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ABREVIATURAS.

Virus del papiloma humano

Particulas pseudovirales (del inglés: Virus Like Particles)
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Pacientes con evidencia clinica de infeccién por VPH

Pacientes sin evidencia clinica de infeccién por VPH

Pacientes con eversién glandular

Pacientes positivas a la presencia de DNA de VPH

Pacientes negativas a la presencia de DNA de VPH

Pacientes positivas a la presencia de DNA de VPH tipo 16

Pacientes positivas a la presencia de DNA de VPH diferente al tipo 16

Antes de la electro-cirugia (del inglés: Loop Electrosurgical Escisién Procedure)

Después de la electro-cirugia(del inglés: Loop Electrosurgical Escisién Procedure)



1. RESUMEN.

El virus del papiloma humano (VPH) es el principal factor de riesgo para el desarrollo de
cdncer cervical. La infeccién persistente, principalmente con VPH de alto riesgo, precede al
desarrollo de lesiones intraepiteliales en el cérvix y éstas a su vez al cancer invasor. Evidencias
experimentales indican que la participacion del sistema inmune es importante para el control de
la infeccion por VPH. La mayoria de los trabajos serolégicos del VPH se ha enfocado al estudio
de los anticuerpos sistémicos dejando de lado a los anticuerpos locales del cérvix. Sin embargo
en los tltimos afios se ha reconsiderado la funcién que pueden tener los anticuerpos locales
contra la infeccién por VPH, ya que el sistema inmunolégico de las mucosas es la primer linea de
defensa contra patégenos que infectan los epitelios. En este trabajo se encontré que entre el 47-
63% de las mujeres infectadas por VPH presentan anticuerpos, en secreciones cervicales, capaces
de inhibir la unién de VLP’s de VPH16 a heparina. Mas atin, la correlacién entre la presencia de
anticuerpos inhibitorios (previos a una infeccién) y la proteccién contra la infeccién por VPH
resulté ser significativa (p=0.028). Estas observaciones sientan el primer indicio del papel que
pueden jugar los anticuerpos locales frente a la infeccién por VPH, las cuales servirdan de base

para futuros estudios.



2. INTRODUCCION.

2.1 Biologia molecular del virus del papiloma humano.

Los virus del papiloma humano (VPH) pertenecen a la familia Papovaviridae y son
responsables del desarrollo de lesiones epiteliales benignas y malignas en los mamiferos. Se
dividen en tipos, subtipos y variantes de acuerdo al grado de homologia entre sus genomas, con
base en esto se calculan alrededor de 120 tipos diferentes de virus del papiloma. Los VPH

también pueden ser clasificados de acuerdo al sitio de infeccién en cutdneos y mucosos.

La informacién genética de los VPH esta almacenada en una doble cadena de DNA de un
tamano aproximado de 8,000 pb. El genoma viral se encuentra organizado en ocho genes,
divididos en dos regiones, una de expresién temprana (E) y otra de expresién tardia (L). Ademas,

cuenta con una regién de control de la transcripcién conocida como LCR (Figura 1).

Figura 1. Organizacion genémica del VPH. Se encuentra dividido en tres regiones: las de expresion temprana E, las
de expresion tardia L, y la region de control LCR no codificante. Imagen modificada de Tindle, 2002.
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La region larga de control o LCR (por sus siglas en inglés, Long Control Region) es una
secuencia no codificante que regula la transcripcion a través de la interaccion de proteinas virales

y del hospedero.

Los genes de la regién E codifican para proteinas relacionadas con el proceso de
replicacién viral. Las proteinas E1 y E7 llevan a cabo funciones de replicacién del DNA viral, E1
funciona como helicasa dependiente de ATP y E7 induce la sintesis del DNA. Por otro lado, la
proteina E2 es un factor activador de la transcripcion que regula la expresion de las proteinas E6
(la cual también funciona como transactivador) y E7. La proteina E4 por su parte rompe
citoqueratinas de las células infectadas y la proteina E5 llega a interactuar con receptores de
membrana como el receptor derivado de plaquetas (PDGF por sus siglas en inglés, Platelet
Derived Growth Factor). Las regiones L codifican para las proteinas L1 y L2 que se

autoensamblan para formar la cdpside del virus.

2.2 Interaccion virus-hospedero.

Los VPH se replican especificamente en el nicleo de células epiteliales escamosas
basales. La replicacién de los VPH estd intimamente relacionada con la diferenciacién de las
células del epitelio (Figura 2). El epitelio escamoso estd compuesto de 20 a 30 capas celulares, de
las cuales solo la capa basal mds interna estd en divisién activa. Por lo anterior, el virus infecta
las capas basales del epitelio escamoso a través de micro-heridas en el tejido que exponen a
dichas capas. Posteriormente, el virus se establece en el nicleo de las células basales donde
permanece en estado episomal, es decir sin integrarse al genoma celular, replicindose a tazas
muy bajas, alrededor de 20 a 100 copias por célula, en sincronia con la divisién celular.
Conforme las células epiteliales se van diferenciando y migrando, la replicacién celular cesa y la
replicacién viral se estimula acumulindose hasta miles de virones dentro del niicleo y comienza
la expresién de los genes tardios. Los VPH no presentan una fase litica por lo que su propagacién
se da hasta que la célula epitelial se descama (Laimins, 1993; Einstein et. al., 2002; Sanclemente

et. al., 2002).
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Figura 2. Representacion de la diferenciacion del epitelio y su relacién con la infeccién por VPH. A)
Estratos del epitelio, B) Funciones normales del epitelio durante su diferenciacién, C) Funciones
virales durante la infeccién del epitelio. Imagen modificada de Laimins, 1993.

En una infeccién viral normal el genoma del virus permanece en estado episomal; sin
embargo en las lesiones malignas el genoma viral es integrado al genoma celular (Figura 3). El
proceso por el cual se da la integracién viral es atin desconocido, sin embargo se sabe que al
integrarse el genoma viral se pierden cominmente la regién LCR o las funciones de El y E2.
Esto permite una sobre expresién de las oncoproteinas virales que a su vez pueden interaccionar

con proteinas celulares supresoras de tumores, involucradas en el control del ciclo celular.



invasor

Figura 3. Representacion de la infeccion tipica por VPH y su relacién con la transformacién celular. Imagen
modificada de Tindle, 2002.

La sobre-expresion de los productos de los genes E6 y E7 tienen “propiedades
oncogénicas” pues participan en la induccién y en el mantenimiento del estado inmortalizado de
células que contienen secuencias de VPH integrado, es decir, estin involucrados en la

transformacién celular. (Werness et. al., 1990; Munger, 1993).



Por un lado E6 interacciona con la proteina anti-oncogénica p53 y promueve su
degradacién a través de una protedlisis dependiente de ubiquitina (Scheffner et. al., 1990). Esta
situacién impide que p53 lleve a cabo la transcripcién especifica de genes celulares como p21 y
Bax que permiten llevar a la célula a un arresto celular o bien a apoptosis en caso de dano al
DNA celular (Figura 4).
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Figura 4. Interaccién de E6 con p53. a) En ausencia de E6, p53 aumenta la transcripcién especifica de genes en
respuesta al daiio en el DNA. b) En presencia de E6, p53 es ubiquitinado para ser degradado por el proteosoma.
Imagen basada en Flint et. al., 2000.

Por otro lado E7 interacciona con el producto del gen del retinoblastoma [Rb] (Dyson et.
al., 1989), liberando al factor de transcripcién E2F del complejo Rb-E2F induciendo la
transcripcién de genes involucrados en la progresién del ciclo celular. En ausencia de E7, Rb

inhibe a E2F manteniendo a las células en estado quiescente (Figura 5).
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Figura 5. Accién de E7. Cuando Rb inhibe a E2F se mantiene a las células en estado quiescente, pero
cuando E7 interactiia con Rb el factor E2F se libera y puede unirse a su secuencia blanco para iniciar la
trancripcion de genes involucrados en la progresion del ciclo celular. Imagen modificada de
http:/fusers.ren.com/jkimball.ma.ultranet/BiologyPages/T/TumorSuppressorGenes.html

Estas dos oncoproteinas virales facilitan que una célula normal sufra la transformacién
hacia una célula neopldsica; sin embargo no todos los VPH generan lesiones premalignas. Los
VPH que producen lesiones benignas se denominan de “bajo riesgo”, mientras que aquellos que
producen lesiones malignas se denominan de “alto riesgo”. Dentro de estos tltimos encontramos
los VPH de los tipos 16, 18, 30, 31, 33, 35, 45, 51 y 52, asociados a cdncer cervical, siendo los

tipos 16 y 18 los mds frecuentes en la poblacién que desarrolla cdncer cervical.

2.3 Unién del VPH a su célula blanco.

El primer paso en una infeccién viral es la unién del virus a un receptor especifico en la
superficie celular. Dado que el VPH no puede ser propagado in vitro, se han desarrollado
particulas pseudovirales, VLP's por sus siglas en inglés (virus like particle), que mimetizan la
estructura tridimencional de la capside viral para ser utilizadas en ensayos inmunolégicos Se ha

demostrado que VLP’s de L1 de VPH son capaces de unirse a una variedad de diferentes tipos



celulares, en los que destacan HelLa, Caski y C33 por ser lineas celulares derivadas de céncer
cervical (Miiler et. al., 1995; Yoon et. al., 2001). Los primeros estudios mostraron que al tratar
las células con tripsina se reducia la unién de VLP’s a las superficies celulares sugiriendo que el

receptor a VPH era de naturaleza proteica (Miiler et. al., 1995).

Se han propuesto dos candidatos a receptores del VPH, la a ¢ integrina (Evander et. al.,
1997; Yoon et. al., 2001) y el heparan sulfato (Joyce et. al., 1999; Giroglou et. al., 2001; Combita
et. al., 2001). Ambos receptores se encuentran distribuidos en células epiteliales y endoteliales
(Evander et. al., 1997). La a ¢ integrina tiene como ligando natural a la laminina y el hepardn
sulfato a la coldgena IV, por lo que se encuentran involucrados en las interacciones célula-matriz
extracelular (Alberts et. al., 2000; Cooper, 2000). Sin embargo existe atin controversia sobre cual

de estos receptores es determinante en la infeccién por VPH.

Respecto a la a ¢ integrina, las evidencias experimentales muestran que anticuerpos
dirigidos contra « 4 integrina son capaces de reducir (pero no de inhibir por completo) la unién
de VLP’s de L1 de VPH6 a células epiteliales (Evander et. al., 1997; Yoon et. al., 2001). Yoon
et. al. (2001) mostraron que la cantidad de VLP’s de L1 de VPH16 que se unen a diferentes

lineas celulares depende del nivel de expresién de o 4 integrina en dichas células.

En cuanto al hepardn sulfato experimentos ha demostrado que cuando las células son
pretratadas con heparinasas (tipos I, II y III) se inhibe la unién de VLP’s de L1 de VPHI1 a
queratinocitos (Joyce et. al., 1999), asi como la transferencia de genes al interior de la célula por
seudoviriones de VPH de los tipos 11, 16, 18, 31, 33, 45, 58, 59 y 68 atin en presencia de a 4
integrina (Giroglou et. al.,, 2001; Combita et. al., 2001). Ademds, las células DG75 que no
expresan o ¢ integrina, pero si hepardn sulfato son susceptibles a ser infectadas por VPH-33

(Giroglou et. al., 2001).



