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RESUMEN

La infeccion por virus de papiloma humano (I-HP\g) e principal factor etiol6gico
para el desarrollade cancer cérvico-uterino (CaCu), su asociaciériosntumores
malignos es cercana al 100%. En nuestro Pais, €luGanstituye un problema
importante de salud publica, debido a que mas @€ #ujeres mueren cada afio a
causa de esta neoplasia. La I-HPV es una enferm#gladansmision sexual que se
mantiene latente por periodos largos de tiempcgssena que cerca del 60% de la
poblacion sexualmente activa presenta I-HPV, paule su propagacion se incrementa
dia a dia, razon por la cual es imprescindibleeshdollo de métodos eficaces para la
deteccion oportuna de este virus. La detecciénntieugrpos especificos a antigenos
del virus de papiloma humano (HPV) por el métod&HESA, se ha utilizado como un
marcador de exposicion acumulada de la infecciGnpagticular por la presencia de
anticuerpos contra las proteinas estructurales L2 gue sugieren infecciones previas
Nuestro grupo de trabajo ha identificado previamejie la secuencia 417-425 (péptido
IHSMNSTIL) o péptido P16, derivado de la proteinh del HPV-16, (la cual es
altamente conservada entre secuencias de L1 des\4FV de alto riesgo asociados al
CaCu), es fuertemente reconocida por anticuerpeseptes en sueros y secreciones
cervicales de mas del 90% de mujeres que cursenfelecion por HPV de alto grado
Por lo antes ya mencionado esto se realizé comadidad utilizar el péptido P16 para
analizar la presencia de anticuerpos IgA en semmeside mucosa bucal y cervical y de

IgG en sueros de pacientes con infeccion por HP&ltdeiesgo.

En este trabajo se estudiaron muestras de secesdiutales, cervicales y suero de 29
pacientes con displasias de bajo grado, todas @disitivas a la infeccion por HPV de
alto riesgo, de las cuales 16 so6lo presentabanVi-i8l lesion histopatoldgica y 13
cursaban con neoplasia intraepitelial grado 1 (NiGsimismo se tomaron muestras de
un grupo control de 29 donadoras normales (negasia I-HPV). A través de ensayos
de ELISA se evalud la reactividad de anticuerpds &g las secreciones, e IgG en
sueros hacia el péptido P16 y hacia particulas Vipges (VLPs) de la vacuna de
Gardasil (constituidas de las proteinas L1 de HBV-18, -6 y -11).
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Se encontré que el promedio de anticuerpos IgA offspes hacia el péptido P16
detectado en secreciones bucales fue de 0.79 A@osntes con I-HPV de 0.95 DO en
pacientes con NIC 1 y de 0.23 DO en el grupo cbriteodonadoras normales. En
secreciones cervicales los valores promedio ermdodrfueron: 0.81 DO en pacientes
con I-HPV, 1.12 DO en pacientes con NIC 1 y 0.35 BP® donadoras normales.
Finalmente, los promedios de anticuerpos IgG sgrspecificos al péptido P16 fueron
de 1.15 DO en pacientes con I-HPV, 1.23 DO en pé&esecon NIC 1 y de 0.40 DO en
donadoras normales. En todos los casos, los argicsiégA e IgG encontrados en las
pacientes con I-HPV y con NIC 1 fueron significativente mayores a los encontrados
en las donadoras normales, ANOVA P<0.0001 y 95%aidianza. El 100% de los
pacientes estudiados dieron positividad de anfiasehacia el péptido P16, mientras
que el 85% dio positividad hacia las VLPs de launacGardasil, al utilizar las tres
muestras biologicas (secrecion bucal, secrecidricagry suero); de manera interesante
mas del 80% de los pacientes dio positividad hacigéptido P16 en las muestras de
secrecion bucal.

Estos resultados nos permiten sugerir que el peptid puede ser de gran utilidad para
la deteccién de anticuerpos IgA en secrecioneslésigacervicales y de IgG en suero
de pacientes con displasias de bajo grado conciofees por HPV de alto riesgo, los
cuales han generado una respuesta inmune de fatunalrhacia la proteina estructural

L1 de estos tipos virales.



KWQ wa Pérez Saldaina

INTRODUCCION
CANCER CERVICO-UTERINO

El cancer cérvico-uterino (CaCu) es la segundaacdasmuerte por tumores malignos
entre las mujeres de todo el mundo y actualmestel primer cancer reconocido por la
Organizacion Mundial de la Salud que es 100% abiewa la infeccion por el virus de
papiloma humano (HPV) (Bos@hal 2002, Mufiozt al 2002).

Este virus es transmitido via sexual y es una slenias comunes en el mundo al menos
el 60% de las mujeres con vida sexual activa mendee35 afios han tenido infeccion
genital por HPV (Hernan 2003). Asi mismo, en Méxycen la mayoria de los paises en
vias de desarrollo, la infeccion por HPV vy la imridia de cancer cérvico-uterino se
incrementan dia a dia, debido a que es asintomatiEa mantiene latente por largos
periodos de tiempo (Hernan 2003). La mayoria dasestfecciones son transitorias y
clinicamente no son evidentes debido a que el ¥0-@@ mujeres infectadas resuelven
la infeccién en 12 a 30 meses (Evaneteal 1995 y Ho GYet al 1998) y se estima que
s6lo un 5 a 8% de mujeres que la padecen desagtd@liaCu (Torroellat al 1998).

Esta enfermedad tiene un periodo largo de transi@dn que inicia con los cambios en
el epitelio cervical, y gradualmente van acentu&eden un término de 1-10 afos
después de la infeccion persistente por el HP\aesforman en carcinoma invasor
(Castellanos 2003). La edad promedio para el dakadel cancer cérvico-uterino es

aproximadamente 50 afios, sin embargo puede atentajeres de 20 afos e incluso de
edades menores. El cAncer cérvico-uterino estétdimente relacionado con él nimero

de compafieros sexuales a lo largo de la vida (N2028).
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MARCO TEORICO

La Inmunologia se inici6 como una rama de la mialolgia con el fin de estudiar
enfermedades infecciosas y la respuesta inmuneodgnismo hacia ellas. La
inmunidad significa proteccion frente a la enferatkdnfecciosa (Abbast al 2004).
Los seres superiores estamos constantemente dafdodiuestra integridad biolégica
de las agresiones, procedentes del exterior asd ctwhpropio organismo. De no ser
asi, moririamos a consecuencia de tumores e iofeeside bacterias, virus, hongos,
entre otros. Para que estos fenomenos de defenkavee a cabo, los organismos
disponen de un conjunto de elementos especialescicto comosistema inmune
(Roitt et al 2004).

El sistema inmune tiene cuando menos tres propésdadhcionales principales que
permiten la defensa del cuerpo. La primera es dterea especificidad, con la

propiedad de reconocer y distinguir una diversidadnoléculas blanco distintas para
responder o no ante el agente agresor. La segafetdyia una discriminacién entre lo
propio y lo extrafio, y la tercera es que el sistémaune posee una memoria con la
propiedad de adaptarse a partir de experienciagagreon un agente patégeno (Kindt
et al 2007).

La capacidad de defensa se adquiere antes deyneossolida en los primeros afios de
la vida fuera del seno materno. La primera lineaafensa son las barreras mecanicas
como la piel, que cubren superficies corporales wtae fisicamente que
microorganismos y otros agentes potenciales nogreretren a los tejidos internos.
Otra son células especializadas con la capacidaca®mocer, secuestrar y eliminar
varios tipos de microorganismos o sustancias perales. Contamos con dos sistemas
funcionales mas o menos distintos, con base epaele resistencia (inmunidad) que
confieren contra patégenos particulares que ésnainidad innata y la inmunidad
adaptativa (Abbaset al 2004).
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LA INMUNIDAD INNATA

Llamada también inmunidad natural se refiere &déstencia existente al nacimiento en
que se presenta por primera vez frente a un patolgsncuales son los sistemas de
defensa con reconocimiento no clonal son llamadgsdabido a que todas las células
gue se diferencian de la célula progenitora tienenisma capacidad de respuesta, la
cual no se adapta o cambia a una particular irdac@ustynet al 1993). El sistema
inmune innato incluye un grupo de leucocitos llaogsathgocitos, el cual comprende al
linaje monocito-macréfago y a los polimorfonucleare granulocitos (neutrofilos,
basofilos y eosindfilos). Asi mismo, también in@duy otro grupo de células llamadas
asesinas naturales (células NK) que son capaceestaiir a células infectadas con
virus, a células embrionarias o a las células tatasr Aunado a ello, el sistema innato
también incluye megacariocitos que producen plaglejue estan involucradas en la
coagulacion sanguinea y en la respuesta inflanaattai cual frecuentemente ocurre
cuando hay alguna infeccién, conduciendo a lososias clasicos del dolor, calor,
enrojecimiento e hinchazon. Los principales tipetulares vistos en la respuesta
inflamatoria en su fase inicial son los neutréfilesguidos por los macrofagos (Margni
2000).

