 79 (66.38) (7‘7853 "
53
PCR - 13 (11.11) 0EI6D  pags)

Los resultados se analizaron con una tabla de contingencia de 2 por 2 por la prueba de Chi® corregida por
Yates (p = 0.0001).

lo cual podria esperarse de un grupo de mujeres las cuales no presentaron lesiones visibles
en la zona de transformacion del epitelio cervical. En ¢l segundo grupo encontramos que un
94% de las muestras fueron positivas a la presencia de genotipos de alto riesgo (tabla 5). Al
hacer el andlisis de los resultados, cncontramos una asociacién significativa entre el
diagndstico colposcépico y la presencia de VPH’s de alto riesgo (p = 0.0001), lo cual nos
indicoé que las pacientes con Icsiones visibles en el epitelio cervical tienen un mayor riesgo
de estar infectadas por VPH’s oncogénicos.

La prescncia de anticuerpos especificos en contra del VPH 16 fue detectada en
muestras de secrecion cervical de pacientes, sin y con lesion acetoblanca, haciendo uso de

un ensayo de ELISA. En gencral, se analizaron un total de 119 muestras de pacientes sin
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- lesién acetoblanca, y 117 muestras de pacientes con lesion acetoblanca. En el grupo de
pacientes sin lesién acetoblanca, mas de la mitad 56.30% (67/119) de las muestras
analizadas fueron positivas a la presencia de anticuerpos sIgA (tabla6). Mientras que, en el
grupo de pacientes con lesiéon acetoblanca el 52.99% (62/117) de las muestras fueron
positivas a la presencia de tales anticuerpos. En total, poco mas de la mitad de las muestras
analizadas (129/236) fueron positivas a los anticuerpos en contra del VPH 16. Al analizar
estadisticamente los datos, no encontramos diferencias significativas (p = 0.704) entre
ambos grupos de pacientes y la presencia de anticuerpos sIgA. Sugiriéndonos, ninguna
relaciéon de dichos anticuerpos con el cambio patologico observado. La figura9 es una
representacion esquemadtica de la lectura de anticuerpos para cada grupo de pacientes. Se
puede obse_rvar que la respuesta de anticuerpos es muy semejante. Sin embargo, los valores

més altos de anticuerpos sIgA corresponden a las pacientes infectadas.

Tabla.- 5 Asociacion de resultados entre la prueba de Captura de Hibridos (CH) y
el Diagnostico colposcopico.

. . S lesion
Con lesion acctoblanca

n(“u

acctoblancea Lot n (o)
("o

CH+ 94 (94) 7(16.66) 101 (71.12)

CH- 6 (6) 35(83.33) 41 (28.87)

Los resultados se analizaron con una tabla de contingencia de 2 por 2 por la prueba de Chi* corregida por
Yates (p = 0.0001).
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Figura.- 9 Lecturas de anticuerpos slgA en secreciones cervicales (SeCe'’s) de pacientes

sin y con lesiones acetoblancas.

Tabla.- 6 Asociacion de resultados entre el ensayo de ELISA y el Diagndstico

colposcépico.

Con leston acetoblianca

sIgA +

sIgA -

n("a)

62 (52.99)

55 (47.01)

Sinles

acctobla

oan
[otal

noi .
n(’a)

n("v)

67 (56.30) 129 (54.66)

52 (43.69) 107 (45.33)

Los resultados se analizaron con una tabla de contingencia de 2 por 2 por la prueba de Chi® corregida por

Yates (p = 0.704).
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Con el fin de establecer posibles correlaciones entre los resultados de cada prueba,
estbs fueron analizados entre si mediante tablas de contingencia. De esta forma, al analizar
los datos de la prueba de PCR contra CH, se pudo observar que sélo un 16.66% de las
pacientes con colposcopia normal fueron consistentes para ambas pruebas, mientras que en
lasr pacientes con lesion acetoblanca, el 94% fue positiva para ambas pruebas (Tbla 7).
Estos resultados nos indicaron la alta prevalencia de virus oncogénicos en el tejido
acetoblanco (p = 0.0001). Por otro lado, cuando se compard la presencia de anticuerpos con
la presencia de virus por PCR, se observd que en el grupo de mujeres con colposcopia
normal la presencia de anticuerpos no estaba asociada con la presencia de DNA viral (p =
0.851) (tabla 8). Por el contrario en el grupo con lesiones acetoblancas la mayoria de
pacientes positivas para la presencia de anticuerpos slgA, fuc también positiva para la
presencia de DNA viral (p = 0.001) (tabla 8). Sugiriéndonos que la respuesta de anticuerpos
sIgA esta asociada a la infeccion por el VPH. Sin embargo, al hacer el analisis de la
presencia de anticuerpos con la de VPH’s de alto riesgo, no se encontré asociaciéon en
ambos grupos de pacientes (p = 0.890 y p = 0.097) (tabl 9), indicindonos que las pacientes

correspondientes pudicron estar infectadas por algin tipo de VPH, pero no de alto riesgo.
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Tabla.- 7 Asociacion de resultados entre la prueba de PCR y la prueba de Captura
de Hibridos (CH).

- “Resultado de la Resultado de la Conlesién - Sin lesion
prueba de PCR prucba de CH acetoblanca n (%). acetoblanca n (%).
+ o+ 94 (94) 7(16.66)
- - 4 4) 35(83.33)
- + 0 0
+ - 2() 0
Valordep = . - p = 0.0001 p=0.0001

Los resultados se analizaron con una tabla de contingencia de 2 por 2 por la prueba de Chi* corregida por
Yates.

Tabla.- 8. Asociacion de resultados entre la prueba de PCR y el ensayo de ELISA.