El heparén sulfato (HS) ha sido propuesto como un receptor por excelencia de organismos
patégenos debido a que permanece expuesto en la superficie de las células y por la ficil
interaccién entre las proteinas y los grupos sulfato de las cadenas glicosiladas. La primera
observacién sobre la funcién del hepardn sulfato como receptor viral se dio con los serotipos 1 y
2 del virus del herpes (Spear, 1993; Secchiero et. al., 1997). Mds tarde se mostr6 que el virus de
la varicela (Zhu et. al., 1995), el citomegalovirus (Compton et. al., 1993), el virus del dengue
(Chen et. al., 1997; Germi et. al., 2002), el Virus de Inmunodeficiencia Humana (Ugolini et. al.,
1999), adenovirus (2 y 5) (Dechecchi et. al., 2000), VPH tipos 11, 16 y 36 (Joyce et. al., 1999;
Giroglou et. al., 2001; Combita et. al., 2001; Selinka et. al., 2002) e inclusive patégenos como la
bacteria Chlamydia (Taraktchoglou et. al., 2001) y parasitos como el Plasmodium falciparum
(Barragdn et. al., 1999) utilizan al HS como receptor o al menos como un primer ligando entre las

células y el patégeno.

En el caso especifico de los virus el hepardn sulfato es el primer paso en el proceso de
infeccién, seguido de la interaccién de las proteinas virales con otras proteinas celulares
(generalmente relacionadas a la adhesién celular) que funcionan como receptores especificos para
la internalizacién del virus (Spillmann, 2001). El virus del herpes tipo | interacciona con el HS
para después interactuar con la-nectina y 1f-nectina y facilitar su entrada a la célula. El
adenovirus tipo 2 utiliza HS como primer ligando y dos correceptores: la asPs integrina y al
receptor de factores de crecimiento de fibroblastos. Al respecto se ha propuesto que la interaccién
de HS y asps integrina es necesaria para la infeccién por adenovirus. Con base en las evidencias
experimentales, se sugiere que el VPH podria estar utilizando una estrategia similar en la
infeccién de las células epiteliales, proponiendo al hepardn sulfato como la primer molécula de
unién a la superficie celular, pero no la tinica ya que otras moléculas de superficie (incluida la o 4
integrina) podrian estar involucradas en la unién especifica de un tipo de VPH en particular, asi
como en su internalizacién. Esta segunda interaccion podria estar mediada por L2 pues cuando se
utilizan VLP’s que poseen L1 y L2 se incrementa la capacidad de pseudoviriones de transfererir

genes (Kawana et. al., 1998).



2.4 El heparin sulfato.

El HS es un proteoglicano que pertenece a la familia de los glicosaminoglicanos, estd
constituido por una secuencia de 20 a 100 unidades sucesivas de N- acetil-glucosamina (la cual se
modifica por la adicién de grupos sulfato) y dcido idurénico (Figura 6). Los azicares se unen a
una proteina nicleo a través de residuos de serina. El HS se puede encontrar como molécula de
superficie celular (conocida como glipicano) o como molécula transmembranal (conocida como

sindecano).

Los glipicanos comprenden 6 diferentes proteinas que en su extremo carboxilo terminal
poseen un sitio de unién a glicosil fosfatidil inositol (GPI por sus siglas en inglés: glycosil
phosphatidyl inositol) a través del cual se une a la superficie celular (Figura 6). Las cadenas de
HS se unen préximos al extremo carboxilo terminal, por lo que estas cadenas se encuentran muy
cerca de la superficie celular. Los glipicanos poseen un dominio globular cercano al extremo

amino terminal rico en cisteina (Belting, 2003).

Los sindecanos comprenden una familia de 4 genes que codifican para proteinas
transmembranales en donde el largo dominio extracelular lleva unidas las cadenas de HS (Figura
6) y se encarga de las interacciones célula-célula, célula-matriz extracelular asi como de la unién
a diferentes factores de crecimiento (Rapraeger, 1995; Zimmermann et. al., 1999; Rapraeger,
2000; Belting, 2003). El pequeno dominio citoplasmatico de los sindecanos posee dos regiones
conservadas (conocidas como Cl y C2) separadas por una regién variable (V) tnica para cada
tipo de sindecano. A través de este dominio citoplasmdtico son capaces de interactuar con
proteinas del citoesqueleto y transducir cascadas de sefalizacién (Horowitz et. al., 1998;

Zimmermann et. al., 1999; Simons et. al., 2001; Belting, 2003; Schulz et. al., 2003).



El patrén de expresién de los sindecanos esta finamente regulado en los diferentes tipos
celulares, tejidos y estados de desarrollo. En las células epiteliales el sindecano principal es el
tipo 1, mientras que el tipo 2 y el tipo 3 son mds comunes en fibroblastos y células neuronales |

respectivamente. Finalmente el tipo 4 se expresa ampliamente en diferentes tipos celulares.
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Figura 6. Organizacién de las cadenas de HS en moléculas de superficie celular. a) Estructura de las cadenas
de HS b) Estructura de los glipicanos c) Estructura de los sindecanos. Imagen modificada de Belting, 2003.

Estudios recientes han mostrado que células pretratadas con heparinasa I presentan una
mayor resistencia a la infeccién viral por VPH. Sin embargo, cuando las células son tratadas con
fosfolipasa C no se observa efecto alguno (Selinka et. al., 2002; Shafti-Keramat et. al., 2003). La
heparinasa corta las cadenas de HS en las regiones GIcNSQO;-; - del dcido idurénico, mientras que
la fosfolipasa C hidroliza el GPI que une a los glipicanos a la superficie celular; esto sugiere que
son los sindecanos (en particular el sindecano-1) los encargados del proceso de unién e infeccién

por VPH.

La heparina es un andlogo del heparin sulfato ya que poseen una estructura muy similar,
excepto que la heparina contiene pocos grupos sulfato (Cooper, 2000). La mayoria de las
proteinas de unién a heparina muestran una secuencia consenso de aminodcidos bdsicos cargados
positivamente los cuales proveen de un sitio de interaccién con los polisacdridos cargados

negativamente. Joyce et. al., (1999) mostr6 que el extremo carboxilo terminal de L1 de VPHI I

12



interactuaba con el hepardn sulfato gracias a una regién conservada de 15 residuos de
aminodcidos de la forma XBBBBXB (donde X es cualquier aminodcido y B es lisina o arginina).
Este patrén es similar al de las secuencias consenso identificadas en las proteinas de unién a
heparina ( XBBXBX y XBBBXXBX ). Otros estudios proponen también al extremo carboxilo
terminal de L1 como el encargado de la unién al receptor de heparin sulfato para los VPH tipos
11, 16 y 31 (Bousarghin et. al., 2003). Esto ha permitido la utilizacién de la heparina en ensayos
de inhibicién de la unién virus-receptor, pues cuando las VLP’s son pretratadas con heparina se

bloquea la unién de estas a las células.

2.5 La proteina L1.

Como ya se menciond la cdpside viral estd compuesta por dos proteinas, L1 y L2; cabe
resaltar que el 95% de las proteinas de la cdpside corresponden a la proteina L1, el 5% restante
corresponde a la proteina L2. La proteina L1 tiene un peso aproximado de 50-60 KD, se
encuentra débilmente fosforilada y no se une al DNA; ademds puede interaccionar consigo
misma a través de puentes disulfuro. Los monémeros de la proteina L1 forman pentameros, la

cdpside viral esta formada por aproximadamente 72 pentdmeros.

La proteina L1 permanece en la superficie de la cdpside, mientras que la proteina L2 se
incorpora dentro del capsémero heicosaédrico del virus dejando la mayor parte de la proteina
internalizada; sin embargo una pequeiia porcién de L2 es expuesta en la superficie de la cdpside y
es accesible a anticuerpos (Roden et. al., 2000). No obstante L1 es la proteina mds antigénica de
la cdpside ya que presenta epitopes inmunodominantes y neutralizantes (Roden et. al., 2000).
Esto es relevante dado que la infeccién viral se da a través de la interaccién de la cdpside con la

superficie celular epitelial.
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La proteina L1 puede autoensamblarse en presencia o ausencia de L2 para formar VLP’s,
varios sistemas de expresion han sido utilizados para dicho fin como células de insecto
(Kirnbauer, 1992; Rose et. al., 1993), levaduras (Hofmann et. al., 1995; Sasagawa et. al., 1995) y
bacterias (Li et. al., 1997; Xiaojiang et. al., 2001). Se ha determinado que el aminodcido del
residuo 202 de L1 del VPHI16 es determinante en el ensamble de las VLP’s. La capacidad de las
VLP’s de mimetizar la estructura tridimensional de los viriones nativos han permitido utilizarlas

como antigeno blanco en estudios inmunolégicos (Figura 7).

Figura 7. Estructura de la cipside del VPH. Imagen tomada de
http://users.rcn.com/jkimball.ma.ultranet/BiologyPages/T/TumorSuppressorGenes.html

Xiaojiang et. al., (2000) han aportado valiosos datos sobre la estructura tridimensional de
L1, encontrando que los loops de esta proteina poseen las variaciones de secuencia entre los
diferentes tipos de VPH e incluso epitopes neutralizantes dominantes. Estos datos han permitido
un mejor entendimiento de las regiones que se han propuesto como blancos potenciales de

anticuerpos generados por infeccién de VPH o vacunacién con VLP’s.

La proteina L1 posee epitopes inmunodominantes que pueden ser lineales y/o
conformacionales. Combita et. al., (2002) reportaron la existencia de un epitope lineal que genera
anticuerpos neutralizantes. Cuando la leucina 152 de L1 es reemplazada por fenilalanina los

anticuerpos neutralizantes contra L1 pierden la capacidad de neutralizar VLP's de VPHI16;



sugiriendo que mutaciones puntuales pueden hacer la diferencia entre la neutralizacién o la
infectividad. Otro epitope importante ha sido encontrado en la region V5 de L1 de VPHI6, la
cual es reconocida por anticuerpos monoclonales capaces de neutralizar VLP’s cuando se
conserva la integridad de éstas (White et. al., 1999). Algunos epitopes pueden inducir reaccién
cruzada entre diferentes tipos de VPH, principalmente se han reportado entre los tipos 6, 11, 16,
31, 33, 45 y 58 (Christensen et. al., 1994; Christensen et. al., 2001; Combita et. al., 2002)

2.6 Respuesta inmunolégica al VPH.

Frente a las infecciones el sistema inmunitario puede ejercer respuestas inmunes
inespecificas (inmunidad innata) y especificas contra el antigeno (inmunidad adaptativa). Dentro
de las respuestas inespecificas se encuentran las barreras fisicas como el moco que impide la
entrada del agente infeccioso o la produccién de enzimas que alteran la naturaleza del antigeno.
Las respuestas especificas se dividen en respuesta humoral y celular. La respuesta celular
consiste en la activacién de linfocitos T por el antigeno, capaces de destruir las células infectadas.
Por otro lado, la respuesta humoral consiste en la generacién de anticuerpos especificos contra el

antigeno a través de la activacién de los linfocitos B.

Los anticuerpos, son inmunoglobulinas que participan en la neutralizacién del agente
infeccioso, la opsonizacién para la fagocitosis y la activacién del complemento. Existen varios

isotipos de anticuerpos y todos ellos son capaces de interactuar con el antigeno.

La inmunoglobulina mas comiin en el suero es el isotipo IgG que presenta una estructura
monomérica. Estos anticuerpos son principalmente sistémicos, es decir, son secretados en gran
cantidad por tejidos linfoides periféricos (médula 6sea, vaso y ganglios linfaticos) para salir a la
circulacién; pero también pueden encontrarse en una reducida proporcién en las secreciones

mucosas (Abbas et. al., 2000).