INMUNIDAD ADAPTATIVA

También llamada inmunidad especifica se refier@ @esistencia débil o ausente en el
momento de la primera exposicion, pero que aumedatananera significativa con
exposiciones subsecuentes al mismo patdégeno a@spe¢Margni 2000). El sistema
inmune innato provee la primera linea de defensatr&o muchos de los
microorganismos mas comunes, sin embargo estéempg elimina la infecciéon y no
puede reconocer a muchos patdogenos. Cuando larpriiimea de defensa fracasa,
entran en accion los linfocitos del sistema inmadaptativo, compuestos por linfocitos
T y B, éste se caracteriza por la especificidadlaely la generacion de memoria para
contrarrestar el efecto del patégeno en un segatatpue, desarrollando varias formas
de defensa y que también provee un incremento amvel de proteccion de una
subsiguiente reinfeccion con el mismo patéogenoel@aget al 1997, Roitt 2000). La
activacion de los linfocitos depende criticament su interaccion con células
fagociticas quienes ademas de procesar, muestagmédntos de antigenos a los

linfocitos (Abbaset al 2004). Por tanto, los millones de linfocitos enoefjanismo
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pueden dar lugar a millones de especificidadedq aguel linfocito que encuentra un
antigeno para el cual su receptor se une, sengadotia proliferar y diferenciarse a
células efectoras. Por lo tanto la especificidathdan la respuesta inmune adaptativa se
basa en la teoria de la seleccion clonal. La respuemune adaptativa esta dada por
dos vias de reconocimiento antigénico llevadashke qmor los linfocitos B y T, los
cuales confieren la inmunidad humoral y celulapeetvamente (Roitt 2000).

ONTOGENIA DE LINFOCITOS B

El desarrollo de los linfocitos B tiene lugar ensakto vitelino, médula 6sea e higado
durante la 82 y 92 semana del desarrollo fetal. llidecitos no diferenciados son
liberados a la sangre y son llamados pre-linfocitbende llegan al timo para
diferenciarse en linfocitos T los cuales van a oconfr el 70-80% de los linfocitos
circulantes en la sangre. Una cierta parte de fedimfocitos se queda en la médula
O0sea y maduran en linfocitos B, parte de estos sala sangre, donde pasan a formar el
20-30% de los linfocitos circulantes y el restakga en los tejidos linfaticos (Abbas

al 2004).

Cada persona tiene millones de variedades de iiofoB y T, cada uno con el potencial

de reaccionar a un antigeno diferente. Se estimairqcialmente tenemos una o dos
copias de cada variedad, y que segun vamos siequesos a los antigenos, las
células que reaccionan a esos antigenos partisidarean estimulando y clonando para
tener luego multiples copias de las variedadesirdecltos estimuladas (Janeway y

Travers 1997).

El ciclo vital de las células B pueden ser divididm 4 fases:

FASE 1 Generacion de células B en la médula 0sea.

FASE 2 Eliminacion de células B autorreactivaseemédula 6sea.

FASE 3 Activacion de células B por el antigeno &xir en los tejidos linfoides
primarios.

FASE 4 Diferenciacion en células plasméticas sexastde anticuerpos y células B de

memoria en los tejidos linfoides secundarios.
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Los estadios del desarrollo de la célula B en ldut@dsea estdn marcados por pasos
sucesivos de reordenamiento y expresion de lossgeedas inmunoglobulinas. Las
células B derivan de células troncales hematopm®plurioternciales presentes en la
médula 0sea; las primeras células del linaje sondtlascélulaspro-B que conservan
una capacidad limitada de autorreenovacion y sdetivyara producir mas células pro-
B. Se sabe que durante este estadio se llevan &mlbombinaciones genéticas para

poder producir las distintas inmunoglobulinas (Ig).

El reordenamiento de los genes de cadenas pesegtdesen primer lugar y esto ocurre

en las células pro-B la unién deyBon J; se produce en estadio délula pro-B
temprana seguida por la unién depVa DJ,; en el estadio deélula pro-B tardia. La
cadena pesada [ es el primer tipo de cadena pgsadse produce ya expresada esta
cadena se le denomigélula pre-B, estas presentan dos estadios en el desarrolio de
célula B, laxcélulas pre-B grandesmenos maduras y laglulas pre-B pequefiasnas
maduras. Las células pre-B grandes se caractepagariener un complejo proteico
llamado receptor de las células pre-Bgue consiste en cadenas pesadas Y cadenas
livianas sustitutas, que se sintetizan so6lo encklslas pre-B, y los polipéptidos

inmunoglobulina (Igk y B (Stanley 2005)

La presencia de moléculas del receptor celular ®lyme sefales intracelulares que
retienen el reordenamiento del locus de la cadesada de las Ig's y la sintesis de
cadenas livianas sustitutas. La célula pre-B grgmudifera para producir muchas
células pre-B pequefas en las que el receptoracghue-B ya no esta presente, las
cadenas [ estan confinadas en el citoplasma y nami reordenamiento del locus de
las cadenas livianas de las inmunoglobulinas. Uea sintetizadas estas cadenas
livianas se unen a las cadenas pu para formar nlagde IgM que son transportadas a
la superficie celular en la forma de un complejaekeptor de células B funcionales y
se define como unzélula B inmadura Figura 1 (Abbagt al 2004, Janewast al 2001,
Moreno 1996, Roitt 2000).
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Figura 1. Diferenciacion y cambios fenotipicos aelinfocitos B en la médula.
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En este momento el desarrollo del las células Betidugar en la médula 6sea y no
requiere de la interaccion con el antigeno espegifia aleatoriedad del proceso de
reordenamiento génico determina que un parte derdosptores de las células B
reaccionen contra los constituyentes del cuerpoeaos que sean eliminados del
repertorio, las células B que tiene estos receptbemen el potencial de producir un
respuesta autoinmunitaria y provocan una enfermadéinmunitaria. Las células B
inmaduras empiezan a ser seleccionadas en estemuopa@a que sean tolerantes a los
constituyentes normales del cuerpo y también erapiex entrar a la circulacion
periférica. Por lo que a esta altura el corte y@&mp alternativos del mRNA de los
transcritos del gen de la cadena pesada producEn ylgtambién IgM como
inmunoglobulinas unidas a la membrana. Entoncesossidera que es una célula B
madura llamadas también células B virggmesve) porque aln no se han expuesto aun
antigeno especific@bbaset al 2004).

El desarrollo de la célula B en la médula 6seanidpee una red de células del estroma
no linfoides que les proporciona microclimas espeaados en sus diversos estadios de

maduracion; éstas tienen dos funciones diferentes:

*Establecen contactos especificos con la superfieidas células B a través de la

interaccion de moléculas de adherencia y sus lgand
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*Producen factores de crecimiento que actian sareélulas B unidas a ellas como
factor de células troncales (stem-cell factor S@R)do a la membrana que es
reconocido por un receptor llamado Kit que se emitaeen las células B inmaduras.
Otro factor importante para el crecimiento es leerleucina 7 (IL-7) una citocina
secretada por las células de la estroma que achia ks células pro-B tardias y las
células pre-B (Janeway 1997).