‘Resultadode la Resultado del 7 Con lesién Sin lesion
prueba de PCR ensayo de ELISA - acetoblanca n (%) acetoblanca n (%)

¥ - + 61 (52.13) 44 (36.97)

- - 12 (10.25) 17 (14.28)

- : + S 1(0.85) 23(19.32)

+ - ‘43 (36.75) 35(29.41)

Valorde p . p=0.001 p=0.851

Los resultados se analizaron con una tabla de contingencia de 2 por 2 por la prueba de Chi* corregida por
Yates.

Tabla.- 9. Asociacion de resultados entre la prueba de Captura de Hibridos (CH) y

el ensayo de ELISA.
Resultado de la Resultadodela . Con'lesién Sin lesién
pruebade CH prueba de ELISA - acetoblanca n (%) acetoblanca n (%)
+ I 1(2.38) 58 (58)
- - c 153571 3(3)
- + 20 (47.61) 3(3)
+ - 0 6(14.28) 36 (36)
Valordep =0 o p=0.097 - p=0.890

Los resultados se analizaron con una tabla de contingencia de 2 por 2 por la prueba de
Chi? corregida por Yates.
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' 63 Ségdikniento clfnico/colposcépico.
Lé’s bacientes con lesiones acetoblancas fueron tratadas para eliminar la lesion, haciendo
uso de métodos ablativos conservadores, tales como la electrocirugia o asa diatérmica [A],
y la vaporizacion con rayos laser [L].

En este trabajo se realizé un seguimiento clinico, mismo que dur6 afio y medio
después del tratamiento conservador aplicado de un grupo de 74 pacientes. El estudio
colposcopico inicial indicd que el 79.72% (59/74) de las pacientes tenian las caracteristicas
tipicas de un IVPH, mientras que el 20.27% (15/74) de un NIC. Por otra parte, el niimero
de pacieqtes tratadas con cada uno de los diferentes métodos ablativos fueron los
, sigyientes; ‘E“l“k81.08% (60/74) de las pacientes fueron tratadas con [A] y el 18.91% (14/74)
- qé,.‘lés,pbaqieﬁte’s' restantes fueron tratadas con [L]. Como se muestra en la tabla 10, 47/60

- pamentes ,<’:_on IVPH fueron tratadas con [A] y 12/14 con [L]. Por otro lado, 13/60 pacientes
: con _i\IIiC"fucron tratadas con [A] y 2/14 con [L].
| Durante el seguimiento se observaron un total de 23 pacientes con recurrencias, de
’ laé_ﬂ:éﬁélvefs_;l2.fueron tratadas con [A] y 11 con [L]). De las pacientes tratadas con [A], 6
presentaron ﬁna recurrencia, 2 presentaron dos recurrencias, y 4 pacientes presentaron mas
’fdéi't‘r’es feéurrencias a través del seguimiento. Por cl contrario, en las pacientes tratadas con
| [L],’ 3 presentaron una recurrencia, 4 presentaron dos recurrencias, y 4 pacientes
presentaron mas de tres recurrencias en ¢l transcurso del seguimiento. Al final de este
estudio encontramos que ¢l 93.24% (69/74) de las pacientes tratadas con alguno de los dos
métodos quirtirgicos, no presentaron vestigios de infecciéon por VPH, mientras que el resto
de las pacientes 6.75% (5/74), recayeron en una infeccidn caracteristica de un IVPH. El
98.33% (59/60) de las pacientes tratadas con [A] presentaron un epitelio cervical normal,

mientras que en las pacientes tratadas con [L], solo el 71.42% (10/14) mantuvo un epitelio
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(‘:er:vica] normal (tabla 10). Estos datos reflejan que el tratamiento quirtrgico aplicado a la
poblacién de mujeres en este estudio tuvo resultados alentadores, y por lo tanto, el estudio
colpdscépico del cérvix uterino debe implementarse como una herramienta en el
tratamiento de infecciones clinicas causadas por VPH’ de alto riesgo.

» Con el objetivo de investigar si la presencia de anticuerpos sIgA dirigidos en contra
del VPH 16 antes del tratamiento tuvo algun efecto sobre el resultado de éste, relacionamos
el resultado del ensayo de ELISA con ¢l resultado del tratamiento quiriurgico. De esta
forma, encontramos que en las pacientes recuperaradas al final del seguimiento el 55.40%
(41/74) fueron positivas a la presencia de anticuerpos sIgA, micntras que el 37.83% (28/74)
fueron negativas. Solo ¢l 6.75% (5/74) de las pacientes no se recuperd. Las pacientes que
no se recuperaron fueron 5, de las cuales 4 tenian anticuerpos y sé6lo una fue negativa a la

presencia de estos anticuerpos (tabla 11 A). Al hacer el analisis estadistico de estos datos,

no encontramos una asociacion entre la presencia de anticuerpos sIgA y el resultado del
lratamiento‘quirﬁrgico (p = 0.662). Por lo tanto, esto nos indicé que dichos anticuerpos no
‘inﬂuyé'rqﬁi“s:bblae‘]]’a recuperacién de las pacientes qirirgicamente tratadas. Este resultado
: nldys",rh’iz‘b hacer vl‘i’n’anélisis mas especifico de dicha relacién. En las pacientes tratadas con
: 9(9833%) se recuperaron de la infeccion y solamente una (1.66%) permanecié

.ilri)fecttvada.‘De las 37 (61.66%) pacientes que se recuperaron fueron positivas a la presencia

de anticuerpos sIgA, mientras que 22 (36.66%) fueron negativas. La tnica paciente que

permaneci6 infectada también fue positiva a la presencia de estos anticuerpos (tabla11 B).
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Tabla.- 10. Seguimiento de un grupo de pacientes con lesion acetoblanca tratadas
con métodos ablativos (Asa diatérmica , 6 Ldser).