Los anticuerpos IgA pueden encontrarse en el suero como monémeros, pero son mas
abundantes en las secreciones mucosas donde presentan una estructura dimérica unida a través de
la cadena J. Los anticuerpos IgA presentes en las secreciones mucosas reciben el nombre de sIgA
(secrectory IgA) ya que la inmunoglobulina es producida localmente por células plasmaticas de
las mucosas y son transportadas desde el epitelio mucoso hasta la luz de los 6érganos por un
componente secretor (Figura 8). Este componente secretor forma parte de un receptor que se
expresa en las superficies laterales y basales de las células epiteliales mucosas llamado poli-Ig. Al
ser secretada a la lamina propia, la IgA se une al receptor poli-Ig; el complejo IgA-poli-Ig es
endocitado por la célula epitelial para liberar la IgA a la luz de los 6rganos por escisién

proteolitica del componente secretor del resto del receptor poli-Ig (Abbas et. al., 2000).

' Componente Componente
© secretor srengretor

Figura 8. Trasporte de IgA a través de las células epiteliales. Imagen modificada de Abbas, 2000.

La generacion de anticuerpos dirigidos contra VPH solo se da después del contacto con el
virus (Kjaer et. al., 2001) y su produccién es tipo especifica en relacién con la presencia de DNA
viral (Wang et. al., 1996; Sasagawa et. al., 1998; Bontkens et. al., 1999; Hagensee et. al., 2000;
Wang, 2000). Mediante ensayo de ELISA se ha demostrado que las infecciones por VPH generan
anticuerpos de los isotipos IgG e IgA tanto sistémicos como locales; ya que anticuerpos presentes

en suero y secreciones cervicales reaccionan con VLP’s intactas de diferentes tipos de VPH



(LeCann et. al., 1995; Wang et. al., 1996; Cubie et. al., 1998; Sasagawa et. al., 1998; Bontkes et.
al., 1999; Wang et. al., 2000; Sasagawa et. al., 2003). Los estudios serolégicos han demostrado
que la presencia de anticuerpos IgA es considerada como un marcador de infecciones recurrentes

(Bontkens et. al., 1999; Hagensee et. al., 2000; Wang, 2000).

Varios trabajos han demostrado que animales y mujeres inmunizadas con VLP’s han sido
capaces de generar anticuerpos neutralizantes en suero; ya que cuando las VLP’s son pretratadas
con dichos anticuerpos se inhibe la infeccién de células epiteliales, asi como la transferencia de
genes (Christensen et. al., 1994; Breitburd et. al., 1995; Rose et. al., 1998; Brown et. al., 2001;
Christensen et. al., 2001; Combita et. al., 2002). A pesar de que la generacién de anticuerpos
neutralizantes es tipo especifica, varios estudios han sugerido que los anticuerpos generados para
un determinado VPH puede conferir proteccién frente a infecciones con nuevos tipos de VPH

(Christensen et. al., 1994; LeCann et. al., 1995; Combita et. al., 2002).

La mayoria de los trabajos se han enfocado al estudio inmunolégico de los anticuerpos
presentes en suero dejando de lado a los anticuerpos de las secreciones cervicales, los cuales
podrian estar funcionando como una primer linea de defensa frente a la infeccién por VPH, ya
que se encuentran distribuidos justo en la zona de infeccién. Si los anticuerpos presentes en las
secreciones cervicales son capaces de inhibir la unién del VPH a las células epiteliales entonces
estarian jugando un papel muy importante en la regulacién de la infeccién, y quizd en la defensa

contra futuras infecciones o reinfecciones.

En este contexto, el presente trabajo se enfocé en el empleo de un sistema in vitro para
determinar la capacidad de anticuerpos presentes en secreciones cervicales de inhibir la unién de

VLP’s de VPH16 a heparina, el cual es un andlogo del receptor celular heparan sulfato.



3. JUSTIFICACION.

En México, el cdncer ocupa la segunda causa de mortalidad general y el cancer cervico
uterino es la principal causa de muerte por neoplasias entre las mujeres mayores de 25 aiios. El
principal factor de predisposicién para el cédncer cervical es la infeccién por VPHI6
(independientemente de otros factores de riesgo), el cual se ha detectado en el 99.7% de los

tumores cervicales (SSA, 2002).

El VPH es uno de los virus mis frecuentemente transmitidos por contacto sexual, se
estima que el 75% de la poblacién sexualmente activa se encuentra infectada con algiin tipo de
VPH (SSA, 2002). El VPH se mantiene asintomdtico por largos periodos de tiempo, por ello la

mayoria de las personas desconoce que lo porta y su contagio se incrementa dia con dia.

La capacidad del individuo de levantar una respuesta inmunolégica efectiva frente a la
infeccién es crucial, ya que una infeccién persistente por VPH (especialmente por VPH de alto
riesgo como los tipos 16 y 18) es un importante factor de riesgo para desarrollar lesiones

epiteliales premalignas que mds tarde puedan derivar en un cncer invasor.

Dado que el virus del papiloma humano no es un virus sistémico, el estudio de la
respuesta inmunolégica local tanto celular como humoral frente a la infeccién se vuelve
indispensable para comprender los procesos involucrados en la respuesta fisiolégica frente a la
infeccién, asi como para el desarrollo de nuevas estrategias en su diagnéstico, tratamiento y

prevencién
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4. OBJETIVOS.

Objetivo General

¥ Evaluar la capacidad de anticuerpos presentes en secreciones cervicales de inhibir la

unién de VLP's de VPH16 a heparina.

Objetivos Particulares

¥ Emplear un sistema in vitro para evaluar la inhibici6n de la unién de VLP’s a heparina.

¥ Estudiar la capacidad de anticuerpos presentes en secreciones cervicales de mujeres

infectadas y no infectadas por VPH de inhibir la unién de VLP’s a heparina.

¥ Evaluar la relacién entre la presencia de anticuerpos inhibitorios y la ausencia de

infeccion.



5. METODOS.

5.1 Poblacién de estudio.

Los grupos de estudio fueron seleccionados de una poblacién de pacientes atendidas en el
Centro Nacional de Clinicas de Displasias (CENACLID) del Hospital General de México. Todas
las pacientes fueron sometidas a un estudio de colposcopia para determinar la presencia de
infecciones por VPH. El andlisis colposcépico fue realizado por un especialista, quien visualizé
el cérvix con un colposcopio Zeiss OPMI-1 (Carls Zeiss Inc.) tras la aplicacién de una solucién
de 4cido acético al 15%. La presencia de una mancha blanca, conocida como lesién acetoblanca,
debido a la reaccién del epitelio con el dcido acético fue considerada como la evidencia clinica de
la presencia de una infeccién por VPH. Por otro lado, la presencia de tejido glandular evertido en
la zona de transformacién, en ausencia de una lesién acetoblanca fue diagnosticado como una
eversion glandular. Finalmente, la ausencia de ambas imagenes colposcépicas fue indicativo de
un tejido cervical normal. Después de realizado el diagnéstico colposcépico se formaron tres
grupos de estudio: mujeres sin evidencia colposcépica de infeccién por VPH (S/E, n=113),
pacientes con evidencia colposcépica de infeccion por VPH (C/E, n=93) y pacientes con eversién

glandular (EvGl, n=130).

Todas las mujeres dieron su consentimiento para participar en el presente estudio y
contestaron un cuestionario acerca de factores de riesgo para el desarrollo de cincer cervical. De
cada una de las mujeres participantes se obtuvo una biopsia de tejido cervical y una muestra de
secreciones cervicales (SeCe). Para el caso de las mujeres sanas las biopsias fueron tomadas de
dos cuadrantes opuestos de la zona de transformacién. En el caso de las pacientes con infeccién
por VPH, la biopsia fue tomada del tejido acetoblanco, mientras que en las pacientes con eversién
glandular se tom6 la muestra del tejido glandular evertido. Las muestras de tejido se colocaron
para su transportacién en tubos estériles conteniendo 500pl de PBS estéril (Apéndice A.1) y

fueron procesadas el mismo dia. Por otro lado, las secreciones cervicales fueron obtenidas
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mediante el lavado del cérvix con Iml de PBS estéril previo a la colocacién del dcido acético.
Los lavados cervicales fueron centrifugados a 13,000 rpm por 5min para retirar los restos

celulares, y fueron almacenados a —20°C hasta su utilizacién.

5.2 Determinacion de la presencia de VPH por PCR.

Todos los reactivos utilizados en el aislamiento y amplificacion del DNA fueron
proporcionados por Gibco BRL. Las muestras de tejido cervical fueron tratadas con proteinasa K
como se report6 previamente (Kaye et. al., 1994). El DNA fue extraido con fenol-cloroformo y
precipitado con etanol. El DNA del VPH fue amplificado usando los primers generales MY09 (5'
CGT CCM ARR GCA WAC TGA TC 3") y MY 11 (5' GCM CAG GGW CAT AAY ATT GC
3') que amplifican un fragmento de 450 pb del gen L1 de los VPH's tipos 6,11,16,18 y 33 (Manos
et. al., 1989). 100 ng de DNA genémico fueron desnaturalizados por calor a 95°C por 30 seg. La
alineacién de los primers se llevé a cabo a 45°C durante 30 seg y la extensién a 72°C por 60 seg.
El ciclo se repitié 30 veces. Los productos del PCR se sometieron a electroforesis en un gel de
agarosa al 2%, el cual fue tefiido con bromuro de etidio y se visualizé en un transiluminador de

luz UV.

Para determinar la presencia de VPH16 se amplificé la regién larga de control utilizando
los primers LCR-f (5' GGG GTA CCT CGG TTG CAT GCT TTT TGG C 3') y LCR-r (5' GGT
CTA GAC GGT TTG CAC ACA CCC ATG T 3" (Karlsen et. al., 1996), siguiendo el protocolo
antes descrito, a excepcién de que la temperatura de alineamiento de los primers que en este caso

fue de 54°C.
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5.3 Cultivo celular.

La linea celular derivada de tejido ovirico de la pupa de Spodoptera frugiperda (Sf9) fue
cultivada a 27°C en medio GRACE'’S (Gibco) complementado con suero fetal de bovino (Gibco)
al 10% y 50 pg/ml de gentamicina (Genkova) en cajas de Petri para cultivo de tejidos de 50 cm’
(Nun Brand Products). Las cajas fueron selladas con parafilm para evitar el intercambio de gases
que modifican el pH del medio. Las células fueron resembradas cuando alcanzaron el 80% de

confluencia.

Para su preservacién por congelacién, las células fueron cultivadas hasta alcanzar un 90%
de confluencia. Dado de que las células Sf9 crecen en monocapa, éstas fueron despegadas con un
gendarme y centrifugadas a 2500 rpm por 4min. El botén celular fue resuspendido en Iml de
medio de congelacién (Apéndice A.2) y fue transferido a un criovial estéril (Costar
Corporation) colocado previamente a 4°C. Las células se incubaron a -20°C por lhr y
posteriormente a -80°C por 24hrs. Finalmente las células fueron almacenadas en nitrégeno

liquido.

Para su descongelacién, los crioviales con células Sf9 fueron retirados del nitr6geno
liquido con pinzas y se colocaron en un bafio de agua a 37°C con agitacién constante hasta que se
descongelaron. Inmediatamente después las células fueron transferidas a un tubo eppendorf
estéril conteniendo Iml de medio GRACE'S complementado con suero fetal de bovino. Las
células fueron centrifugadas a 2500 rpm por 4min con el fin de eliminar el dimetil sulfoxido
(DMSO) contenido en el medio de congelacién. El botén celular fue resuspendido en Iml de

medio y sembrado en cajas Petri para cultivo de tejidos estériles.
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5.4 Produccién de VLP’s.