Las células troncales mas inmaduras se localizala eagion del subendostio de la

médula dsea que esta adyacente a la superficiaardel hueso, cuando las células B se
desplazan, sin perder contacto con las célulasstebma hacia el eje central de la
cavidad medular. Los estadios mas tardios de lairaaidn son menos dependientes
del contacto con las células del estroma lo qumipemue las células B abandonen la
médula ésea. El estadio final en que las célulasr&duras se transforman en células B
maduras, puede ocurrir en la médula 6sea, o emdsdafoides secundarios como el

bazo (Stitegt al 2000)

INMUNIDAD HUMORAL

La respuesta inmune humoral se lleva a cabo pgeteracion de Ig, las cuales son
producidas por las células B y son especificoadedpuesta inmune, son encontradas
en los fluidos de los componentes sanguineos, plasnen fluidos extracelulares.
Cuando el linfocito inactivo se encuentra con stigeno (Ag) complementario, la
célula es activada e inicia su multiplicacion. Ri® muchos clones capaces de
producir anticuerpos (Ac) contra el antigeno (Agle da activd. Algunas de estas
células pasan al tejido linfatico contiofoncito B de memoria, listos a reaccionar
multiplicandose y diferenciandose cuando el Ag vaieh presentarse en el cuerpo
Figura 2 (Abbast al 2004, Janewagt al 1997, Moreno 1996, Roitt 2000).
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Figura 2. Sucesos y etapas de la Respuesta Inmumersll

Respuesta Respuesta
humaoral primaria humeoral secundaria
Primera Infeccidn
infeccion repetida F G
: potcs Célula ff’ ;E’;lgf'
= ; B secretora de ﬁ E;,
g 2 ¥
anticue r; 0% '_Y 5{{
i "?""F_%,
-‘-_} .
: . Celulas secratoras s
=i de anticuerpos en .
= los tejidos lmhﬂ.trﬁui v Y
o) f — i *
% pari dricos g y—* :
: \ intesis de I'§ L | y
- Linfocilos B 4 =i 3 ? :?u o
B i 7 anticuerpos X -t —_— 7
i act VHQQS &. —ai e : M Ceaiulas -
% F de bajo nivel - 3‘ jﬂf plasmaiicas o ?-(
S ‘,f;a . - n{: da vida larga en ?h 33—
' N~ -'j“' X celulast = i, la medula osea
plasmaticas. '&m’m'm B Linfocito B
# de vida larga en —fﬂt & memoria da memaria
la medula osea
2 Llnfcc aeBvigeneg ~ - 0 . 000 0= P, £ A S Erree ) T AL Ly
0 7 ' =30 0 3 10 N ~30
Dias tras la exposicion al antigena > Dias tras la exposicién al antigeng

Tomado de Abbaa al 2004.
La inmunidad humoral es el principal mecanismo de defensa frente a los

microorganismos extracelulares y sus toxinas, @ehidiue las Ig°s secretadas pueden
unirse a éstos para facilitar su eliminacién. Codd(Roittet al 2004).

Cuadro 1. Elementos del sistema inmune humoralfyrsuion

Elementos del Sistema Inmune Humoral

CELULAS ACCION

Linfocitos B Transportan receptores de un antigeno particulaonees sqg
dividen en células plasmaticas y de memoria.

Pueden ser medidas por la proliferacion generdhsieélulas B a
antigenos especificos.

Células de Memoria | Recuerdan encuentros previos y responden mas nagnde a
infecciones subsecuentes.

Anticuerpos Proteinas especializadas que se fijjan a un sol@eaa en
particular resultando en su destruccion, eliminacioo
neutralizacion.

Tomado devww.fbr.org/swksweb/immunolymeoutline.html

Las Inmunoglobulinas, son proteinas anticuerponadtde especificas que son
producidas en respuesta a antigenos especificias &sforma de Y con sitios que son
altamente variables de una molécula a otra; estattion constituye la fase de
reconocimiento de la inmunidad. Poseen una altacdgpdad para una estructura
antigénica particular; son diversas como gruporyadividades biolégicas secundarias
(Abbaset al 2000).
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Una inmunoglobulina tipica consta de una estructwaernaria formada por cuatro
cadenas polipeptidicas; dos cadenas largas idériiraadas cadenas pesadas (de 55 a
70 kDa cada una) y dos cortas llamadas cadenasdigie 24 kDa. Ambos tipos de
cadenas contienen una serie de unidades homolegeisdas, de unos 110 aminoacidos
de longitud, plegadas independientemente para fommamotivo globular comun
conocido como dominio de las inmunoglobulinas (domilg). Estos dominios Ig
contienen dos capas de hoja plegidaon 3-4 porciones de cadena polipeptidica
antiparalela. La superfamilia de las inmunoglolagingloba a una serie de proteinas
de relevancia inmunitaria que contienen regionags elomismo motivo, y que estan
relacionadas estructuralmente. Se cree que todoselgmentos génicos que codifican
los dominios Ig han evolucionado de un mismo gerestnal Figura 3 (Weissmahal
1993, Moreno 1996 y Janewatyal 2005.

Figura 3. Esquema de la estructura de las inmubagias.

CHz=

CHz

Region bisagra

CHa
CHa
CH4
CH=

Tomada devww.sanidadanimal.info/.../images/4inmunog.gif

-5-5-
Puentes
disulfuro

Las regiones constantes de la cadena pesada (tdenda Y), son codificadas por
segmentos genéticos contiguos, los cuales defimgrclhses de los anticuerpos que
determina las propiedades funcionales, la unioesias cadenas con una ligexa\)

constituye un isotipo, que son los diferentes slageanticuerpos en el humano.

Existen cinco (IgM, 1gG, IgA, IgE e IgD) los cualeenen propiedades distintas, como
en el caso de IgM, IgG3, e IgG1 que activan el dempnto, y de IgM e IgG que

11
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aglutinan bacterias y precipitan antigenos solubksiéndolos mas accesibles a las
células fagociticas (Weissmash al 1993, Nossal 1993, Barresh al 1998, Moreno
1996 y Janewayet al 1997. Las inmunoglobulinas tienen la propiedad de unirse
especificamente al antigeno que indujo su formadids extremos de la "Y", por
ejemplo, contienen el lugar que se une al antigepor tanto, reconoce elementos
extrafios especificos. Esta region del anticuerpdlasea Fragmento de unién al
antigenoo regionFab. Esta compuesta de un dominio constante y otiablarde cada
una de las cadenas ligera y pesada del anticu@®wmam 1979). El paratopo esta
conformado por los dominios variables de la cadeesada y ligera en el extremo
amino terminal del monémero de anticuerpo. El pgpel desempefia la base de la "Y"
consiste en modular la actividad de la célula intana. Esta region se llama
Fragmento cristalizable o Fc y esta compuesta por dos o tres dominios constalate
ambas cadenas pesadas, dependiendo de la clasgicieérpo Janewayet al 2001).

Mediante la unién a proteinas especificas la refidse asegura que cada anticuerpo
genera una respuesta inmune apropiada para uruenpiic dado (Hubert 2001). La
region Fc también se une a varios receptores cetutzomo el receptor del Fc y otras
moléculas del sistema inmunitario como las proteit@ complemento. Al efectuar
esto, media en diferentes efectos fisiologicosuymhdo la opsonizacion, lisis celular y

desgranulacion de las células Figura 4.

Figura 4. A Conformacion de las cadenas pesad@sat de la inmunoglobulina;

B Localizacion de los fragmentos Fab y Fc, C Reggovariables y constantes.

A B C Regién
Variable

/ / R\ Fragmentos & 4
4 Fab v,
/, Cadena \

. N ya -
\={ Ligera
|
Cadena
Pesada Fragmento
Fc CH,

Tomada de Parham 2006.

Region
Constante

Tras la unién antigeno-anticuerpo (Ag-Ac), las aunesias extrafias son destruidas por

las inmunoglobulinas a través de mecanismos queepuger diferentes segun el tipo de

12
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inmunoglobulina que participa. Esto se debe a queque las distintas clases de

inmunoglobulinas tienen una estructura igual entasepartes de la molécula, en otras

partes presentan una estructura distinta. Podemas gue las inmunoglobulinas, al

detectar al antigeno y unirse a él, actian conmmsdrectores de la informacion de la

presencia de los mismos, que seran posteriormasteudios por el mecanismo mas

idéneo, en el que colaboraran ademas del propigcuanpo el sistema del

complemento, macrofagos, los polimorfonucleareélolas asesinas naturales (Moreno

2001).