. S Nao o 20
g 222 4.8 Ege
E — Z 4 125 z 8 Z
&g to+ o+ GEE EJB8E Sis
,gg n IVFH NIC & § = S g xsSd E zZ
=5 g = © 5 2 5 = SES
SEE °SEZ Sif
é =4 2o 7 E j 7]
ASA 60 47 13 56 37 57 12 59 1
LASER 14 12 2 14 8 14 11 10 . 4
TOTAL 94. 60. 95. o
G 100 972 2027 G Gr of 3108 9324 675

n: ntunero de pacientes analizadas, IVPH: pacientes con infeccion por VPH, NIC: pacientes con neoplasia
intraepitelial cervical, positividad a las pruebas moleculares e inmunolégicas (PCR +, sigd +, CH +). Se
puede observar el nimero de pacientes con recurrencias en el transcurso del seguimiento, asi como las
pacientes que mostraron un cérvix normal, y en las cuales persistié la infeccion al final del seguimiento.

TESIS CON
FIALA DE ORIGEN
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El analisis estadistico de estos datos, no resulté ser significativo (p = 0.442). Por otro lado,
en las pacientes tratadas con [L], 10 (71.42%) de estas se recuperaron al final del
seguimiento, 5 (35.71%) de las cuales, fueron positivas a la presencia de anticuerpos sIgA,
y 5 (35.71%) fueron negativas. S6lo 4 (28.57%) pacientes no lograron recuperarse, a pesar
de que 3 de ellas fueron positivas a la presencia de anticuerpos (tabla11 C). Al hacer la
~relacién de los datos, encontramos que tampoco hubo una asociacion significativa entre la

presenc1a dqanticuerpos sIgA y eliminacién de la lesion causada por el VPH (p = 0.797).
Lo cual féfuerza la idea de que los anticuerpos sIgA no tuvieron ninguna relacion con el
: resﬁltéd;):";]éljt‘rat_é‘lm'i’ent'o quirargico.

- .El . nimero: de tratamientos varié para aquellas pacientes tratadas con ambos

métodos-ablativos, debido a que varias de estas no pudieron recuperarse en la primera

,intervencxén;-~y-fue necesario someterlas a dos o mas intervenciones. En este contexto,

R Tabla.- 11. Asociacion de resultados de los métodos ablativos (asa y laser) y el
ensayo de ELISA .

A) Pacientes sometidas al tratamiento quirdrgico (74)

Curadas No curadas
n (%) n (%)
slgA + 41 (55.40) 4 (5.40)
sIgA - 28 (37.83) 1(1.35)

Los resultados se analizaron con una tabla de contingencia de 2 por 2 por la prueba de Chi’ corregida por
Yates (p = 0.662).
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B) Pacientes sometidas al tratamiento con Asa diatérmica (n = 60)

Curadas No curadas
n (%) n (%)
slgA + 37 (61.66) 1 (1.66)
sIgA - 22 (36.66) 0

Los resultados se analizaron con una tabla de contingencia de 2 por 2 por la prueba de Chi* corregida por
Yates (p = 0.442).

C) Pacientes sometidas al tratamiento con Laser (n = 14)

Curadas No curadas
n (%) n (%)
slgA + 5 (35.71) 3(21.42)
sIgA - 5 (35.71) 1(7.14)

Los resultados se analizaron con una tabla de contingencia de 2 por 2 por la prueba de Chi® corregida por
Yates (p = 0.797).

los datos fueron agrupados de acuerdo al niimero de intervenciones quirurgicas practicadas
a las pacientes, al resultado del mismo, y a la presencia de anticuerpos del tipo sigA. De
esta forma, en las pacientes sometidas a un primer tratamiento con [A], 48 respondieron
satisfactoriamente al tratamiento, y solo 12 permanccieron con la infeccion. De estas 48
pacientes que se recuperaron, 28 fueron positivas a la presencia de anticuerpos del tipo
sIgA y 20 fueron negativas, mientras que de las 12 pacientes que no se recuperaron, 10 de
ellas fueron positivas a la presencia de anticuerpos (tabk 12 A). los resultados del analisis
estadistico no fueron significativos (p = 0.203). A las 12 pacientes que permanecian todavia

con la infeccion se sometieron a una segunda intervencién quirargica, aqui observamos que
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4 de estas pacientes pudieron rccuperarse, y que ademas fueron positivas a la presencia de
anticuerpos sIgA, mientras que 8 permanecieron con la infeccion, a pesar de que 6 fueron
positivas a la presencia de anticuerpos (tabla 12 B). Los resultados de esta relacion tampoco
mostraron una asociacion significativa (p = 0.784) entre la presencia de anticuerpos sIgA y
la eliminacién de la infeccién causada por el VPH. De la misma forma que antes, a las
ultimas 8 pacientes que presentaban la infeccién, se sometieron una tercera 0 mas
intervenciones, aqui pudimos ver que 7 pacientes respondieron positivamente, y de las
cuales 5 fueron positivas a la presencia de anticuerpos, solamente una de las ocho pacientes
tratadas no se recuperé al final del seguimiento, a pesar de ser positiva a la presencia de
anticuerpos sIgA. (tabla 12 C). El analisis estadistico de esta relacién no demostré ser
significativa (p = 0.537). Por lo tanto podemos concluir que la presencia de anticuerpos
slgA en pacientes sometidas al tratamiento con asa diatérmica, no jugaron ningtin papel en
3 el‘im‘inarkla lesién causada por el VPH.