Las VLP's fueron obtenidas mediante el sistema de expresion de baculovirus
recombinante. El baculovirus recombinante usado para la expresion de las VLP’s del VPHI6 fue
donado por el Dr. John Schiller (National Institute of Health, Bethesda, MA, USA) y fue usado
para infectar células Sf9. Se sembraron 1x10° células Sf9 en cajas Petri para cultivo de tejidos
estériles y se incubaron por 2 hrs para permitir su adhesién a la superficie plastica. Antes de la
infeccion las células se revisaron al microscopio para confirmar la adhesién celular en monocapa.
El medio fue retirado y se adicionaron 900 pl de medio GRACE’S complementado con suero
fetal de bovino, posteriormente las células fueron infectadas con baculovirus recombinante a una
multiplicidad de infeccién (MOI) de 10. La células se incubaron por 1hr a 27°C con una ligera
agitacion cada 15min para asegurar que el virus cubriera a todas las células. Transcurrido el
tiempo, se completé con medio GRACE'S complementado con suero fetal de bovino a un

volumen final de 7ml.

Para la obtencion de VLP’s las células fueron incubadas por 72hrs y se continué con el
proceso descrito en la seccién 5.5. Para la obtencién de baculovirus, las células infectadas se
incubaron por 4 dias a 27°C. El medio fue retirado y centrifugado a 2500 rpm por 5Smin. El
sobrenadante, que contenia el baculovirus, se guard6 en tubos eppendorf estériles en alicuotas de

Iml para ser almacenados a -80°C.

5.5 Extraccién y purificacion de VLP’s.

Para la extraccién y purificacién de VLP’s se siguié el protocolo reportado por Cubie, et.
al., (1998). Células Sf9 fueron cultivadas hasta alcanzar un 80% de confluencia a 27°C y fueron
infectadas con baculovirus por el método antes descrito y se comprob6 la expresién de L1 por
inmunohistoquimica (Seccién 5.7). Tras 72hrs de infeccién las células fueron colectadas por
raspado de la superficie en crecimiento y fueron centrifugadas 4min a 2,500 rpm. El botén celular
fue resuspendido en 15ml de PBS. Los niicleos fueron separados por centrifugacién a 5,000 rpm

durante 10min y el botén celular fue resuspendido en 4ml de PBS, posteriormente se sonicé en
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hielo por 30seg. El lisado resultante se colocé en una solucién de sacarosa al 40% (w/v) en PBS y
se centrifugé a 34,000 rpm por 2hrs en un rotor Beckman SW 55 Ti. La pastilla fue resuspendida
en 2ml de PBS y se sonicé por 10seg en hielo. Se agregé cloruro de cesio (CsCl) a una densidad
de 1.33g/ml en PBS, la mezcla CsCl-lisado fue centrifugada durante 16hrs a 45,000 rpm.
Después de la centrifugacion, 2 fases fueron observadas en el tubo y se colectaron por separado.
La densidad de las fracciones colectadas fueron determinadas con un refractémetro, se colectd la
fraccién con densidad de 1.30g/ml la cual contenia las VLP’s. La fraccién fue diluida con PBS y
el CsCl fue retirado por centrifugacién. La pastilla fue resuspendida en PBS y guardado en

alicuotas en una concentracién de 1mg/pl a 4°C.

5.6 Inmunohistoquimica.

Para determinar la expresién de la proteina L1 en la linea celular Sf9 infectada por
baculovirus se realizé una inmunohistoquimica utilizando el kit para tincién de tejidos Zymed.
En cajas para cultivo de tejido estériles se introdujeron portacbjetos estériles y se sembraron
1x10° células Sf9 y se incubaron por 2hrs a 27°C. Posteriormente se llevé a cabo el método de
infeccién antes descrito. Transcurridas 72hrs, las células Sf9 fueron fijadas con 1ml de acetona al
100% a 4°C por 10min. Los portaobjetos fueron transferidos a una cdmara himeda. Se
adicionaron 100ul de peréxido de hidrégeno al 30% en metanol absoluto y se incubaron 10min a
temperatura ambiente. Se lavaron dos veces con PBS por 2min. Se adicionaron 100ul de la
solucién bloqueadora y se incubé a temperatura ambiente por 10min. Se realizaron dos lavados
con PBS por 2min y posteriormente se adicionaron 100pl del anticuerpo policlonal de conejo
anti-L1 (Zymed) en una dilucién 1:100 en PBS+BSA al 2% (Apéndice A.3) y se incubé por 1hr.
Después de dos lavados de 2min con PBS, se adicionaron 100ul del anticuerpo secundario
biotinilado y se incub6 por 30min. Después de 3 lavados con 1ml de PBS conteniendo Tween 20
al 0.05% por 2min, se adicioné la solucién que contenia estreptavidina acoplada a fosfatasa
alcalina y se incubaron 15min a temperatura ambiente. Se realizaron dos lavados més con 1ml de
PBS por 2min y se cubrieron las células con la solucién que contiene el cromégeno para
incubarse por 10min. Finalmente se lavé con 1ml de agua+Tween 20 al 0.05% (Apéndice A4)y

se contratifié con azul de metileno por 10min a temperatura ambiente.
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5.7 Caracterizacién de VLP's.

Con la finalidad de determinar la integridad estructural de las VLP’s obtenidas, se realizé
un ensayo de ELISA utilizando tres anticuerpos especificos que reconocen diferentes epitopes de
la cdpside viral. Los anticuerpos primarios anti-L1 utilizados fueron el anticuerpo policlonal de
conejo anti-L1 (Zymed), que reconoce un epitope lineal de L1 altamente conservado en los
diferentes tipos de virus de papiloma, el anticuerpo monoclonal de ratén 33L1-7 que reconoce un
epitope lineal de L1 del VPHI16 y el anticuerpo monoclonal de ratén 16L1-56E que reconoce un
epitope conformacional de la cdpside del VPHI16 y ademads es un anticuerpo neutralizante. Los
anticuerpos 33L1-7 y 16L1-56E, fueron donados por el Dr. Martin Sapp (Institute for Medical
Microbiology and Higiene, University of Mainz, Germany). Como anticuerpos secundarios se
utilizaron los anticuerpos acoplados a fosfatasa alcalina: anti-ratén IgG+A+M (H+L) (Zymed)
que reconoce inmunoglobulinas de rat6n y el anticuerpo anti-conejo IgG (H+L) (Zymed) que

reconoce inmunoglobulinas de conejo.

En una placa de 96 pozos de fondo plano (Maxisorp, Brand Products) se adicionaron
100ng/pozo de VLP y se incub6 a 4°C durante toda la noche. Se realizaron 4 lavados con TBS-
Tween 20 al 0.1% (TBS-T, Apéndice A.5). La placa se bloqueé con solucién TBS-Tween 20 al
0.1% + 2% BSA (TBS-T-BSA, Apéndice A.6) a 37°C por 2hrs y posteriormente se realizaron 4
lavados con TBS-T. A continuacién, en cada pozo se adicionaron 100ul de los anticuerpos
primarios antes mencionados diluidos 1:100 en TBS-T-BSA, incubdndose por 2hrs a 37°C.
Después de 4 lavados con TBS-T, 100pul de los anticuerpos secundarios diluidos 1:100 en TBS-T-
BSA fueron adicionados a los pozos y fueron incubados por 90min a 37°C. Las placas se lavaron
4 veces més con TBS-T. Una tableta de sustrato para fosfatasa alcalina (Sigma 104) fue diluida
en 5ml de dietanolamina al 10% [pH 9.8] (Apéndice A.7), de esta solucién se adicionaron
100pl/pozo y se incubé por 15min. La reaccién fue detenida con 50ul de hidréxido de sodio IM
(Apéndice A.8). La absorbancia se ley6 en un lector de ELISA (Biotec Instrument) a una longitud
de onda de 405nm.
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5.8 Ensayo de adhesion de VLP’s a heparina.

Placas de 96 pozos de fondo plano fueron cubiertas con 100pl de heparina [5,000UL/ml]
(Pisa Farmacéutica Mexicana) diluida 1:250 en PBS estéril e incubadas toda la noche a 4°C. Las
placas fueron lavada 4 veces con TBS-T. Los sitios de unién inespecifica fueron bloqueados con
TBS-T-BSA durante toda la noche a 4°C . Posterior al tiempo de bloqueo las placas fueron

lavadas 4 veces con TBS-T.

A continuacién se adicionaron 50ng/pozo de VLP’s y se incubaron lhr a 4°C. Se
realizaron 4 lavados con TBS-T. y se adicionaron 100 pl/pozo del anticuerpo monoclonal de
ratén 16L1-56E diluido 1:500 en TBS-T-BSA. Las placas se incubaron por 2hrs a 37°C. Se
realizaron 4 lavados con TBS-T y se adicioné 100 pl/pozo del anticuerpo acoplado a fosfatasa
alcalina anti-ratén IgG+A+M (H+L) (Zymed), diluido 1:500 en TBS-T-BSA. Las placas se
incubaron por 90min a 37°C. Se realizaron 4 lavados con TBS-T. Una tableta de sustrato para
fosfatasa alcalina fue diluida en 5ml de dietanolamina al 10% (pH 9.8) y se adicionaron
100pl/pozo de esta solucion. Las placas se incubaron por 1hr a 37°C. Finalmente, la reacci6n fue
detenida con 50pul de hidréxido de sodio 1M. La absorbancia se ley6 en un lector de ELISA a una
longitud de onda de 405nm. Para el estudio de los anticuerpos presentes en las SeCe se
incubaron 50ul de las SeCe (diluidos en 50pul TBS-T-BSA) con 50ng de VLP’s en un tubo
eppendorf durante toda la noche a 4°C. Posteriormente, las muestras fueron transferidas a los

pozos de las placas ya bloqueadas y se continu6 con el proceso descrito.

5.9 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. Se consideré un nivel de significancia bdsico de p=0.05 en

todas las pruebas, intervalos de confianza del 95% fueron calculados usando férmulas estdndar.
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6. RESULTADOS.

6.1 Anilisis clinico y molecular de la presencia de VPH.

En el presente estudio se incluyeron 271 mujeres de una poblacién abierta, a todas se les
practicé un andlisis colposcépico del cual se obtuvieron los siguientes resultados: 34% (n=93)
presentaron una lesién acetoblanca y fueron consideradas como pacientes con evidencia clinica
de infeccién por VPH (C/E), 42% (n=113) no presentaron una lesién acetoblanca y fueron
consideradas como pacientes sin evidencia clinica de infeccién por VPH (S/E). Finalmente el
249% (n=65) restante presenté tejido glandular evertido en la zona de transformacién y ausencia

de lesi6n acetoblanca lo cual fue diagnosticado como pacientes con eversién glandular (EvGl).

Para corroborar la presencia del VPH en las biopsas de las pacientes analizadas
colposcépicamente, se realiz6 un PCR general con los primers MY09 y MY 11 para detectar 5
tipos de VPH. Posteriormente, se realizé un PCR especifico para VPH16 utilizando los primers
LCR-f y LCR-r.

En la figura 9 se observa la fotografia tomada de un gel representativo de la amplificacién
de un segmento de L1 de VPH mediante PCR utilizando los primers MY9/11. En la figura 10 se
observa la fotografia tomada de un gel representativo de la amplificacién de la regién LCR del

VPH16 mediante PCR utilizando los primers LCR-f y LCR-1.
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Figura 9. Amplificacién de un segmento de L1 de VPH mediante PCR usando los primers MY9%/11. Los
carriles se distribuyen de la siguiente manera: 1. Marcadores de peso molecular, 2. Control positivo (DNA de la linea
celular SiHa, positiva al VPH16), 3-11. Biopsias cervicales humanas y 12. Control negativo (H,0d.)

LCR

Figura 10. Amplificacion de la region de control del VPH16 mediante PCR usando los primers LCR-f y
LCR-r. Los carriles se distribuyen de la siguiente manera: 1. Marcadores de peso molecular, 2. Control positivo, 3-
14. Biopsias cervicales humanas y 15. Control negativo (H,0d).
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Como resultado del andlisis molecular de la presencia de VPH, la poblacién fue dividida
en pacientes positivas a la presencia de DNA de VPH en general [VPH(+)], pacientes negativas a
la presencia de DNA de VPH [VPH(-)] y pacientes positivas a la presencia de DNA de VPHI16
(VPHI16) (Tabla 1).