Figura 5. Superficie molecular de IgA

La inmunoglobulina A (IgA) es la clase
predominante de anticuerpo en las secreciones
seromucosas del organismo como saliva,
lagrimas, calostro, secreciones respiratorias,
gastrointestinales y genitourinarias. En sangre se
encuentra como una molécula monomerica, pero
en mucosas esta en forma dimerica (IgA
secretora). Su funcién es identificar a los
antigenos e impedir que se localicen en las
mucosas Figura 5 (Pasrlow et al 2002).

Tomada devww.alerchek.com/IgA.htm

Figura 6. Superficie molecular de la 1IgG

La inmunoglobulina G (IgG) es una de las

cinco clases de anticuerpos humorales
producidos por el organismo. Se trata de la
inmunoglobulina predominante en los fluidos

internos del cuerpo, como: sangre, liquido
cefalorraquideo y liquido peritoneal (liquido

presente en la cavidad abdominal). Esta
proteina especializada es sintetizada por el
organismo en respuesta a la invasion de
bacterias, hongos y virus con la funcién de
opsonizacién, activacion del complemento, y
la inmunidad neonatal Figura 6 (Parslow et al
2002)

Tomada de http://es.wikipedia.org/wiki/lgG
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La IgG es la Unica clase de inmunoglobulinas grevisa Iglacentatransmitiendo la
inmunidad de la madre &bto. La IgG constituye el 80% de las inmunoglobulinas

totales. Es la inmunoglobulina mas pequefia, conpeso molecularde 150.000

Daltons asi puede pasar facilmente del sistema circutatta cuerpo a los tejidos. La
sintesis de 1gG se controla principalmente porsgh®ilo de losantigenosEn el caso
de animales axénicos (sin microbios), con nivekedsg muy bajos, el nivel de IgG se

eleva en cuanto se les traslada a un ambiente h{i{mdt et al 2007).

INMUNIDAD CELULAR

También llamada inmunidad mediada por células, edasl células T pueden reconocer
y responder a un antigeno proteico extrafio, cuamddragmento peptidico de la
proteina extrafia es presentado por moléculas dahplepp mayor de

histocompatibilidad (MHC) en la superficie de urduta blanco. Por lo tanto, la este
tipo de inmunidad se dirige a las células (o a encamia) que llevan los antigenos
extrafios en su superficie, y las reacciones inradag son de gran importancia
fisiologica para erradicar a los microorganismaslos virus que viven en el interior de

las células, es decir, dentro de las células ptaderas de antigeno (Abbetsal 2000).

Los microorganismos intracelulares, como los viyuaslgunas bacterias sobreviven y
proliferan en el interior de los fagocitos y ot@dulas del huésped, lugar al que no
tienen acceso los anticuerpos circulantes. La dafémente a este tipo de infecciones
depende de la inmunidad celular que induce la wEstm de los microorganismos
residentes en los fagocitos o de las células iafiest (Gostoudt al 2003).

Los linfocitos T son los principales componentes e¢rsistema inmune adaptativo
celular, y tienen un papel central en las respaastaunes, celular y la humoral. Los
linfocitos T reconocen antigenos que han sido ambas en péptidos cortos (Stanley
2005). Y se subdividen en poblaciones funcionalmetiferentes, definidas como
células T colaboradoras y las células T citolitioastotoxicas (Abbast al 2004). Las
células presentadoras de antigenos (CPA) expresaptores y secretan citocinas
locales que determinaran si estas células T, tohdn Th2 o el camino regulatorio.
Estas funciones de las CPA son activadas por ésaintion entre receptor-ligando de

las CPA y el patogeno, y también por citocinasréidas por las CPA y otras en los

14
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alrededores inmediatos. Las CPAs liberadas y laxiocas son el puente entre la
inmunidad innata y adaptativa. (Stanley 2005).

Las células T no producen anticuerpos, sus re@ptle antigenos son moléculas de la
membrana distintas de los anticuerpos, pero estalotente relacionadas con ellos.
(Janewayet al 2005).Tanto los linfocitos T cooperadores, con®ditotoxicos (CTL)

tienen una especificidad limitada para los antigeya que sélo reconocen antigenos
peptidicos unidos a proteinas del huésped cod#dgambr genes del MHC y que se
expresan en la superficie de células blanco (Sétes 2000). En el caso de estas
infecciones no estimulan una respuesta inflamatosia estrategias deliberadas para

evitar ser detectado (Frazer 2004).

En los canceres cérvico-uterinos asociados corP¥®l flecuentemente se encuentra una
pérdida o disminucién de la expresion alélica denléculas clase | del MHC, que
estan intimamente involucradas en el reconocimignpoesentacion de antigenos de
superficie. Esto podria explicar por qué algunosceees escapan a la vigilancia

inmunoldgica mediada por células (Serman 2002).

De hecho el estudio de la inmunidad celular diagmcia proteinas del HPV ha sido
enfocado principalmente hacia estas proteinasamhsdripcion temprana, las cuales al
ser sintetizadas endégenamente quedan disponiblesaitosol para ser degradadas a
péptidos y posteriormente presentados por moléddld€ clase | en la membrana

celular (Feltkampet al 1993).
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VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO

El Virus del Papiloma Humano (HPV) pertenece a danilia Papovaviridae, de
estructura icosahédrica de 72 capsomeros (60 hemamel2 pentameros) sin capsula
con un diametro aproximado de 55nm que contiegembma viral que posee un DNA
circular de doble cadena de aproximadamente 8kbOP® pares de bases de longitud
Figura 7 (Hebneet al 2006).

Figura 7. Virus de Papiloma Humano.

Tomado de: (httpswww.roche.de/.../hpv_verlauf.hm

El genoma del HPV se divide en tres regiones. farelarga de control (LCR) que no
contiene marco de lectura alguno, la region queesponde a las proteinas temprana de
la E1 a E8, y la regidbn que corresponde a las imadetardias L1 y L2 Figura 8
(McMurray et al 2001).

Figura 8. Genoma del HPV

8000/0

f ~ 7000 1000 7 o | --'
s Poli-A (tardios) __

g S

\.\ 5000 3000 S
B ’ Poli-A (tempranos) ~ j

e |
Tomada de Lopeet al 2006.
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El HPV, codifica para 8 proteinas, 6 de transcépdemprana (E) y 2 de transcripcion
tardia (L) Cuadro 2. Este DNA esta envuelto por cugierta o capside constituida en

aproximadamente 90% por la proteina estructuray eh el porcentaje restante por la
proteina L2 (Granofet al 1999). De aqui que, las proteinas L1 y L2 estandsie
utilizadas actualmente como antigenos para la geilder de vacunas preventi@&hen

et al 1995). De hecho, la propiedad que tienen estazipest de auto ensamblarse
cuando son expresadas en diferentes vectores rjpacteelulas de insecto, células de
mamifero), ha hecho posible la generacion y paian de particulas similares a virus
VLPs (del inglés Virus Like Particles) propias pamducir inmunidad en animales e
individuos vacunados. Varios estudios que hanzatib VLPs para vacunacion, han
mostrado la generacion de anticuerpos capaces wtealmear o inhibir la entrada de
estos virus a células blanco, no obstante estpsastas han sido altamente especificas
hacia el tipo particular de HPV el cual derivan $asuencias de las proteinas L1 y L2,
Cuadro 2 (Schilleet al 2004, Frazeet al 2004).

Cuadro 2.Proteinas del HPV.
Proteinas virales Funciones

Tempranas E1 Replicacion del DNA viral y mantenimiento episdm
E2 Transcripcion viral y replicacion, transformaci
E4 Modifica el citoesqueleto para permitir la lideidn del virus
E5 Proteina transformante, inhibicion de la degrsisiade EGFR
E6 Proteina transformante inactiva la proteinadBBibe la apoptosis
E7 Proteina transformante interfiere con Rb y reada sintesis de

DNA del huésped.
Tardias L1y | Principales proteinas de la capside, L1 constialiy®% y L2 el
L2 20%.