“ Por otro lado, de las 14 pacientes sometidas a un primer tratamiento con [L],
solamente una pudo recuperarse, y fue negativa a la presencia de anticuerpos sIgA,
mientras que las 13 restantes permanecieron infectadas, a pesar de que 8 de ellas fueron
positivas a la presencia de este tipo de anticuerpos (tabla 13 A). El analisis estadistico de
esta relacién nos indicé una relacién significativamente negativa (p = 0.881). A las 13
pacientes que permanccian con la infeccion por VPH se sometieron a una segunda
intervencion, en donde 4 de estas respondieron satisfactoriamente al tratamiento, mientras
que 9 recayeron cn la infeccién. Tres de las pacientes que se recuperaron fueron positivas a
la presencia de anticuerpos slgA, y 5 de las que no se recuperaron también fueron positivas

a la presencia de anticuerpos (tabla 13 B). El analisis estadistico de los datos no resulté



Tabla.- 12 Asociacion entre las pacientes tratadas con [A] y el ensayo de ELISA.

A) 1* tratamiento con Asa.

65

Curadas No curadas
slgA + 28 10
sIgA - 20 2

Los resultados se analizaron con una tabla de contingencia de 2 por 2 por la prueba de Chi’ corregida por

Yates (p = 0.203).

B) 2° tratamiento con Asa.

Curadas No curadas
slgA + 4 6
slgA - 0 2

Los resultados se analizaron con una tabla de contingencia de 2 por 2 por la prueba de Chi® corregida por

Yates (p = 0.784).

C) 3°" tratamiento con Asa.

Curadas No curadas
sIgA + 5 1
slgA - 2 0

Los resultados se analizaron con una tabla de contingencia de 2 por 2 por la prueba de Chi’ corregida por

Yates (p = 0.537).
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sery‘»'sirg':;ii‘ﬁéatlvo ’p = 0..,962). Una paciente de las cuatro que se recuperaron al final del
»séguilﬁvi'.ent(’)!fde:f(/iiégnosticada con IVPH, a pesar de que fue positiva a la presencia de
éhvt:ivéuerpos;sIgA;Las 9 pacientes que permanccian infectadas se sometieron a una tercera o
mas mter\{encxo"x%és.'Aqui se pudo observar que 6 pacientes respondieron positivamente al
’ 'i;t'e‘itan‘nentvq,:mfi:el;liras que 3 permanecieron infectadas por VPH. Tres de las pacientes que

se recuperaronfueron positivas a la presencia de anticuerpos sIgA, y 2 pacientes de las que
no ;,euvfeciupler‘a‘lron, también fueron positivas a la presencia de anticuerpos (tabla 13 C). El

"&a‘i;iiilib'sis estadistico de la relacion de estos datos no fue significativo (p = 0.635). Por lo

tanto podemos concluir que la presencia de anticuerpos sIgA en pacientes tratadas con

‘laser, no resultaron ser importantes en la eliminacion de lesidon causada por el VPH.

Tabla.- 13 Asociacion entre las pacientes tratadas con [L] y el ensayo de ELISA.

A) 1¥ tratamiento con Laser.,

Curadas No curadas
slgA + 0 8
slgA - 1 5

Los resultados se analizaron con una tabla de contingencia de 2 por 2 por la prueba de Chi® corregida por
Yates (p = 0.881).

B) 2° tratamiento con Laser.

Curadas No curadas
sIgA + 3 5
sIgA - 1 4

Los resultados se analizaron con una tabla de contingencia de 2 por 2 por la prueba de Chi’ corregida por
Yates (p = 0.962).



C) 3 tratamiento con Laser.
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Curadas No curadas
sIgA + 3 2
sIgA - 3 1

Los resultados se analizaron con una tabla de contingencia de 2 por 2 por la prueba de Chi* corregida por
porlap gida p

Yates (p = 0.635).
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7. DISCUSION.

En este estudio se evalué la presencia del DNA de VPH, asi como la presencia de genotipos
de alto riesgo en biopsias cervicales dirigidas colposcépicamente y la presencia de
anticuerpos secretorios sIgA, dirigidos en contra de la capside del VPH tipo 16 y la relacion
de estos con los resultados de los métodos ablativos aplicados a las pacientes con lesién
acetoblanca.

Se ha reportado que el desarrollo de una neoplasia esta asociada a factores
secundarios como el nimero de parejas sexuales, el inicio de una vida sexual a temprana
:cdgcl_l“,' un alto nimero de embarazos, entre otros (125). En este trabajo encontramos que las

.. caracteristicas de la poblacién seleccionada por el diagnéstico colposcépico, tales como el

- nimero de hijos y el nimero de abortos, no representaron ser factores relacionados con la

- infeccion pdriéltVPH,(p > 0.05), ya que los datos entre ambos grupos de pacientes (sin
“-lesi6n’acetoblanca y. con lesién acetoblanca), fueron similares. Otro estudio realizado por

~Lazcano'y. olaboyadc;res (2001) (125) concuerda con nuestros resultados, a diferencia de la

= alta paridad, a ci;al es considerada como uno de los principales cofactores en la infeccidon
: pol' el VPH, progfesién a HSIL, y cancer.