Tabla 1. Resultados de los andlisis clinico y molecular de la presencia de VPH.

Diagnéstico molecular
Diagnéstico clinico

» VPH(-) (%) VPH(+)" (%) VPHI16" (%)
S/E (113) 7(6) 106 (94) 13 (12)
C/E (93) 12 (13) 81 (87) 66 (71)
EvGl (65) 44 (68) 21 (32) 10 (15)

S/E.- Pacientes sin evidencia clinica de infeccién por VPH
C/E.- Pacientes con evidencia clinica de infeccién por VPH
EvGl.- Pacientes con eversién glandular

VPH (-).- Pacientes negativas a la presencia de DNA de VPH
VPH (+).- Pacientes positivas a la presencia de DNA de VPH
VPHI16.- Pacientes positivas a la presencia de VPHI16.

* Para determinar la presencia de DNA de VPH se realizé la prueba de PCR utilizando los primers generales MY09
yMYI11.

** Para determinar la presencia de VPH16 se realizé la prueba de PCR utilizando los primer especificos de VPHI16
LCR-fy LCR-r.
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6.2 Estudio de la inhibicién de la unién de VLP’s a heparina.

El VPH se une a su c€lula blanco utilizando al heparidn sulfato como co-receptor. Por lo
tanto, en este trabajo se analizé si los anticuerpos inducidos por la infeccién genital por VPH

pueden inhibir la unién a heparina.

Las muestras de SeCe de todas las pacientes fueron sometidas a un ensayo de inhibicién
de la uni6én de VLP’s de VPHI6 a heparina, la cual es un andlogo del heparin sulfato. En estos
ensayos las VLP’s fueron incubadas con las SeCe previo a permitir su unién a heparina. Se
utilizaron como control negativo las mismas VLP’s incubadas con PBS en ausencia de
anticuerpos. Como control positivo se incubaron VLP’s con el anticuerpo monoclonal

neutralizante 16L1-56E, el cual se sabe que inhibe la unién de VLP’s a heparina.

Los valores de densidad éptica (D.O.) obtenidos en cada ensayo para el anticuerpo
16L156E se utilizaron para determinar la capacidad de anticuerpos presentes en las SeCe de
inhibir la unién de VLP’s a heparina. De esta forma, se consideré como anticuerpo inhibitorio de
la unién a aquellos que poseian un valor de D.O. menor o igual a la del anticuerpo 16L1-56E. A
partir de ahi se llevé a cabo un andlisis de las proporciones de pacientes capaces de inhibir la

unién de VLP’s a heparina en cada grupo.

En las pacientes S/E el 42% (n=47) de las mujeres presentaron anticuerpos capaces de
inhibir la unién de VLP’s a heparina mientras que en el 58% (n=66) restante no hay inhibicién de

la unién (Figura 11).
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Pacientes sin evidencia clinica de infeccion por VPH

@ No hay inhibicién
M Si hay inhibicién

Figura 11. Inhibicién de la unién de VLP’s a heparina por mujeres sin evidncia clinica de infeccion. En rojo se
muestra la proporcién de pacientes (n=47) que presentan anticuerpos capaces de inhibir la unién de VLP’s de
VPHI16 a heparina y en azul se muestra la proporcion de pacientes (n=66) que no presentan anticuerpos capaces de
inhibir la unién de VLP's de VPH16 a heparina.

En las pacientes C/E el 53% (n=49) de las mujeres presentaron anticuerpos capaces de
inhibir la unién de VLP’s a heparina mientras que en el 47% (n=44) restante no hay inhibicién de

la unién (Figura 12).

Pacientes con evidencia clinica de infeccion por VPH

@ No hay inhibicién

53% . S
B Si hay inhibicién

Figura 12. Inhibicién de la union de VLP’s a heparina por mujeres con evidncia clinica de infeccion. En rojo
se muestra la proporcién de pacientes (n=49) que presentan anticuerpos capaces de inhibir la unién de VLP's de
VPHI16 a heparina y en azul se muestra la proporcién de pacientes (n=44) que no presentan anticuerpos capaces de
inhibir la unién de VLP’s de VPH16 a heparina.
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Las proporciones de mujeres con anticuerpos inhibitorios de la unién de VLP’s a heparina
en los grupos de pacientes S/E y C/E fueron comparadas entre si para determinar si existia una
diferencia entre los grupos. Como resultado del andlisis estadistico se observé que la diferencia
entre las proporciones de mujeres con anticuerpos capaces de inhibir la unién a heparina entre
ambos grupos no fue estadisticamente significativa ( p = 0.147) como se muestra en la tabla 2.
En la figura 13 se muestra el porcentaje de inhibicién de unién a heparina por los anticuerpos

presentes en las SeCe de cada grupo.

Tabla 2. Caracteristicas de la poblaci6n dividida por diagnéstico colposcépico.

Nimero de pacientes con Niimero de pacientes con Total

anticuerpos que si inhibieron anticuerpos que no inhibieron

la unién a heparina. (%) la unién a heparina (%)
Pacientes C/E 49 (53) 44 (47) 93
Pacientes S/E 47 (42) 66 (58) 113
Total 9 110 206

S/E.- Pacientes sin evidencia clinica de infeccién por VPH
C/E.- Pacientes con evidencia clinica de infeccién por VPH

Los datos fueron agrupados en tablas de contingencia de 2 por 2 y analizados por la prueba de Chi® corregida por
Yates ( p=0.147).
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Figura 13. Inhibicién de la unién a heparina. Se muestra el porcentaje de inhibicién de unién de VLP’s a heparina
inducido por los anticuerpos presentes en las SeCe de pacientes sin evidencia clinica de infeccién por VPH (S/E) y
en pacientes con evidencia clinica de infeccién por VPH (C/E). Las lineas gruesas representan la media de cada
grupo. La linea punteada representa el valor promedio del control negativo. La linea cortada representa el valor
promedio del control positivo. Cada punto de la grifica representa una paciente.

Estos resultados indican que la respuesta entre mujeres clinicamente infectadas es igual a
la respuesta de mujeres clinicamente sanas. Puesto que el anilisis colposcépico no es capaz de
detectar una infeccién de VPH antes de que esta provoque la aparicién de una lesién visible, es
posible que dentro del grupo de mujeres S/E existan pacientes que se encuentran infectadas por
VPH en una fase preclinica. Por lo anterior se decidié llevar a cabo un andlisis molecular para
determinar si existen mujeres infectadas por el VPH dentro del grupo de pacientes clinicamente

sanas.

Para determinar de una manera mds sensible que la colposcopia la presencia de DNA de
VPH en las pacientes S/E y C/E, se realiz6 la prueba de PCR utilizando los primers generales
MY09 y MY 11. Como resultado de esta prueba se observé que el 94% (n=112) de las pacientes
S/E fueron positivas a la presencia de DNA de VPH, mientras que 6% (n=7) restante fue negativa
a la presencia de DNA de VPH, (Figura 14). Este hecho podria estar asociado con la observacién
de que algunas mujeres consideradas clinicamente sanas son positivas a la presencia de

anticuerpos contra VPH.



Presencia de DNA viral en mujeres sin evidencia clinica de
infeccion por VPH
6%

D VPH(-)
BVPH(+)

94%

Figura 14. Presencia de DNA viral en mujeres sin evidencia clinica de infeccion por VPH. En rojo se muestra la
proporcién de pacientes positivas a la presencia de DNA de VPH [VPH(+)] (n=112) y en azul la proporcién de
pacientes negativas a la presencia de DNA de VPH [VPH(-)] (n=7).

En las pacientes C/E el 87% (n=81) de las mujeres fue positiva a la presencia de DNA de
VPH mientras que el 13% (n=12) restante fue negativo a la presencia de DNA de VPH, (Figura

15).

Presencia de DNA viral en mujeres con evidencia clinica de
infeccion por VPH
13%

OVPH (-)
EVPH (+)

87%

Figura 15. Presencia de DNA viral en mujeres con evidencia clinica de infeccién por VPH. En rojo se muestra la
proporcion de pacientes positivas a la presencia de DNA de VPH [VPH(+)] (n=81) y en azul la proporcién de
pacientes negativas a la presencia de DNA de VPH [VPH(-)] (n=12).
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Las proporciones de pacientes VPH(+) y VPH(-) de los grupos S/E y C/E fueron
comparados entre si para determinar si existia alguna diferencia entre ellos. Como resultado del
andlisis estadistico se obtuvo que la diferencia en el nimero de mujeres infectadas por VPH entre
las pacientes S/E y C/E no es estadisticamente significativas (p= 0.125) (Tabla 3). Estos
resultados nos indican que tanto en pacientes clinicamente sanas como en pacientes clinicamente

infectadas existe igual proporcién de mujeres VPH(+).

Tabla 3. Presencia de DNA viral en las mujeres divididas por diagnéstico colposc6pico.

Niimero de pacientes VPH(+) Nimero de pacientes VPH(-) Total

(%) (%)
Pacientes C/E 112 (94) 7 (6) 119
Pacientes S/E 81 (87) 12 (13) 93
Total 193 19 212

S/E.- Pacientes sin evidencia clinica de infeccién por VPH

C/E.- Pacientes con evidencia clinica de infeccién por VPH
VPH(+) Pacientes positivas a la presencia de DNA de VPH
VPH(-) Pacientes negativas a la presencia de DNA de VPH

* Para determinar la presencia de DNA de VPH se realiz6 la prueba de PCR utilizando los primers generales MY09
yMYI11.

Los datos fueron agrupados en tablas de contingencia de 2 por 2 y analizados por la prueba de Chi® corregida por
Yates ( p=0.125).



A partir de estos resultados se decidié analizar si la proporcion de anticuerpos capaces de
inhibir la unién de VLP’s a heparina en mujeres VPH(+) diferian de las mujeres VPH(-). De las
pacientes S/E y C/E se obtuvo un total de 206 mujeres, de las cuales el 91% (n=187) fue positiva
a la presencia de DNA de VPH, mientras que solo el 9% (n=19) fue negativa a la presencia de
DNA de VPH. En las pacientes VPH(+) el 48% (n=89) si presentd anticuerpos capaces de
inhibir la unién de VLP’s a heparina mientras que el 52% (n=98) de las pacientes no presento

anticuerpos capaces de inhibir la unién de VLP's a heparina (Figura 16).

Pacientes VPH (+)

B No hay inhibicién
B Si hay inhibicién

48%

52%

Figura 16. Inhibicién de la unién de VLP’s a heparina por mujeres positivas a la presencia de DNA de VPH.
En rojo se muestra la proporcion de pacientes (n=89) que presentan anticuerpos capaces de inhibir la unién de VLP's
de VPHI16 a heparina y en azul se muestra la proporcion de pacientes (n=98) que no presentan anticuerpos capaces
de inhibir la unién de VLP’s de VPHI16 a heparina.



En las pacientes VPH(-) el 37% (n=7) si presenté anticuerpos capaces de inhibir la unién
de VLP’s a heparina mientras que el 63% (n=12) de las pacientes no presenté anticuerpos

capaces de inhibir la unién de VLP’s a heparina (Figura 17).

Pacientes VPH (-)

O No hay inhibicién
@ Si hay inhibicién

Figura 17. Inhibicién de la unién de VLP’s a heparina por mujeres negativas a la presencia de DNA de VPH.
En rojo se muestra la proporcién de pacientes (n=7) que presentan anticuerpos capaces de inhibir la unién de VLP’s
de VPHI16 a heparina y en azul se muestra la proporcion de pacientes (n=12) que no presentan anticuerpos capaces
de inhibir la unién de VLP’s de VPH16 a heparina.