Tomado de Cheat al 1995, DiMaioet al 1994, Huibregtset al 1991, Miingeket al 1992,
Syrjanen 1999, Zur Hausen 2000.

El HPV es epiteliotrépico y por tanto puede infedéapiel, el tracto ano genital, boca,
laringe y es6fago (Tewaet al 2000), se han identificado 200 tipos (Zur Haused0)9

y los tipos de HPV’s genitales son clasificadosiusegu potencial para inducir

malignidad: de alto riesgo: 16, 18, 31, 36, 35,48,51, 52, 56, 58, 59, 68 73 y 82,
probable alto riesgo: 26, 53 y 66 y de bajo rie$gd:1,40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81
y CP6108 (Mufiozt al 2003).
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Se ha estimado que en nuestro pais el HPV-16 seemna en el 50% de los casos; el
HPV-18 en el 15%; los HPV-31, 33 y 35, en conjurial2%:; y otros tipos virales, en
el porcentaje restante (Muficd al 1997, Berumenet al 1995). Como todas las
neoplasias malignas, el carcinoma de cérvix es ecnmescia de una serie de
alteraciones en genes que regulan la proliferaggfular y apoptosis, en donde el HPV
es el factor mas importante en su etiopatogeniadded que el DNA del virus se
encuentra integrado en las lesiones invasoras endelda90% de los casos (Howley
1991). Aunque esto no es suficiente ya que solgpeaena proporcion de las mujeres
infectadas por el virus desarrollan cancer (Her2@®3) indicando que otros factores
estan implicados en la progresion de la infecciBarék et al 2000) como lo son la
multiparidad (cuando la mujer a tenido 7 6 mas ea#ws a término), el consumo de
cigarro, la inmunosupresion, (Mufiezal 2002) y el uso prolongado de anticonceptivos
orales (Morenet al 2002).

clicLo BlOLOGICO DEL HPV

El ciclo bioldgico del HPV esta regulado por doapeis particularels infeccion litica

y la infeccion lisogénicala infeccion litica los HPV llegan a las células aapacidad
para replicarse, penetran al citoplasma y postagaote al nucleo; ya estando en el
nacleo se replican en zonas episomales sin inggran el genoma celular y se
producen gran numero de copias virales, las coiiakes completan su estructura con
el ensamblaje de la capside; el gran niumero décpkas virales completas causan la
muerte de la célula y quedan libres, habitualmestas particulas virales completas ya
estan en las células diferenciadas muy cercanassaperficie de los epitelios (Zur
Hauseret al 2000).

La infeccion liso génicae caracteriza por afeccion directa del genomdaceken este
caso los HPV se consideran de alto riesgo (HPVL&Bdespués de alcanzar al nucleo
celular, algunos genes virales son integrados deatgl genoma de la célula huésped,
principalmente los segmentos E6-E7. La replicaciérios virus en este caso entra en
un lapso de espera hasta que la célula huéspedarspl propio DNA junto con el del
DNA viral (Zur Hauseret al 2000).
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Como el virus del papiloma tiene tropismo por Ipgatios, infecta las células basales
de piel y mucosas a través de microlesiones (leeah1988). En las células infectadas
se replica y produce 50 a 100 copias del genonad, Gue reparte en sus dos células
hijas durante la division celular, para mantenepahblacion. Por lo tanto el virus debe
alterar la progresién de la fase G1 a la S pal@aeau replicacion en la capa granular
y la sintesis de la capside y amplificacion de BLAIMcMurray et al 2001).

Después de la amplificacion del genoma se empacaretairiones infecciosos, los
cuales se liberan en la superficie epitelial dwadatdescamacion (Warnegsal 1990).

El genoma viral se mantiene con pocas copias epiesnen las células de la capa basal
y parabasal y se amplifica en las células infectaglae migran cruzando al epitelio
hacia la superficie. El orden tiene que ser pregkr\para que se produzcan los viriones
infecciosos, aunque el tiempo de los eventos @@ die vida pueden variar (Galloway
et al 2003).

El ciclo de replicacion del HPV dentro del epiteloervical tiene caracteristicas
singulares. La infeccion ocurre en el estrato eelascamoso-columnar de la transicion
entre el Gtero y vagina, de modo que alcanza dasého diferenciadas en el nivel
suprabasal. En este estadio, el genoma viral p&weaen una conformacion episomal y
se transcriben principalmente los genes E1, E3j ES, y s6lo muy discretamente E6 y
E7 (Mcintreet al 1996). Conforme las células epiteliales basalesb@n del estado
proliferativo al de diferenciacion y se mueven hdailuz cervical, se da la formacion
de viriones; sin embargo, la produccion de virioeggan sutil que no alcanza a haber
una lisis importante de las células, este estaddgpermanecer casi inalterado durante
varios afos, produciendo algunas alteracionesarekien forma de displasia (Tetyal
1987). Un promotor de la regioén tardia activa lpregion de L1 y L2 para dar lugar a

viriones que son liberados a la capa externa dilepescamoso por muerte celular.

Los viriones penetran el epitelio a través de maoasiones e infectan a las células
tallo que estan localizadas en la capa basal deliepEn estas células el DNA viral se
encuentra en forma episomal, y las proteinas E2 inéucen la replicaciéon del virus

aprovechando la maquinaria celular.
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La expresion de las proteinas virales no estruesitaé y E7 retrasan el ciclo celular
deteniéndolo y diferenciando, que es normalmenserobdo en las células epiteliales
moviéndose arriba de la membrana basal hasta begarducir queratinocitos maduros.
Esto retrasa el ciclo celular deteniendo y permitee una replicacion episomal mas
lejana, utilizando al huésped y su maquinaria gdicacion del DNA en las células

suprabasales epiteliales, y produciendo grosomguidl o verrugas caracteristicas de

algunas infecciones con papilomavirus.

Cuando la diferenciacion y la replicacion de c&upiteliales hacia la no-replicacion
de queratinocitos maduros eventualmente ocurrenprateinas estructurales del virus
L1y L2 son ensambladas en el nucleo celular. Despge la maduracion de los viriones
son ensamblados y liberados hacia el epitelio esncElulas epiteliales superficiales
(Frazeret al 2004).

La funcién de los productos de las proteinas E®&,ydbrante la infeccion productiva, es
modificar los caminos de regulacion del crecimiergtular para facilitar la replicacion
viral en la célula que aun no esté diferenciadaaptener activo el proceso de division
celular. La proteina E6 de HPV se une a p53 y lkeehaanco de degradacion por
ubiquitinacion, esta degradacion tiene la mismaifun de una mutacion inactivante
(Warnesset al 1990). Los productos del gen E7 se unen a la fdnpafosforilada de
las proteinas de la familia pRb, esta unién intage el complejo entre pRb y el factor
de transcripcion celular E2F, liberando asi ladcaipcion de genes cuyos productos
son requeridos para que la célula entre en fassimesis del ciclo celular. Los
productos del gen E7 también se pueden asociapttas proteinas del ciclo celular
como la ciclina E, dando como resultado la estigiatade la sintesis de DNA y la

proliferacion celular Figura 9 (Thomatsal 1999).
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Figura 9. Etapas del ciclo de vida del HPV.
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Etapas del ciclo de vida del virus de papilloma domy su localizacion en el epitelio
escamoso. En el epitelio normal cervical escamosstratificado, las células hijas de la célula
tallo del epitelio se dividen a lo largo de la meama basal y maduran verticalmente a través
del epitelio sin mas division (lado derecho).

Mientras que cuando ocurre la infeccion por HPMigtede las células tallo, en la capa basal del
epitelio, la expresion de proteinas virales dectipsion temprana ocurre. Bajo la regulacion de
las proteinas, la division celular de la poblagérexpande verticalmente y la diferenciacion de
las células epiteliales es tardia y menos compbeta,cambios en la arquitectura del epitelio
(lado izquierdo). Los viriones maduros son prodosién las capas mas superficiales del
epitelio y las células presentadoras de antigem®A)Gntraepiteliales son eliminadas en el

epitelio infectado por HPV. Tomado de Frazer 2004.