"Lé colposcopia se ha considerado como el método mas adecuado en el diagnéstico y
tfatamiento de lesiones LSIL en varios paises, mientras que en el nuestro, se esta validando
su papel como tal, ya que ain con los errores de diagnéstico cometidos en la prueba del
Papanicolaou, esta sigue siendo cl método para detectar cancer temprano en el cuello y
cérvix uterino. Con el fin de evaluar el resultado de este método basado en la reaccion
acetoblanca del epitelio cervical de pacientes infectadas por el VPH, muestras de epitelio

cervical y de secrecion cervical de estas pacientes fueron analizadas con métodos
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moleculares para ratificar la presencia del VPH en una lesidn visible, y si se trataba de un
geﬁotipo de alto riesgo. También se determiné la presencia de anticuerpos especificos en
contra del VPH tipo 16. De igual forma, muestras biologicas de las pacientes que no
presentaron lesiones visibles, fueron analizadas con las mismas pruebas moleculares.

La presencia de DNA del VPH en el epitelio cervical, fue detectada mediante la
prueba de PCR utilizando los oligonucleétidos universales MY. EIl DNA del VPH fue
’detécta‘cilv‘o envll_m ‘;77.54% de todas las muestras analizadas. Otros trabajos han reportado

- porceht‘éjes,‘éiﬁlil‘étcs a los obtenidos en este estudio, Ken-Lin Chua y colaboradores (1996)

detectaron;el DNA de este virus en un 88% de sus casos analizados (15000 casos),

.pﬁos‘iitiva’s; Va‘la‘ pyresencia de DNA de VPH, pero no mostraron una reaccion acetoblanca. Una
’]‘Josible explicacién de esto es la presencia de infecciones latentes por VPH, las cuales son
muy comunes y no dependen de algtin tipo de VPH, y solo pueden ser detectadas por la
presencia de DNA ya que no producen anormalidades macroscdpicas (127).

Es importante hacer notar que sélo el 16.6% de las pacientes con una colposcopia
normal fueron positivas a la presencia de DNA de VPH de alto riesgo. Mientras que, el
94% de las pacientcs con lesion acetoblanca fueron positivas a la presencia de virus
oncogénicos. Estas observaciones apoyan el valor de la colposcopia como un método

efectivo para detectar lesiones con riesgo incrementado de progresion hacia un cancer. Se
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sabe qﬁéfia:"pteseﬁcia de VPH de alto riesgo en el tejido cervical es el principal factor de
riesgq péré progresién a carcinoma in situ (128), y eventualmente a cancer invasor (129).

: Con la finalidad de estudiar la respuesta inmune humoral presente en la mucosa

c’érviéai, se detectaron anticuerpos especificos en contra del VPH 16, usando un ensayo de

» VE‘LISAV. ‘Los anticuerpos de secrecion (sIgA) fueron detectados en un 54.66% de todas las

; muestras Vavl_nalizadas. Los resultados sugieren, que mas de la mitad de las pacientes fueron

s c%ibé’é‘eé"de 'generar una respuesta de anticuerpos especificos en contra de este tipo de VPH.

' : E un ‘t{étUdio realizado por Rocha-Zavaleta L. (2001) (130), se demostré que estos

-anth'uer;:)os son capaces de interaccionar con particulas pseudovirales o VLP’s del VPH 16

_en-un ensayo de inhibiciéon de la hemaglutinacién. Sin cmbargo, al hacer el analisis

“j‘eé"vt‘éd_fs.‘tivcp de los resultados obtenidos mediante esta prucba y los obtenidos por el método

colposcopico, no observamos diferencias significativas (p > 0.05). Lo cual nos sugirié que

: la pre en a de anticuerpos sIgA en contra del VPH 16 no estaba asociada con el resultado
deld1 gﬁéstico colposcdpico. Esto nos indicaria, que la presencia de estos anticuerpos fue
'v,“iﬁdé;.)endiente a la infeccién causada por el VPH. Sin embargo, encontramos que las
: ;pacientes con lesidn acetoblanca presentaron una respuesta inmune mdas marcada en
~ comparacién con las que no tuvieron una reaccion acetoblanca. Una explicacion posible a
esta diferencia pudo deberse a la alta tasa de infeccion por VPH en nuestra poblacién, y por

; lo tanto, la respuesta de anticuerpos sIgA tendié a ser mas elevada.

Por otro lado, un 45.33% de las pacientes no presentaron anticuerpos slgA, un dato
que ya se habia encontrado cn otros estudios (82, 84, 131-134), los cuales han reportado
que alrededor del 20% al 50% de las mujeres con DNA del VPH o lesiones asociadas no
presentan anticuerpos detectables en contra de VPH’s especificos. Uno de los factores que

pudo contribuir al fracaso de una respuesta de anticuerpos o seroconversion, pudo ser la
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- infeccion por ciertas variantes de VPH, resultando en respuestas seroldgicas que no fueron
detectadas por el ensayo de ELISA. Cheng y colaboradores (1995) (135) han reportado que
2 6 mas variantes divergentes del VPH 16 tienen reacciones seroldgicas cruzadas; de la
misma forma, Ellis y colaboradores (1997) (136) han demostrado que las mujeres
infectadas con una variante en particular eran menos probables a ser positivas para
anticuerpos, que las mujeres con otras variantes. Diferencias en el fondo genético del
hospedero o el estatus inmune podria también explicar porque algunas mujeres fracasan en
seroconvertir.
En el caso de las mujeres sin lesion acetoblanca se encontré que sélo una pequefia
proborcxon de pacientes positivas por PCR lo fue también por CH, lo cual nos indicé una
‘ 'prevalenma baja de VPH’s de alto riesgo en estas pacientes. Por otro lado, en las mujeres
: "'cqn yles1on acetoblanca la gran mayoria de estas positivas a la presencia de DNA de VPH
. porPCR mostré también positividad a la CH, lo cual nos sugirié una alta prevalencia de
‘ YPH’S oncogénicos en estas pacientes. El estudio estadistico de estos datos demostr6é que
: habla uné fuerte asociacion entre la presencia de lesiones acetoblancas y la infeccion por
: v1rus de alto riesgo, lo cual nos permitié suponer que estos virus de alto riesgo son capaces
de bj'oducir cambios en las células que pueden provocar una reaccion con el acido acético,