Las proporciones de mujeres con anticuerpos inhibitorios de la unién de VLP’s a heparina
en los grupos de pacientes VPH(+) y VPH(-) fueron comparadas entre si para determinar si
existia una diferencia entre los grupos. Como resultado del anilisis estadistico se observé que la
diferencia entre las proporciones de mujeres con anticuerpos capaces de inhibir la unién a
heparina entre ambos grupos no fue estadisticamente significativa ( p = 0.513) como se muestra
en la tabla 4. Estos resultados sugieren que tanto las pacientes VPH(+) como las pacientes

VPH(-) presentan anticuerpos capaces de inhibir la unién de VLP’s a heparina.
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Tabla 4. Inhibicién de la unién de VLP’s a heparina por la poblacién dividida por diagnéstico
molecular.

Nimero de pacientes con Nimero de pacientes con Total

anticuerpos que si inhibieron anticuerpos que no inhibieron

la unién a heparina. (%) la unién a heparina. (%)
Pacientes VPH(+)" 89 (48) 98 (52) 187
Pacientes VPH (-) 737 12 (63) 19
Total 96 110 206

VPH(+) Pacientes positivas a la presencia de DNA de VPH
VPH(-) Pacientes negativas a la presencia de DNA de VPH

* Para determinar la presencia de DNA de VPH se realizé la prueba de PCR utilizando los primers generales MY09
y MY1I1.

Los datos fueron agrupados en tablas de contingencia de 2 por 2 y analizados por la prueba de Chi’ corregida por
Yates ( p= 0.513).

Puesto que las VLP’s utilizadas en los ensayos de inhibicién de unién a heparina se
produjeron a partir de la secuencia de L1 del VPHI16, se realizé la prueba de PCR utilizando los
primers especificos de VPH16 LCR-f y LCR-r para determinar el nimero de mujeres positivas a
la presencia de DNA de VPH16. Como resultado de esta prueba de las 187 pacientes VPH(+), 79
de ellas fueron positivas para la presencia de DNA de VPHI16. A partir de estos resultados se
analizaron las proporciones de mujeres con anticuerpos capaces de inhibir la uni6n del VLP's de

VPH16 a heparina.
En las pacientes VPH16 el 52% (n=41) de las mujeres presentaron anticuerpos capaces de

inhibir la unién de VLP’s a heparina, mientras que el 48% (n=38) restante no presento

anticuerpos capaces de inhibir 1a unién de VLP’s a heparina (Figura 18).
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Pacientes VPH16

O No hay inhibicién
B Si hay inhibicién

52%

Figura 18. Inhibicion de la union de VLP’s a heparina por mujeres positivas a la presencia de DNA de
VPH16. En rojo se muestra la proporcion de pacientes (n=41) que presentan anticuerpos capaces de inhibir la unién
de VLP's de VPH16 a heparina y en azul se muestra la proporcién de pacientes (n=38) que no presentan anticuerpos
capaces de inhibir la unién de VLP’s de VPH16 a heparina.

En las pacientes VPH(+) para VPH diferente a VPH16 (VPH#16) el 44% (n=48) de las
mujeres presenté anticuerpos capaces de inhibir la unién de VLP’s a heparina, mientras que el
56% (n=60) restante no present6 anticuerpos capaces de inhibir la unién de VLP’s a heparina

(Figura 19).

Pacientes VPH %16 @No hay inhibicién
BSi hay inhibicién

44%

56%

Figura 19. Inhibicion de la unién de VLP’s a heparina por mujeres positivas a la presencia de DNA de VPH
diferente a VPH16. En rojo se muestra la proporcién de pacientes (n=48) que presentan anticuerpos capaces de
inhibir la unién de VLP's de VPHI16 a heparina y en azul se muestra la proporcién de pacientes (n=60) que no
presentan anticuerpos capaces de inhibir la unién de VLP's de VPH16 a heparina.
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En la figura 20 se observa el porcentaje de inhibicion de unién de VLP's a heparina
producido por los anticuerpos presentes en las SeCe de cada paciente de los grupos
diagnosticados molecularmente.
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Figura 20. Diagnéstico molecular. Se muestra el porcentaje de inhibicién de unién de VLP’s a heparina por los
anticuerpos presentes en las SeCe de pacientes negativas a la presencia de DNA de VPH [VPH(-)], pacientes
positivas a la presencia de DNA de VPH (VPH=#16) y pacientes positivas a la presencia de VPH16 (VPH16).Las
lineas gruesas representan la media de cada grupo. La linea punteada representa el valor promedio del control
negativo. La linea cortada representa el valor promedio del control positivo. Cada punto de la grifica representa una
paciente.

Las proporciones de mujeres con anticuerpos inhibitorios de la unién de VLP’s a heparina
en los grupos de pacientes VPH#16 y VPH16 fueron comparadas entre si. Como resultado del
andlisis estadistico se observé que la diferencia entre las proporciones de mujeres con anticuerpos
capaces de inhibir la unién a heparina entre ambos grupos no fue estadisticamente significativa
(p = 0.390) como se muestra en la tabla 5. Estos datos sugieren que diferentes tipos de VPH son

capaces de inducir la produccién de anticuerpos capaces de inhibir la unién de VLP’s a heparina.
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Tabla 5. Caracteristicas de la poblacién dividida por diagndstico molecular.

Niimero de pacientes con Niimero de pacientes con Total

anticuerpos que si inhibieron anticuerpos que no inhibieron

la unién a heparina. (%) la unién a heparina. (%)
Pacientes VPH16™ 41 (52) 38 (48) 79
Pacientes 48 (44) 60 (56) 108
VPH#16
Total 89 98 187

VPH #16.- Pacientes positivas a la presencia de DNA de VPH diferente a VPH16.
VPHI6.- Pacientes positivas a la presencia de DNA de VPHI6.

* Para determinar la presencia de DNA de VPH se realizé la prueba de PCR utilizando los primers generales MY09
yMYI1.

** Para determinar la presencia de VPH16 se realizé la prueba de PCR utilizando los primer especificos de VPH16
LCR-f y LCR-r.

Los datos fueron agrupados en tablas de contingencia de 2 por 2 y analizados por la prueba de Chi? corregida por
Yates ( p= 0.390).
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6.3 Correlacién entre la presencia de anticuerpos inhibitorios de la unién de VLP’s a

heparina y la proteccién contra la infeccion por VPH.

Los resultados obtenidos indican que en algunas mujeres la infeccién por VPH induce la
produccién de anticuerpos capaces de inhibir la unién de VLP’s a heparina. Dado que el VPH
requiere unirse al hepardn sulfato para infectar a su célula blanco, consideramos importante
investigar si la presencia de estos anticuerpos inhibitorios en SeCe podria proteger en contra de la
infeccion por el virus in vivo. Para realizar esta investigacién, se incluy6 en el trabajo un grupo de
mujeres con diagnéstico clinico de eversién glandular (EvGI). En un trabajo previo realizado en
nuestro laboratorio se demostré que el tejido glandular evertido representa un riesgo aumentado
para infeccién por VPH (“Rocha-Zavaleta et. al., 2003). Por lo anteriormente expuesto, las
mujeres que presentan una eversion glandular son sometidas a una cirugia para eliminar el tejido
glandular de riesgo, esta cirugia es conocida como LEEP (por sus siglas en inglés: Loop
Electrosurgical Escisién Procedure). Ocho semanas después de la intervencién las pacientes han
recuperado el epitelio extraido, y se sabe que en un cierto porcentaje de ellas también adquiere

una infeccién por VPH.

En este trabajo se analizaron 65 pacientes con eversion glandular, de quienes se
obtuvieron muestras de tejido y de SeCe antes del LEEP y ocho semanas después de la
intervencién. Se determind la presencia de VPH por PCR en las muestras de tejido cervical, y la
presencia de anticuerpos inhibitorios de la uni6én a heparina en las SeCe. Los resultados de estos
andlisis se muestran en la Tabla 6. Antes de la operacién 21 (32%) pacientes resultaron positivas
a la presencia de VPH, de ellas 10 pacientes fueron positivas a la presencia de VPH16. Ocho
semanas después del LEEP el porcentaje de pacientes positivas a la infeccién por VPH aumento a
42 (65%), de la misma forma el nimero de mujeres con VPH16 aumento a 36. Por otro lado,
antes de la operacion el 68% de las pacientes presenté anticuerpos inhibitorios (n=44).

Interesantemente, este porcentaje disminuyé a 32% (n=21) ocho semanas después del LEEP.
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Tabla 6. Pacientes con eversién glandular.

Pacientes con eversion glandular. n(%)

Pre-LEEP Post-LEEP
Inhibicién de la unién a
heparina
Positivo 44 (68) 21 (32)
Negativo 21 (32) 44 (68)
Diagnéstico molecular
VPH (-) 44 (68) 23 (35)
VPH (+)" 21 (32) 42 (65)
VPHI6™ 10 (15) 36 (55)

Pre-LEEP.- Antes de la operacién

Post-LEEP.- Después de la operacién

VPH (-).- Pacientes negativas a la presencia de DNA de VPH
VPH (+).- Pacientes positivas a la presencia de DNA de VPH
VPHI6.- Pacientes positivas a la presencia de VPHI6.

* Para determinar la presencia de DNA de VPH se realizé la prueba de PCR utilizando los primers generales MY09
yMYIL.

** Para determinar la presencia de VPH16 se realizo6 la prueba de PCR utilizando los primer especificos de VPHI6
LCR-fy LCR-t.
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Los datos muestran que la proporcién de mujeres infectadas antes del LEEP fue
significativamente menor que la proporcién de pacientes infectadas después de la operacion
(p= 0.0001). Esto sugiere que durante el periodo de recuperacién post-LEEP las mujeres son mas
susceptibles a la infeccién. Sin embargo, nuestros datos también muestran cambios en la
presencia de anticuerpos inhibitorios en estas mujeres, por lo tanto, con la finalidad de determinar
si la existencia previa de anticuerpos inhibitorios podria tener algin efecto sobre la probabilidad
de adquirir una infeccién por VPH, se comparé la presencia de anticuerpos y la de VPH en todas

las pacientes.

Primeramente se analizaron aquellas mujeres que antes de la operacién fueron negativas a
la presencia de VPH. De este grupo de 42 mujeres, se observé que 28 (66.6%) presentaban
anticuerpos inhibitorios (Tabla 7). El andlisis del tejido cervical post-LEEP mostré que 25
mujeres de este grupo adquirieron una infeccién por VPH, mientras que 17 permanecié negativa
a la presencia de VPH. El estudio de anticuerpos demostré que, del grupo de mujeres que se
infectaron solo el 56% presenté anticuerpos inhibitorios antes de la operaci6n, mientras que en el
grupo que permanecio sin infeccién el 82% de las mujeres present6 anticuerpos inhibitorios. Mds
atin, los datos obtenidos después de la operacién muestran que el porcentaje de pacientes con
anticuerpos inhibitorios disminuy6 en un 70% en el grupo de mujeres que se infectd, en contraste

con una disminucién de solo el 35% en el grupo que se mantuvo sin infeccién.



Tabla 7. Mujeres VPH(-) antes de la operacién.