ETAPAS DEL CANCER CERVICO-UTERINO

En los afios ochenta fueron reconociéndose cada w~we®s alteraciones

anatomopatologicas como la atipia coilocitica o dilomatosa asociada con la
infeccidn por virus del papiloma humano (HPV). looslocitos son células atipicas con
una cavitacion o halo perinuclear en el citoplasgue indica cambios citopaticos
debidos a la infeccién por el HPV. Esto condujdedarrollo de un sistema histoldgico.
Por lo que se propuso una terminologia histopaitddasada en los grados de la
enfermedad se caracteriza microscopicamente posem@ade manifestaciones que van
de la atipia celular a diversos grados de displasidIC (Neoplasia Intraepitelial

Cervical) antes de progresar a carcinoma invasadfu3 y 4 (Richard 1968).
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Cuadro 3. Grado de Neoplasia |

ntraepitelial Ceh(iRichard 1968)

Grado de la Lesién Caracteristicas
NIC 1 Displasia leve

NIC 2 Displasia moderada
NIC 3 Displasia grave

Cuado 4.Etapas del Cancer cérvico-uterino. Tomadanadw.NCI/PDQ/pacientds

Etapa

Caracteristicas

Subetapas

0

Se encuentra en la primera cap3g
células que recubren el cuello g
Gtero; y no ha invadido tejidd
profundos denomina Carcinoma
Situ.

de
lel
S

n

Se encuentra en el cuello utering

| A: Se detenta aantidad muy pequei
de céancer; no teniendo mas de 5mm
profundidad y 7 mm de ancho.

IB: El cancer se encuentra dentro del cu
uterino aproximadamente mas de 4 cm.

na
de

ello

El cancer se ha diseminado n
alla del cuello uterino sin alcanz
la pared pélvica

asuperiores de la vagina.

IIB: ElI cancer se ha diseminado ha
tercios superiores de la vagina y a
tejidos en torno al utero.

dbA: Cancer se ha diseminado a dos ter¢

ios

los
los

Céancer diseminado al terc
inferior de la vagina y talvez hay
alcanzado la pared pélvica y |
ganglios linfaticos circundantes.

dllA: Se ha diseminado al tercio inferior ¢
da vagina.
DS
IlIB: Se ha diseminado a la pared pélvic
es lo suficientemente grande para bloqgl
los uréteres.
Y puede haber alcanzado a los gang
linfaticos.

e

Ry
ear

lios

El cancer se ha diseminado a
vejiga , recto y otras partes o
cuerpo

I&/A: Cancer diseminado en a la vejiga ¢
dh pared del recto y puede que tambiér
los ganglios linfaticos en la pelvis.

IVB: El cancer se ha diseminado mas 3
de la pelvis y ganglios linfaticos y otr

) a
1 el

alla
DS

lugares en el cuerpo como abdom

higado, tubo intestinal o pulmones.

en,
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RESPUESTA INMUNE CONTRA EL CANCER

Los estudios generales acerca de la inmunidad falraorcontra de los papilomavirus
indican tres respuestas, que incluyen anticuerpos proteinas derivadas de los HPV,
hacia las propias células infectadas y hacia amigjeque no estan asociados
directamente con las lesiones (Cramal 1991). Estudios serologicos secuenciales han
indicado que la respuesta de anticuerpos desataoitas la infeccion es muy baja por
unos meses, es mas fuerte al afio y posteriormési@ndyen y el nivel se vuelve
inversamente proporcional a la duracion de la emddad. La persistencia de
anticuerpos se ha observado en 20% a 35% de pexiarlbs 9 afios del inicio de la
infeccién (Crumet al 1991).

Los anticuerpos que se generan contra la capsitlesd¢PV no eliminan la infeccion,
pero pueden proveer proteccion en contra de reditiees posteriores por el mismo
tipo de HPV y pueden servir de marcadores paraadrdaes previas, e incluso activas si
se determina el isétipo de inmunoglobulina preseme ejemplo IgA contra VLP de
HPV-16 puede indicar una infeccion reciente o dqanget al 1996). Los titulos de

estos anticuerpos declinan con el tiempo en lagmas con cancer (Cartetral 2001).

Con la presencia de anticuerpos contra proteinasadscripcion temprana del HPV se
ha reportado una sero-prevalencia contra péptidoE2l E4 y E7 siendo las mas
elevadas para E4 (35%) y E2 (30%) (Hamisketval 1998).Los anticuerpos contra la
proteina E7 se han asociado fuertemente a la miasg&l cancer cervical, mientras que
la presencia de anticuerpos contra E4 se ha asoeidd presencia de condilomas y
neoplasias intraepiteliales cervicales (NIC I-phecursoras de cancer. Para la proteina
E5 es muy baja la deteccidn de anticuerpos IgAGedq los pacientes con NIC (Hassen
et al 2001).

La respuesta inmune esta considerada como un rsauaeiector en la resistencia a los
tumores y esta relacionada desde la fase de irdnidasta el crecimiento y progresion
de éstos (Janewayal 2001).

Se ha encontrado una asociacion positiva entreekepcia de IgG anti-VLP-16 con la
presencia de Neoplasia Intraepitelial Cervical gsaldly 111 (Brontkeset al 1999, Wang
et al 1996).
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DETECCION DE LA INFECCION POR HPV.

Existen pruebas moleculares para identificar sesasrme DNA de HPV que han sido
usadas para estimar la prevalencia de infeccioneggte virus (Galloway y Jenison
1990). Asi como Southern blot, dot blot, ensayositiddacionin situ, PCR y captura
de hibridos (DeVitael at 1997), ya que son sistemas mas sensibles adacd@t de
HPV. Sin embargo, no determinan si la infeccién BV en los individuos presenta
una infeccion activa, o so6lo en estado latentel¢@aly y Jenison 1990), ademas de su
alto costo en el mercado, hace limitado su usoobtapiones en vias de desarrollo. En
este sentido, las pruebas seroldgicas son unaatiiex ideal para detectar la infeccion
por el HPV, pues son faciles de realizar y no rexqun equipo especial. Pueden predecir
infecciones presentes y pasadas al detectar réapumsune sistematica contra la
infeccidén. Sin embargo, la confiabilidad dependdadpureza de los antigenos virales

obtenidos por los sistemas tradicionales de pagian.

La deteccion de anticuerpos dirigidos contra antigedel HPV por ELISA (del inglés
Enzyme Linked Immunosorbent Assay) en la poblacion general, se ha tratado de
utilizar como un marcador de exposicion acumulagadnfeccion (Kaeliret al 1992).

Por analogia con otros virus, la presencia de @wenpios contra proteinas tardias como
L1 y L2, sugieren una infeccion previa, mientrae ¢pipresencia de anticuerpos contra

proteinas tempranas pueden reflejar una infeceiGemte.

Potencialmente todas las proteinas del HPV puesidnlancos antigénicos para generar
una respuesta inmune, no obstante, de acuerdd caroebiolégico del virus, algunas
de sus proteinas pueden quedar mas accesibleabogmiento inmune. En las etapas
tempranas de infeccion viral o en las etapas iegidel desarrollo del cancer cervical,
cuando existe una amplia formacién de viriones, pasteinas de la céapside
(primordialmente L1) son los principales antigeb@nco accesibles para la respuesta

inmune humoral y celular contra la infeccion poAHRZur Hausen 2002)

Mientras que las oncoproteinas E6 y E7, que seesaprabundantemente en estadios
tardios, constituyen los principales blancos de$puesta inmune en el cancer cervical
en etapas avanzadas (Frazer 2002). A pesar dedaidad de los HPV’s para impedir

la defensa del huésped, la respuesta inmune mantrenontrol de las infecciones en la
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mayoria de los casos y sélo una pequefia cantidadlade puede progresar a cancer.
Esto parece que es caracterizado por una fuertanidad mediada por células de

manera local y la generacion de anticuerpos né&drdes que se asocian con la
regresion de la lesién. Una gran cantidad de asmpas son generados en muchos de
los individuos infectados y son altamente espeaxdfitacia epitopes conformacionales
de la proteina estructural L1 al HPV infectanteufity 2005).