" misma que puede ser visible macroscépicamente. A este respecto se sabe que los tipos de

VPH -oncogénicos tienen la capacidad de transformar sus células hospederas. Evidencia
experimental sugiere que las células infectadas por VPH’s oncogénicos experimentan
cambios genéticos y moleculares importantes en los primeros estados de la infeccion (137,
138). Sin embargo, se necesitan mas estudios para investigar mejor algunos de estos

cambios relacionados con la capacidad de las células en reaccionar con el acido acético.
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Nos pareci6 interesante el resultado del analisis de comparacidn entre los datos de la
presén‘cia de DNA viral y la presencia de anticuerpos, ya que se observd que algunas
pacientés‘fueron negativas a la presencia del virus pero positivas para anticuerpos, de la

rﬁisrr’lawfortfnia se encontraron mujeres que a pesar de tener DNA viral en su tejido cervical

’ ho’ prv'esiehtaron anticuerpos contra del virus. El 19.32% de mujeres sin VPH por PCR

‘fueron posmvas a la presencia de anticuerpos sIgA, lo cual pudo deberse a una clasificacién

‘ ‘serologxca incorrecta, ya que el estudio colposcdpico resulté ser negativo y ademas fue

corroborado por la prueba de CH. Sin embargo, una explicacién mas probable puede ser

que estas mujeres sufrieron una infeccién previa por VPH (141), y que la presencia de
anticuerpos en el moco cervical pucde deberse a infecciones fluctuantes (142).

Los técnicas moleculares del PCR y CH han sido reconocidas como métodos
altamente sensibles para la deteccion de infecciones por VPH, y su nivel individual de
resultados falsos-negativos y falsos-positivos es ampliamente reducido cuando son usados
de manera conjunta para determinar la presencia del VPH (139, 140). Los anticuerpos sIgA
en contra de los antigenos de la capside del VPH 16 han sido encontrados en el moco
cefvi_qgl (142), fluido oral (143) y muestras del suero (144, 145, 146) de pacientes no
mfectadas )\(V‘citolégicamente normales. Por otro lado se ha sugerido que los anticuerpos IgA
delsueropueden ser marcadores de infecciones recientes (145); también se ha propuesto

ue la presencia de anticuerpos IgA mucosos es debido a infecciones previamente curadas

(143). El presente estudio muestra datos representativos, que no pueden concluir acerca del
significado de la presencia de anticuerpos en pacientes no infectadas. Para aclarar este
punto, mas estudios de seguimiento y molcculares deberan hacerse.

Los anticuerpos sIgA son la principal molécula efectora en la inmunidad del epitelio

mucoso. Aqui hemos encontrado una reaccion mediada por sIgA en contra de las proteinas
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de la capside del VPH 16 en un 60.38% de pacientes positivas para el VPH 16. Esto se
difere‘ncia de un estudio hecho por Wang et al. (77) quienes encontraron que un 25% de las
muestras de moco cervical de pacientes infectadas por el VPH 16 contenian anticuerpos
IgA en cdntra de la capside del VPH 16. De manera interesante, nuestros datos mostraron

que ‘los :'anticuerpos IgA se desarrollaron en contra de las cdpsides virales de pacientes

para _‘él VPH16 con evidencia patolégica de infeccion. La proporcion de

anticuerpos en las pacientes con lesion acetoblanca (94%) fue significativamente mas alta

d'e"‘lo’s"iaﬁfiygénos‘de la cépside del VPH16, esta asociada con la deteccion de lesiones de
"béj‘o gradd (SIL) (147), lo cual concuerda con nuestros resultados.

En el seguimiento colposcépico, se incluyeron 74 de las pacientes que tuvieron una
reaccion acetoblanca. Estas pacientes se sometieron a un tratamiento ablativo conservador.
‘Dicl_lo tratamiento consistié en eliminar las lesiones causadas por el VPH, mediante el uso
de métodos tales como el asa diatérmica [A] y la vaporizacion con laser [L], dependiendo
de la lesion presentada. Al finalizar el seguimiento se hizo una relacion del resultado de los
métodos ablativos con el resultado del ensayo de ELISA, con el propédsito de entender
mejor si los anticuerpos sIgA jugaban un papel determinante en la eliminacién de la
infeccion causada por el VPH.

El resultado del tratamiento quirirgico fue alentador, ya que al finalizar el
seguimiento, 69/74 de las pacientes incluidas en este estudio, mostraron un epitelio cervical

sin lesién alguna. La mayoria (59/74) fueron tratadas con [A]. En el transcurso del
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seguimiento se presentaron un total de 23 pacientes recurrentes, de las cuales solamente 5
no se lograron recuperar, probablemente por no cumplir con las condiciones dadas por el
médico colposcopista; principalmente de evitar el contacto sexual con su pareja durante
aproximadamente 3 meses, y de usar condon en cada rclacion. Otro factor importante que
pudo haber influido en el resultado de estas pacientes, pudo ser que su sistema inmune se
encontraba inmunosuprimido.