Pre-LEEP Post-LEEP
Nimero de pacientes con anticuerpos que 28 (66.6) 13 (30.9)
si inhibieron la unién a heparina. (%)
Nimero de pacientes con anticuerpos que 14 (33.4) 29 (69.1)
no inhibieron la unién a heparina. (%)
Nimero de mujeres VPH(-) 42(100) 17 (40.5)
Niimero de mujeres VPH(+) 0(0) 25 (59.5)

Pre-LEEP.- Antes de la operaci6n

Post-LEEP.- Después de la operacién

VPH (-).- Pacientes negativas a la presencia de DNA de VPH
VPH (+).- Pacientes positivas a la presencia de DNA de VPH

* Para determinar la presencia de DNA de VPH se realizé la prueba de PCR utilizando los primers generales MY09

yMY11.
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La asociacién estadistica entre la presencia de anticuerpos inhibitorios antes de la
operacién y la ausencia de infeccién post-LEEP resulté ser significativa (p = 0.027). Por otro
lado la asociacién entre la ausencia de anticuerpos inhibitorios después de la operacién y la
presencia de infeccion post-LEEP también resulté ser significativa (p = 0.028). Estos datos
sugieren que la ausencia de los anticuerpos después de la operacién aumenta el riesgo de adquirir

una infeccién por VPH.

Posteriormente se analizaron aquellas mujeres que antes de la operacion fueron positivas a
la presencia de VPH. De este grupo de 20 mujeres, se observd que 14 (70%) presentaban
anticuerpos inhibitorios (Tabla 8). El andlisis del tejido cervical post-LEEP mostré que 14
mujeres de este grupo permanecieron positivas a la presencia de VPH, mientras que 6 se
volvieron negativas a la presencia de VPH. El estudio de anticuerpos muestra que, del grupo de
mujeres que permanecieron infectadas el 85.7% presenté anticuerpos inhibitorios antes de la
operacién, mientras que en el grupo de mujeres que se volvieron negativas a la presencia de DNA

de VPH el 33.3% de mujeres presenté anticuerpos inhibitorios.

Los datos obtenidos después de la operacién muestran que el porcentaje de pacientes con
anticuerpos inhibitorios disminuy6 en un 58% en el grupo de mujeres que permaneci6 infectada,
en contraste con la disminucién del 16.6% en el grupo de mujeres que se volvié negativa a la
presencia de DNA de VPH. La asociacién estadistica entre la presencia de anticuerpos
inhibitorios antes de la operacién y la ausencia de infeccién post-LEEP resulté ser no
significativa (p = 0.07). Por otro lado la asociacién entre la ausencia de anticuerpos inhibitorios
después de la operacién y la presencia de infeccién post-LEEP resulté ser no significativa (p =
0.539). Estos datos sugieren que la presencia de anticuerpos después de la operacién en mujeres

previamente infectadas no disminuye el riesgo de adquirir una infeccién por VPH.
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Tabla 8. Mujeres VPH(+) antes de la operaci6n.

Pre-LEEP Post-LEEP
Niimero de pacientes con anticuerpos que 14 (70) 7 (35)
si inhibieron la unién a heparina. (%)
Nimero de pacientes con anticuerpos que 6 (20) 13 (65)
no inhibieron la unién a heparina. (%)
Nimero de mujeres VPH(-) 0(0) 6 (30)
Nimero de mujeres VPH(+) 20 (100) 14 (70)

Pre-LEEP.- Antes de la operacién

Post-LEEP.- Después de la operacion

VPH (-).- Pacientes negativas a la presencia de DNA de VPH
VPH (+).- Pacientes positivas a la presencia de DNA de VPH

* Para determinar la presencia de DNA de VPH se realizé la prueba de PCR utilizando los primers generales MY09

yMY11.
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7. DISCUSION.

El VPH es considerado el principal factor de riesgo para el desarrollo del cincer cervical.
Se ha observado que la infeccién persistente, principalmente con VPH de alto riesgo, precede al
desarrollo de lesiones intraepiteliales en el cérvix y éstas a su vez al cdncer invasor. La mayoria
de las infecciones por VPH desaparecen después de algunos meses (Evander et. al., 1995; Ho et.
al., 1998), incluso se sabe que algunas lesiones pre-malignas pueden revertir (Syrjanen et. al.,
1997; Duggan et. al., 1998). Sin embargo, no todas las mujeres son capaces de eliminar la
infecci6n y posteriormente presentan lesiones avanzadas. Evidencias experimentales indican que
la participacién del sistema inmune es importante para el control de la infeccién por VPH. Por
esta raz6n en el presente estudio se evalud la capacidad de anticuerpos presentes en mujeres

infectadas por VPH para inhibir la uni6n del virus a heparina.

Inicialmente el ensayo de inhibicién de unién a heparina revel6 que el 53% de las mujeres
con evidencia clinica de infeccién presentaron anticuerpos capaces de inhibir la unién de VLP’s a
heparina. Esto concuerda con varios estudios que han reportado la presencia de anticuerpos IgG e
IgA en el 50-60% de las mujeres infectadas por VPH (Kirnbauer et. al., 1994; Le Can et. al,,
1995; Carter et. al., 1996; Sasagawa et. al., 1996; Bontkes et. al., 1999; Nakagawa et. al., 2002).
La presencia del virus fue corroborada por PCR y se observé que el 87% de las mujeres C/E fue
positiva a la presencia de DNA viral. Estos datos nos sugieren que la infeccién por VPH induce

la produccién de anticuerpos capaces de inhibir la unién de VLP’s a heparina.

Interesantemente el 42% de las mujeres sin evidencia clinica de infeccién present6
anticuerpos capaces de inhibir la unién de VLP’s a heparina, esto podria deberse a la presencia de
una infeccién viral subclinica, que no puede ser detectada por la colposcopia. La colposcopia es
un método utilizado en varios paises para el diagnéstico de infeccion por VPH y lesiones
asociadas gracias a la presencia de una lesién acetoblanca, el mecanismo por el cual la infeccién

por VPH produce una lesién acetoblanca atin se desconoce. En la infeccién por VPH existe una
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etapa preclinica en la cual las células infectadas no producen una lesién acetoblanca y por lo
tanto no puede ser detectado por colposcopia. Sin embargo, durante la fase de infeccién
preclinica el virus puede ser detectado por métodos moleculares. Por lo tanto, la presencia del
DNA viral en las pacientes S/E fue corroborada por PCR utilizando los primers generales
MY9/11. Como resultado se demostré que en el grupo diagnosticado como pacientes
clinicamente sanas el 94% de las mujeres se encontraba infectada por algiin tipo de VPH, esto
explicaria la presencia de anticuerpos inhibitorios. Estos resultados coinciden con observaciones
previas realizadas en nuestro laboratorio ("Rocha-Zavaleta et. al., 2003), donde se encontré que
las mujeres infectadas por VPH presentan anticuerpos sIgA e IgG dirigidos contra L1 en

secreciones cervicales atin cuando no presenten una patologia visible de infeccién.

Un hallazgo interesante en nuestro trabajo fue que al analizar un grupo de mujeres sin
evidencia molecular de infeccion por VPH, se observé que algunas de estas mujeres presentaron
anticuerpos inhibitorios. La proporcién de pacientes con anticuerpos inhibitorios fue del 48% en
mujeres VPH(+) y del 37% en mujeres VPH(-), la diferencia entre ellas no fue significativa (p =
0.513). Tomando en cuenta la alta prevalencia de infeccién por VPH en la poblacién, una
explicaci6n a estas observaciones es que la existencia de anticuerpos en pacientes VPH(-) sean
producto de infecciones pasadas que fueron eliminadas. Esto concuerda con la observaci6n previa
de un estudio realizado en nuestro laboratorio, en el que se encontré la presencia de anticuerpos
dirigidos contra la proteina L1 en las secreciones cervicales estudiadas. Se ha demostrado que la
produccién de anticuerpos contra VPH solo ocurre después de un contagio con el virus
(Anderson-Ellestrom et. al., 1996; Kjaer et. al., 2001). Otros estudios (Wang et. al., 1996;
Hagensee et. al,, 2000) han detectado anticuerpos sistémicos y locales en mujeres que no
presentan DNA viral y en ambos trabajos se asoci6 a infecciones pasadas. Se ha determinado que
los anticuerpos generados por una infeccion pasada pueden persistir por largos periodos de
tiempo. En un estudio de seguimiento realizado por Sasagawa et. al., (2003) se encontré que los
anticuerpos IgA e IgG generados por una infeccién por VPH persisten en las SeCe durante un

periodo que va desde 9 hasta 15 meses.
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Es importante recordar que las VLP’s utilizadas en este estudio se produjeron a partir de
la secuencia de L1 de VPHI6, por lo que se determiné la presencia de especifica de VPHI16
dentro de las mujeres VPH(+) por PCR utilizando los primers LCR-f y LCR-r. Se observé que el
52% de las mujeres VPHI16 presentaron anticuerpos capaces de inhibir la unién de VLP’s a
heparina, mientras que el 44% de las mujeres infectadas con algin tipo de VPH diferente al
VPHI16 presenté anticuerpos inhibitorios. El anilisis estadistico indicé que la proporcién de
mujeres con anticuerpos inhibitorios entre los grupos VPH#16 y VPH16 fue similar (p = 0.396).
Estas observaciones sugieren que diferentes tipos de VPH inducen la produccién de anticuerpos
capaces de inhibir la unién de VLP’s de VPH16 a heparina.

Interesantemente, los datos parecen indicar que los anticuerpos generados contra la
infeccién de un VPH diferente al VPH16 son capaces de inhibir la unién de VLP’s de VPHI16 a
heparina por lo que los anticuerpos estudiados podrian estar generando reaccién cruzada. Estos
datos contradicen las observaciones hechas por otros investigadores, los cuales plantean que la
generaci6n de anticuerpos neutralizantes contra VPH es tipo-especifica (Christensen et. al., 1994;
Christensen .et. al., 1996; Wang et. al., 1996; Wang et. al., 2000; Giroglou et. al., 2001). Sin
embargo en dos trabajos posteriores, se observé que mujeres infectadas por VPH de los tipos 16,
18, 31, 33 y 58 generaban anticuerpos sistémicos que disminuian el riesgo de adquirir nuevas
infecciones con VPH relacionados, sugiriendo que esto se debia a reaccién cruzada (Combita et.
al., 2002; Ho et. al., 2002). Dado que las evidencias experimentales hasta el momento no han sido
contundentes, no se puede descartar la posibilidad de que la presencia de anticuerpos inhibitorios
se deba a una infeccién pasada por VPHI6. Por lo tanto, es necesario hacer un estudio mds

profundo para poder determinar las especificidad de los anticuerpos estudiados.

Los dominios de uni6n a hepardn sulfato son altamente conservados en las proteinas que
tienen como ligando a esta molécula. Joyce et. al., (1999) demostré que en el extremo carboxilo
terminal de L1 se encuentra la secuencia XBBBBXB (donde B es lisina o arginina) la cual es
muy similar a las secuencias de unién a hepardn sulfato presentes en otras proteinas. Otros
estudios proponen también al extremo carboxilo terminal de L1 como el encargado de la uni6n al

hepardn sulfato para los VPH tipos 11, 16 y 31 (Bousarghin et. al., 2003). Es posible que al ser el
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hepardn sulfato co-receptor para diferentes tipos de VPH (Giroglou et. al., 2001, Combita et. al.,
2001; Selinka et. al., 2002; Shafti-Keramat et. al 2003, ) el epitope que permite la unién del virus
a éste sea también una secuencia conservada en los diferentes tipos de VPH (como ocurre en
proteinas celulares) y esto genere la reaccién cruzada observada en nuestro estudio. Para
determinar si esta secuencia de unién a heparin sulfato es conservada deben realizarse
alineamientos miiltiples de la secuencia de aminodcidos de L1 de diferentes tipos de VPH y

determinar si la identidad de dichas secuencias es mayor al 20%.