En este contexto, nuestro grupo de investigacioméatificado la secuencia 417-425
(péptido IHSMNSTIL), o P16 de la proteina L1 de VB8l la cual es altamente
conservada entre secuencias L1 de varios HPV deriakgo asociados a CaCu, es
fuertemente reconocida por anticuerpos presentssenos de mas del 90% de mujeres
que presentan infeccién por virus de papiloma humda alto grado.(Monrot al
2002) Este péptido antigénico, debido a su altadhogia (60-90%) con secuencias de
la proteina L1 de HPV de alto riesgo, puede segrde utilidad en la deteccién de
infeccion por HPV. Por este motivo la finalidad geksente trabajo es analizar la
presencia de anticuerpos IgA especificos al pé®Ritld en muestras de secreciones de

mucosa cervical y bucal en pacientes con infeco@rHPV del hospital de Troncoso.
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JUSTIFICACION

En México, la infeccion por virus del papiloma hurogy la incidencia de CaCu se ha
incrementado y se ha estimado que mas del 60 % geblacion sexualmente activa

esta infectada por algun tipo de HPV (Hernan 200&)jdo a que este tipo de infeccion
es asintomatica y se mantiene latente por largasdues, por lo que el contagio se

propaga continuamente. En consecuencia, resulispanisable establecer metodologias
gue permitan la deteccion oportuna de infecciomedyridas por HPV de alto riesgo

como son HPV-16,-18, -31, -33, -52 y -58 entre @trgue se asocian muy

frecuentemente con lesiones malignas del epitela@al; y por los tipos de bajo riesgo

como son el HPV-6 y -11 que se asocian con lesibeeginas como son las verrugas
genitales (Kaeliret al 1992, Pinaet al 2006)

Actualmente el Papanicolao sigue siendo el métedcefrencia mas utilizado para la
deteccion de anormalidades celulares en el cutdhino, no obstante éste método no da
informacion sobre los tipos de HPV infectantes.nfismo, los métodos que permiten
identificar y tipificar la infeccion por HPV a tré@s del analisis del DNA viral mediante
técnicas de PCR, hibridacion in situ, captura deidhds; no son accesibles a la mayoria
de la poblacion debido a su alto costo. Por taegonecesario desarrollar métodos y
técnicas de mayor accesibilidad a la mayoria deoldacion y que permitan un alto
grado de confiabilidad en la deteccién de estacaidnes. En este contexto, nuestro
grupo de investigacion ha identificado varios i antigénicos de la proteina L1 de
HPV-16; uno de ellos, correspondiente a la secae#ity-425 (péptido IHSMNSTIL),
denominada P16, es altamente conservada entrenseu¢1l de varios HPV de alto
riesgo asociados a CaCu, y ademas es fuertemeot@o@da por anticuerpos presentes
en sueros de mas del 90% de mujeres que preseréacion por virus de papiloma
humano de alto grado (Rocha-Zavaltal 2004).

Por tanto, en este trabajo de investigacion seizéndh presencia de anticuerpos
especificos al péptido P16 en secreciones de miemsa y cervical asi como de suero
de pacientes que cursan con infeccion producidaipas de papiloma humano de alto
riesgo. Su utilidad sera de gran relevancia pareoaer si a través de este tipo de
muestras (secreciones de mucosas) es posibleatatdetciones por HPV.
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HIPOTESIS

En estudios previos se ha encontrado que un attepi@je de mujeres infectadas por
HPV-16 y otros tipos de alto riesgo, presentansattimlos de anticuerpos séricos que
reconocen especificamente al péptido IHSMNSTIL jRikSla proteina estructural L1
del HPV-16, el cual conserva alta homologia cortigép derivados de la proteina L1
de varios tipos de HPV de alto riesgo asociadaesarrollo de cancer cérvico-uterino,
sugiriendo ademas que este péptido es altamendggm@iob. Asimismo, se ha reportado
la presencia de anticuerpos especificos haciaokzipa L1 en las mucosas (cervical y
bucal) de mujeres que cursan con infecciones pM. lHR consecuencia, se espera que
en mucosas (cervical y bucal) de mujeres que pi@senfecciones por HPV de alto

riesgo, también existan anticuerpos especificog@@hpéptido P16.
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OBJETIVO GENERAL

Analizar la presencia de anticuerpos IgA de seoned de mucosa bucal y cervical e
IgG de suero, especificos contra el péptido IHSMMNSP16) de la proteina L1 de
HPV 16 en de pacientes infectadas por HPV.

OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Obtener plasma sanguineo y secreciones buoatesales de pacientes infectadas
por HPV.

2.- Tipificar el tipo de HPV infectante en muestdastejido del cérvix.

3.- Determinar la presencia de anticuerpos IgGafpes hacia el péptido P16 en suero

e IgA en secreciones bucales y cervicales de pasiénfectadas por HPV.
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MATERIALES Y METODOS

Awntilgenos.

En este estudio, se utilizo el péptido sintéticGMNSTIL (Invitrogen, USA), derivado

de la proteina L1 de HPV-16 con una pureza mayd@0&. Ademas se utilizaron
particulas similares a virus (VLPs) constituidas lagproteina L1 de HPV-16, -18, -6 y
-11 obtenidas de la vacuna tetravalente GARDASIer@ Sharp Dohme, México).

Material bioldgico.

Se obtuvieron las muestras de pacientes infectaalablPV en estadio de Infeccion y
NIC 1; tanto de secrecion cervical, bucal, de sampgriférica y biopsias de cérvix; del

Hospital General de Zona 2-a Francisco del Pas@ycbso.

Ensayos de ELISA para La deteccidn de anticuerpos especificos hacia el
pépticlo IHSMNSTIL 6 péptido P16

La determinacién de anticuerpos especificos hdcegtido IHSMNSTIL se realizé
mediante la técnica de ELISA. El péptido sintetld8MNSTIL o péptido P16 disuelto
previamente en solucién salina de PBS a una caroéim de 5 mg/mL, fue diluido en
solucion amortiguadora de carbonatos-bicarbonatb8.6 a una concentraciéon de 10
pug/mL. Ademas de analizar la reactividad de antpohacia el péptido P16, también
se analiz6 la reactividad hacia particulas simélaxevirus o VLP’s contenidos en la
vacuna GARDASIL. Para ello, los VLP's de la vactueron disueltos en solucion de

PBS a una concentracion degl/mL.

Se colocaron 10Qul de las soluciones de péptido y VLP’s por trigdcgpara cada
muestra en los pozos de placas de ELISA (EIA-r&P8l pozos fondo plano de alta
afinidad de poliestireno no estériles sin tapa {@o&JSA) y se incubd durante toda la

noche a 4°C.