Para estudiar el papel que desempeiian los anticuerpos sigA en el resultado del
tratamiento quirirgico, se hizo una relaciéon de las pacientes curadas y no curadas con la
presencia de estos anticuerpos. Los resultados no mostraron asociacién significativa (p >
0.05), aun cuando se observé una relacién muy marcada entre el nimero de pacientes que
se recuperaron y la presencia de este tipo de anticuerpos. Para entender mejor estos

“resultados, la misma relacién se hizo con el resultado de cada uno de los tratamientos
: '.‘quirL'lrrgico‘s, y de igual forma los resultados no fueron significativos (tablas11 By 11 Cp >
' O 5) ,Esta asociacion se hizo mas especifica de acuerdo a los resultados de cada
ol nterr\;'keﬁkciéh quirtrgica y el nimero de pacientes que se recuperaban en cada una de estas
‘i‘_‘h'tervenciones. El andlisis estadistico tampoco mostré asociaciones significativas (tablas 12
y 13 p > 0.05). Por lo tanto, concluimos que los anticuerpos de secrecion IgA no jugaron un
papel protectivo en contra de la infeccion causada por el VPH, y solo el tratamiento
quirurgico fue capaz de eliminar la infeccidén. Esta observacion es consistente con otros
trabajos previos, los cuales reportan el éxito de estas terapias para el tratamiento de

displasias (148) y lesiones NIC (149), hasta el nivel de prevenir nuevas lesiones (150).
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8. CONCLUSIONES.
Encontramos una asociacién marcada de los anticuerpos sIgA en contra de la
capside del VPH 16, lo cual concuerda con varios reportes que también han
asociado la presencia dc anticuerpos en contra de VPH’s tipo especificos.
En este estudio la presencia de anticuerpos sIgA en pacientes sometidas a los
tratamientos ablativos conservadores, no tuvieron ninguna relacién en el resultado
de este, por lo tanto no fueron capaces de proporcionar proteccion, y solo se les

phedé confiar un valor predictivo para infecciones relacionadas con el VPH.

La ‘ “aja' sensibilidad del ensayo de ELISA puede limitar su uso como prucba de
W'kc’l:i‘agnc')stico para infecciones causadas por el VPH 16, en comparacién con las
pruebas moleculares de PCR y CH, las cuales deben implementarse como métodos
de diagndstico para detectar VPH’s en lesiones subclinicas, y tempranas. De esta
manera podra darse ¢l tratamiento adecuado a las pacientes.

La reaccién acetoblanca del epitelio cervical en la zona de transformaciéon se
relaciona con infecciones subclinicas causadas por VPH’s oncogénicos. Como
consecuencia, las pacientes pueden tener un riesgo incrementado en desarrollar
cancer cervical.

Los resultados del seguimicnto sugieren que las terapias con asa y la vaporizacioén

con laser son altamente efectivas para el tratamiento de lesiones de bajo grado.
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9. APENDICE

Bromuro de Etidio 10 mg/ ml.
Se agrega lg de Bromuro de Etidio a 100 ml de agua destilada estéril y se mantiene en
agitacion con un agitador magnético durante algunas horas hasta asegurarse que el
colorante se haya disuelto. Se envuelve el contenedor de la solucién con papel aluminio o
se transfiere la solucién a una botella obscura y se almacena a temperatura ambiente.

* Precaucién: El Bromuro de Etidio es un poderoso mutageno. Deben utilizarse
guantes de latex cuando se trabaje con soluciones que contengan este colorante y mascarilla

o cubrebocas cuando sea pesado.

Bufer de Digestién 100 ml.

1X
50 mM Tris-HCI 0.79g
1 mM EDTA . . 0037g

 05%Tween20 = . . 5.0ml

= e Dyiéiolvei' ‘e'l¢ »T;;sfHCi,‘ EDTA y Tween 20 en 80 ml de agua desionizada y aforar a 100 ml .

e "S‘éﬁéliéhth:Y'éStériliza en autoclave durante 20 min a 151b/sq y se almacena a 4 °C.

Biifer Gel Loadding Tipo II1 100 ml.
0.25 % Azul de Bromofenol 0.25¢g
0.25 % Xilencianol FF 0.25g

45.0 % Glicerol puro 45.0 ml
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Se disuelven los colorantes en 20 ml de agua desionizada estéril con un agitador magnético
hasta asegurarse de que estan disucltos por completo (si es necesario, agregar otros 20 ml
de agua). S ¢ agrega poco a poco el glicerol manteniendo la agitacion y se afora a 100 ml.
Se alicuota la cantidad necesaria y se almacena junto con el stock a temperatura ambientc.
Este bufer sirve para tres prop6sitos. Primero, incrementa la densidad de la muestra
asegurando que el DNA siempre va a caer en el pozo del gel de agarosa, agrega color a la
muestra simplificando el proceso de corrimiento, ya que los colorantes que tiene corren
hacia el anodo a tasas predecibles en un campo eléctrico. El azul de bromofenol migra a
través de los geles de agarosa aproximadamente 2.2 veces mas rapido que el Xilencianol
FF, independientemente de la concentracion de agarosa. El azul de bromofenol, en los geles
de agarosa que corren con TBE 0.5 X, migra aproximadamente a la misma tasa que una
molécula de DNA bicatenario de 300 pb en longitud, mientras que ¢l Xilencianol FF lo
hace a.la misma tasa que migra una molécula de DNA lineal bicatenario de 4 Kb de
‘longitllld. Esta relacion no es afectada significativamente por la concentracion de agarosa en

geles con rangos de concentracion entre los 0.5 % y el 1.4 %.

Biifer de Reconstitugion 100 ml.

10 mM Tris-HCI 0.16g
20 mM CaCl; 0.15¢
50 % Glicerol puro 50 ml

Se disuelven las sales en 40 ml de agua desionizada y se agrega poco a poco el Glicerol.
Una vez disucltos los componentes se afora a 100 ml y se almacena a 4 °C. Se puede
almacenar a —20 °C si es que no ticne Glicerol, para evitar que la proteinasa K se precipite.