Con los datos obtenidos en este estudio no podemos asegurar que los anticuerpos
estudiados sean capaces de neutralizar al virus, para ello se requiere realizar experimentos de
infecciébn con pseudoviriones. Los pseudoviriones consisten en un plismido de DNA
empaquetado dentro de VLP’s y son utilizados como vehiculos para transferir genes dentro de las
células (Unckell et. al., 1997; Kawana et. al., 1998; Touzé et. al., 1998). Combita y colaboradores
(2001) utilizaron pseudoviriones de VPH 16, 18, 31, 33, 39, 45, 58, 59 y 68, que contenian el gen
luciferasa, para transfectar células Cos7. En este estudio se observé que al pre-incubar los
pseudoviriones con heparina se reducia la transferencia de genes dentro de las células. Por otro
lado, Selinka et. al., (2002) observaron que al pre-incubar células Cos7 con heparinasa, se inhibia
la transferencia de genes al interior de la célula por psuedoviriones de VPH33. Puesto que se ha
observado que la transferencia de genes a través de pseudoviriones de VPH depende de heparén
sulfato, consideramos que es un modelo apropiado para determinar si los anticuerpos inhibitorios

de la unién a heparina bloquean la entrada del virus a la célula.

Una forma para estudiar si los anticuerpos inhibitorios presentes en las SeCe son capaces
de proteger contra una infeccién es a través de estudios de seguimiento. En este estudio se
incluyé un grupo de mujeres que presenté eversion glandular. Se sabe que el tejido glandular
evertido puede ser ficilmente traumatizado, por ello el riesgo de infeccion por VPH y otros
patégenos es mayor (Dowe et. al., 1999; Jacobobson et. al., 2000; Moscicki et. al., 2001; “Rocha-
Zavaleta et. al., 2003). En estudios previos hechos en nuestro laboratorio se observé que las

mujeres que presentan EvGl son mds susceptibles de sufrir una infeccién por VPH que aquellas
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mujeres que no presentan EvGl (“Rocha-Zavaleta et. al., 2003). Por esta razon, este tipo de
pacientes es sometida a una operacién para retirar el tejido evertido. Se sabe que durante el
periodo de recuperacién del epitelio, aproximadamente ocho semanas, existe una proporcién de
mujeres que se reinfecta, o adquiere una infeccién de novo. Dadas sus caracteristicas, estas
pacientes conforman un grupo de estudio de seguimiento adecuado. Por lo tanto, en nuestro
trabajo estudiamos la presencia de anticuerpos inhibitorios en mujeres con EvGl antes y después

de la intervencién quirtrgica, y lo asociamos con la adquisicién de infecciones por VPH.

Se observé que antes de la operacién el 68% de las mujeres presenté anticuerpos
inhibitorios, mientras que ocho semanas después de la misma sélo el 32% de las mujeres presenté
anticuerpos inhibitorios. Nos pareci6 interesante que aunado a esto, se observé que el nimero de
mujeres infectadas aumenté hasta un 65% después de la operacién. Esto podria deberse a una
inmunosupresién local producida por la operacién que se les practicé a las pacientes, lo cual a su
vez podria explicar el aumento en el nimero de mujeres infectadas. Estudios hechos en nuestro
laboratorio concuerdan con estos datos, ya que hemos observado que el titulo de anticuerpos
presentes en las secreciones cervicales de las pacientes disminuye después de la operacién (datos
no publicados). Por otro lado se ha demostrado que pacientes inmunodeprimidas, ya sea por
transplantes, infeccién por VIH u otra razén, son mds susceptibles a la infeccién por VPH y
generalmente presentan infecciones persistentes o lesiones asociadas avanzadas (Halpert et. al.,
1986; Laga et. al., 1992).

Para determinar la correlacién entre la presencia de anticuerpos inhibitorios y la
proteccién contra la infeccién por VPH, analizamos un grupo de pacientes con EvGI que antes de
la operacion eran negativas a la presencia de DNA viral. Interesantemente en las mujeres que
adquirieron una infeccién post-operativa la proporcién de mujeres con anticuerpos inhibitorios
disminuy6é en un 70% mientras que en aquellas mujeres que permanecieron negativas a la
presencia de DNA la proporcién de mujeres con anticuerpos inhibitorios disminuyé solo en un
35%. La presencia de DNA viral después de la operacién podria ser explicada por la disminucién

de los anticuerpos inhibitorios, lo cual hace mds susceptibles a la mujeres de infectarse con VPH
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durante el periodo de recuperacién; mds ain podemos inferir que la existencia de anticuerpos
inhibitorios previos a la infeccién reducen el riesgo de una nueva infeccién. Estas observaciones
concuerdan con un estudio de seguimiento realizado por Wang y colaboradores (1996) en donde
observaron las fluctuaciones de anticuerpos IgA e IgG de SeCe durante varios meses. Sus
resultados mostraron que al detectar bajos titulos de anticuerpos en las SeCe se reducia la
posibilidad de proteccién frente a una nueva re-infeccién. Algo similar se ha observado en los
anticuerpos sistémicos, Ho y colaboradores (2002) observaron que la persistencia conjunta de

anticuerpos IgG e IgA reducia en un 53% el riego de re-infeccion.

Por otro lado se estudié un grupo de mujeres con EvGl que antes de la operacién fueron
positivas a la presencia de DNA. Después de la operacién el 70% de las mujeres permanecieron
infectadas y la proporcién de mujeres con anticuerpos inhibitorios se vio reducida en un 58%.
Estos datos parecieran contradecir nuestras observaciones anteriores, pues sugieren que la
presencia de anticuerpos inhibitorios en mujeres previamente infectadas no disminuye el riesgo
de adquirir una nueva infeccién. Una probable explicacién es que los anticuerpos no son capaces
de eliminar una infeccién establecida. Los anticuerpos solo pueden interactuar con los viriones
cuando éstos se encuentran fuera de la célula, una vez que el virus ha infectado a la célula los
anticuerpos no pueden interactuar con €l. Para eliminar una célula infectada es necesario que se
desarrolle una respuesta inmunolégica celular, ya que solo los linfocitos T son capaces de

destruirlas.

Esta hipétesis es apoyada por trabajos previos en los que se observé que los anticuerpos
locales IgA e IgG no son capaces de eliminar una infeccion establecida, sugiriendo que para ello
es necesario una respuesta inmune celular (Bontkes et. al., 1999). En un trabajo posterior
Nakagawa et. al., (2002) estudié un grupo de mujeres infectadas por VPHI6 y encontré que al
inicio de la infeccién el 50% de las mujeres presenté anticuerpos sistémicos anti-L1 y ninguna
present6 linfocitos T citotéxicos (CTL), al cabo de unos meses las mujeres eliminaron la
infeccién y todas presentaron anticuerpos y CTL’s. Por otro lado Kawana et. al., (2002) encontré

que en las lesiones de bajo grado de mujeres que presentaban anticuerpos neutralizantes en suero



poseian un menor nimero de copias de DNA viral que aquellas lesiones de mujeres que no
poseian anticuerpos neutralizantes. Mds aiin, observaron que las lesiones con un bajo niimero de
copias de DNA viral, podian revertir. Adn cuando estos datos parecen contradecir las
observaciones previas, los autores no descartan la posibilidad de que la respuesta inmunolégica

celular podria ser indispensable para la eliminacién de la infeccién.

De acuerdo a los estudios previos y a las observaciones obtenidas en nuestro estudio
sugerimos que la respuesta humoral local podria estar jugando un papel primordial en el control
de la infeccién al impedir una infeccién de novo o bien al evitar una re-infeccién por los virus
producidos en las células infectadas. Sin embargo es necesario que conjuntamente se de la

activacion de una respuesta inmune celular para eliminar una infecci6n establecida.

La mayoria de los trabajos serol6gicos del VPH se han enfocado al estudio de los
anticuerpos sistémicos dejando de lado a los anticuerpos locales del cérvix. Sin embargo en los
tdltimos afos se ha reconsiderado la funcién que pueden tener los anticuerpos locales frente a la
infeccién por VPH, ya que el sistema inmunolégico de las mucosas es la primer linea de defensa
contra patégenos que infectan los epitelios. En este trabajo hemos mostrado que los anticuerpos
presentes en las secreciones cervicales de mujeres infectadas por VPH pueden inhibir la unién de
VLP’s de VPHI6 a heparina, sentando el primer indicio del papel que pueden jugar los
anticuerpos locales frente a la infeccién por VPH, el cual servird de base para futuros estudios ya

que la linea de investigacién queda abierta.
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8. CONCLUSIONES.

Las mujeres infectadas por el virus del papiloma humano presentan anticuerpos locales

capaces de inhibir la unién de VLP’s de VPH16 a heparina.

Mujeres negativas a la presencia de virus del papiloma humano presentan anticuerpos

inhibitorios.

Las mujeres infectadas por virus del papiloma humano diferente al tipo 16 presentan
anticuerpos en secreciones cervicales capaces de inhibir la unién de VLP's de VPHI6 a

heparina.
La existencia de anticuerpos inhibitorios previos a la infeccién reduce la probabilidad de

adquirir una nueva infeccién. Por el contrario, la ausencia de anticuerpos inhibitorios

incrementa el riesgo de adquirir una infeccién.
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9. PERSPECTIVAS.

Los resultados obtenidos en este trabajo son prometedores, pues lo observado en nuestro
sistema in vitro, podria estar reflejando lo que sucede in vivo. La linea de investigacion
continuard con la realizacién de los ensayos de infeccién, para determinar si los anticuerpos
presentes en secreciones cervicales son capaces de inhibir la transferencia de genes por
pseudoviriones. Més atin, dado que la respuesta inmunol6gica humoral actia conjuntamente con
la respuesta inmunolégica celular para eliminar la infeccién, es necesario continuar con estudios
de seguimiento analizando ambas respuestas inmunolégicas para comprender los procesos
involucrados en la respuesta fisiolégica frente a la infeccién. Los resultados obtenidos podrén en
un futuro, ser aplicados en el desarrollo de nuevas estrategias para el tratamiento y prevencién de

la infecci6n por virus de papiloma humano.
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11. APENDICE.

A.l. PBS

8¢ de NaCl (Cloruro de sodio)

0.2g de KCI (Cloruro de potasio)

1.44g de Na,HPO, (Fosfato dibésico de sodio)

0.24g de KH,PO4 (Fosfato monobdsico de potasio)

Diluidos en 800ml de agua destilada. Ajustar el pH a 7.4 con HCI. Aforar a 1L y esterilizar 20

minutos a 15Ib/sq en ciclo liquido. Se sella la boquilla del recipiente con parafilm y se almacena
a4°C.

A.2 Medio de congelacion.

Para la linea celular Sf9:

60% de medio GRACE’S

30% de Suero fetal de bovino (SFB)
10% Dimetilsulféxido (DMSO)

Se esteriliza por filtracién y se sella la boquilla del recipiente con parafilm. Se almacena a 4°C.

A.3 Solucién PBS-BSA

20gr BSA (Albumina)
Diluidos en 1L de PBS (1X). Se almacena a 4°C.

A.4 Solucién Agua-Tween 20

En 900 ml de agua bidestilada se diluyen 500u1 de Tween 20 y se afora a 1L. Se almacena a 4°C.
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A.5 Solucién TBS-T (TBS-Tween)

TBS

6.5g Tris base

8.7g NaCl

Diluidos en agua bidestilada, se ajusta el pH a 7.6 y se afora a 1 litro. Se almacena a 4°C.
En 900 ml de TBS se adicionan 100 pl de Tween 20, se afora a 1L y se almacena a 4°C.
A.6 Solucién TBS-T-BSA (TBS-Tween 20-BSA).

20gr BSA
Diluidos en 1L de la solucién TBS-T. Se almacena a 4°C.

A.7 Solucién de dietanolamina

En 800 ml de agua bidestilada se diluyen 100 ml de dietanolamina. Se ajusta el pH a 9.8 y se
afora a IL. Se almacenan a 4°C.

A.8 Solucién de hidréxido de sodio 1M.

39.99 gr de NaOH
Diluidos en 1L de agua bidestilada.
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