Puede ocurrir crecimiento bacterial en las soluciones almacenadas a 4 °C cuando se
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mantienen por largos periodos de tiempo. El Ca”, puede servir como estabilizador evitando

la autdlisis.

EDTA (Tetraacetato de eltilenamin disodio)1 M 1000 ml.
Agregar 372.2g de EDTA dihidratado en 800 ml de agua destilada, agitando vigorosamente

cdh :éinigi‘te‘i;d rﬁagnético. Ajustar el pH a 8.0 con NaOH (aproximadamente 20g de pastillas

spersar en alicuotas y esterilizar en autoclave durante 20 min a 15 1b/sq. La

sal de EDTA no se disuelve hasta que el pH de la solucién alcanza 8.0.

PBS 1000 ml (Bufer Salino de Fosfatos),

| IX 10X

KCL (Clo‘r,qgo, dePotasno) ‘ 020g 2.0g
NaCl (Cloruro de Sodio) 80z  80.0g

S KH2P04 svf;at’o. ﬁonobésico de Potasio) 024g 2.4g
e _21%\'1:;21?04 fl;f;)sfato dibasico de Sodio) 1.44g 14.4g

Dlsolver el KCl, NaCl, KH;PO4, y ¢l Na;POs en 800 ml de agua desionizada y ajustar el

- pH a 7.0. aforar a 1000 ml y alicuotar la solucién para esterilizarla en autoclave durante 20

min a 151lb/sq en ciclo liquido. Almacenar a temperatura ambiente.

Solucién de lisis alcalina (NaOH/SDS): 0.2 N NaOH, 1% SDS en H,O dd.
20 ml of 1 N NaOH (0 0.8 g)
10 ml of 10% SDS (o 1.0 g)

ddH20 to 100 ml (hacer en fresco)
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TBE 1000ml (Bufer Tris-borato EDTA).
1X X 10X
0.045 M Tris Base 545g .- 27.25g 54.5g

0.045 M Acido bérico 13.90g 27.8g

000lMEDTA =~ .~ 0373 185 3.7g

Disolver el Trls-ba e. 4cido uéxjiéo‘,;'y'fé] EDTA en 800 m! d agua desionizada y ajustar el

pH a 8.0. gfd} ~a:1000 ml y ahéuotar la solucion para esterilizarla en autoclave durante 20

‘min al lSlH/s'q, lé'liquido y almacenar a temperatura ambiente.
Generalmente se forma un precipitado cuando las soluciones concentradas de TBE

se almacenan durante largos periodos de tiempo.

TBS 1L
6.5 g Tris base, 8.7 g NaCl. Ajustar pH a 7.6. Aforar con H,O dd.

TE 1000ml (Bifer Tris-HCL EDTA (pH 8.0).

| e , 1X 10X
10 mM Tris-HCl 1.21g 12.11g
I mMEDTA 0.37g 3.37g

Sé;fiiéUélQé ‘.el‘ Tris-HCl y el EDTA n 800 ml de agua desionizada y se ajusta el pH a 8.0.
 _‘ Aforar a ‘1 000 m! y alicuotar para esterilizar la soluciéon en autoclave durante 20 min a
115416/5q y almacenar a temperatura ambiente.

El pH de las soluciones Tris es termodependiente y disminuye aproximadamente a

0.03 unidades de pH por cada grado que se incrementa la temperatura. Por ejemplo, una

e I — .
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so]uciéﬁ ':,0.(7)5 M tiene un valor de pH de 9.5, 8.9 y86a 5 *°C,‘ 25 °C, y 37 °C,

respectivamente.

7':77 Q_NJ:L’s 2 mM 3 ml. Gibco/BRL, Life Technologies Inc., UK.

Sé btoman 60 pl de cada ANTP (dATP, dTTP, dGTP, y dCTP) y se colocan en un tubo
Félcon estéril nuevo, el cual se mantiene en hiclo. Se agregan 2.760 ml de agua inyectable
y se agita a intervalos de 15 seg en un vortex durante 1 min cuidando de volver a colocarlo

en hiclo entre cada agitacion. Posteriormente se alicuotea y se mantiene a —20 °C.

Proteinasa K 16.5 mg/mi.

Se disuelve la proteinasa K en el biifer de reconstitucidon y se almacena 4 °C 6 a -20 °C. Es
una serinproteasa inespecifica. No es activada por iones metalicos, agentes quelantes (como

el EDTA), reactivos sulficrilicos o por inhibidores de tripsina o gimiotripsina. Es estable en

... un amplio rango de pH’s (4 — 12.5), con una actividad optima a pH entre 6.5 — 9.5. Su

‘actividad puede aumentarse agregando agentes desnaturalizantes como el SDS y la Urea.
La temperatura 6ptima a la cual actia la enzima es de 65 °C. A temperaturas mayores de la

Optima, experimenta una rapida desnaturalizacion.

R titucion y Almacenamic Primers.

Para reconstituir:

e Centrifugar el tubo durante pocos segundos para colectar el DNA en el fondo del tubo.
e Abrir cuidadosamente y agregar un volumen adecuado de Bufer TE. Cerrar el tubo y

dejar que el DNA se rchidrate por 2 min.
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e - Homogenizar usando un vortex durante 15 seg.

Es recomendable que los primers sean reconstituidos en concentraciones grandes a 10 pmol
en Biifer TE y almacenar a —20 °C. La estabilidad del material liofilizado almacenado a esta
temperatura‘ ‘es de aproximadamente 1 afio, mientras que la estabilidad del material

reconstituido es de aproximadamente 6 meses.
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