Al dia siguiente se realizaron 2 lavados con 30@@IBS-Tween 20 al 0.1 % por cada
pozo. Posteriormente los pozos fueron cubiertos28ih ul de solucion bloqueadora
compuesta por TBS-Tween 20 al 0.1% y albumina &ébiavina (BSA) (Research

Organics, USA) al 0.5% para las placas donde dezdda deteccién de anticuerpos
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IgA de las secreciones bucales y cervicales y lparaueros la solucion bloqueadora se
uso al 1%; se incubaron durante 2 horas a 37°Qougssde este tiempo, los pozos se
lavaron 4 veces con TBS-Tween 20 al 0.1 % (300 @lsalucién por cada pozo). En
seguida, se adicionaron las muestras de secreciéal ly cervical que fueron el
anticuerpo primario que a una dilucion de 1:10@p efluido en solucion de BSA al
0.5%. Las muestras del suero se diluyeron a 1:8@08olucion BSA al 1%, esto por
triplicado de cada muestra correspondiente. Sebth@or 2 horas a 37°C, después se
lavé 6 veces con 300 pl de TBS-Tween al 0.1 % pmacpozo. Para revelar el
reconocimiento de las inmunoglobulinas IgA de ksdados cervicales y bucales hacia
el péptidos o hacia los VLPs, se utilizé un antippesecundario dirigido hacia IgA para
los raspados bucales y cervicales de cabra antashoracoplado a fosfatasa alcalina
(Sigma, USA) diluido 1:2000, y un anticuerpo searnul IgG de cabra anti-humano
acoplado a fosfatasa alcalina para los suerossdeal@entes el cual se diluyé 1:5000 en
solucién de bloqueo BSA al 0.5% para el IgA y al féfa las IgG; y se coloc6 100 pL
de estas soluciones en cada pozo. Después se ia@if& durante 2 horas, y después
se realizaron 8 lavados con 300 puL de TBS-Tweemal2D1 % por cada pozo, y se
adicion6é 100puL de una solucion de substrato deataséd alcalina (Sigma USA).
Disuelta en solucién de Dietanolamina (Sigma, US2gspués se incubd la placa a
37°C durante 1 hora, la reactividad enziméticaadi®sfatasa se determind mediante el
desarrollo de color amarillo detectado en un led®rplacas de ELISA (Molecular

Devices) a una longitud de onda de 405 nm. Losyesssse realizaron por triplicado.

Obtencion oe sueros oe sangre periférica.

Mediante puncion en la vena del brazo, se tomé trauel® sangre periférica (15-20
mL) usando tubos vacutainer (Beckton Dickinson) emmicoagulante ACD (acido
citrico citrato de sodio y dextrosa) de un volunaroximado de 6 ml. Después la
sangre se centrifugé a 2000 rpm durante 8 minwibsérmino de este periodo, se
colectd el suero correspondiente, se fracciond lmuaas y se almacend en ultra

congelacion (-70° C) hasta su posterior uso.
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Obtencion de biopsias Y secrecldn cervieal.

A mujeres con diagnéstico previo de infeccion pd&\Hy que asisten a consulta de
ginecologia en el Hospital de Zona de Troncosdaesala de exploracion y con ayuda
de un espejo vaginal, se procedié a tomar una naudstraspado cervical, previo a la
toma de biopsia, por medio de un hisopo estéritoéecod la muestra en un tubo falcon
de 50 ml que contenia un volumen aproximado de 8ewhedio RPMI +SFB al 10%
con antibiotico. En el laboratorio L3 PB UMIEZ, agiciond 20 pl de DTT (ditiotreitol)
50 mM para disminuir la consistencia del moco ygyagparar la fase liquida del boton
celular mediante centrifugacion. La fase liquida@eco en un tubo eppendorf de 2 ml
y ambos tubos se almacenaron en ultra congeladidra¢ongelador, Forma Scentifica
USA) a 70° C para su posterior uso. La biopsiagrfrento de tejido se tom6 con ayuda
de una pinza para biopsia y se colocé en un tuborfale 50 ml con un volumen de 5-8
ml de medio RPMI +SFB al 10% con antibioticos p#@ma (100 U/mL) y
estreptomicina (10Qig/mL) para evitar algun tipo de contaminacion dteai traslado

al laboratorio.

Obtencldwn de secrecldbm bucal

Por medio de un hisopo estéril se procedié a rdapgaavidad bucal (en los carrillos) de
las pacientes con infeccion por HPV; y se colocauernubo de 5ml aproximadamente
que contenia 1.5 ml a 2 ml de PBS tratando de t&jas los residuos contenidos en el
hisopo. Se centrifugd a 3000 rpm durante 5 minp@s separar la fase liquida del

botdn celular. Ambas fases fueron almacenadastextaigelacion a -70°C.

Obtenclén de ADN.

El tejido cervical se enjuag6 con PBS hasta elimiasiduos de sangre y se procedié a
cortarlo en muy pequefas porciones, las cualesa@aren a tubos eppendorf de 2ml,
dependiendo de la cantidad de tejido se distribugé le agrego 400 pl de buffer de
lisis (Ver Apéndice 1). Para la obtencion de ADN,caal se le adicion6 5 pL de
proteinasa K (16 mg/ ml) e incub6 toda la noch8RE a 56°C hasta que se disolvio el
tejido. Al termino de la incubacidn se homogenininpletamente mediante pipeteo.
Luego se adicion6 40 pL de Tris 1M pH 9.4 y se hgemizd; se agregd 400 pL de

fenol saturado en agua y se agité vigorosamentdacorano. Se centrifugé 10 minutos
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a 8000 rpm. Se recupero la fase superior (acuos® transfirid a un tubo nuevo.

Cuando se formo una gran cantidad de interfasepsidreste paso.

Se mezclé la muestra recuperada con un volumenl idgeacloroformo-alcohol
isoamilico (25:1) agitandolo vigorosamente con lanm se centrifugo 10 minutos a
8000 rpm. Se recupero la fase superior y se transfiun nuevo tubo (se centrifugo dos
veces). Se adicioné a la muestra recuperada metlimen de acetato de amonio 7.5 M
y se homogenizé. Se agrego 2.5 volimenes de esdnsoluto frio y se mezclo por
inversion. En este paso fue evidente la precigitadie DNA en forma de finos hilillos.

Se centrifug6 10 minutos a 5000 rpm a 4°C.

Desechando el sobrenadante, se enjuago el botdrador con etanol al 75% frio; se
centrifugd 10 minutos a 5000rpm a 4°C y se dese&rsobrenadante. Cuando el boton

fue visible se repitioé este paso.

Finalmente se dio una rapida centrifugacion pareeotrar los residuos de etanol con
la finalidad de retirar la mayor cantidad posibéeedte reactivo. Se dejo secar el boton
de DNA durante 10 minutos; transcurrido el tiempalisolvié con agua ultra pura libre
de DNAsas y RNAsas en cantidad dependiente al laiitenido (aproximadamente de
50 pL a 200 pL). Se incubo por lo menos 30 minat&&6°C para descartar productos
insolubles. Se centrifugd por ultima vez 10 minwos4000 rpm a una temperatura de
4°C y finalmente se recuperd el DNA disuelto enaagwn tubo nuevo. Se cuantificd
por espectrofotometria.

Tipificacion de HPV.

Ya obtenido el ADN, se utilizo una pequefia cantidach amplificar un segmento que
codifica para la proteina L1 de HPV mediante eldesd¢a técnica de reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR). Se utilizo los oligonuctiaxt MY09/MY11, sintetizados por
Gibco, USA. Estos oligonucléotidos, son degenergdestan dirigidos para amplificar
un fragmento de 450 pares de bases del gen L1.
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Secuencia de los oligonucléotidos que se utilizaera amplificar L1:

MYQ09: 5’ gcm cag ggw cat aay aat gg 3’ (sentido).
MY11: 5 cgt ccm arr gga wac tga tg 3’ (antisenjido
En donde:

m= a+c

r=a+g

w= a+t

y= C+t

Reactivos que se emplearon para un volumen totabgd..

REACTIVO ul
Amortiguador PCR (10X) 2.5
MgCl (30mM) 0.875
dNTP’s (2mM) 2.5
MYQ9 (10uL) 1.25
MY11 (10uL) 1.25
Taqg enzima (5Wl) 0.156

En un tubo para microcentrifuga se adicioné lostineas sefialados anteriormente que

se multiplic6 por el nimero de muestras que seizegah; sin la enzima Taq

polimerasa, ya que estd se coloco al final cuarstlovieron listos los tubos con las

muestras de ADN. Finalmente la mezcla de reacagdrepartio en partes iguales en

cada tubo y se adicion6 el ADN (1.28/ml), con agua suficiente que se llevé a un

volumen final de 25 pL. Las muestras se incubaronretermociclador (Mastercycler,

eppendrof, USA), las condiciones de amplificaciderén:

TEMPERATURA °C TIEMPO
94 Inicializacion 5 minutos
30 ciclo 95 Dt_asnatu_ralizaci()n 30 .segundos
45 Alineamiento 1 minuto
72 Elongacion de la cadena 1 minuto con 30 segundos
72 Elongacion final 10 minutos
22 Hold
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Para amplificar el segmento de la proteina E7 spguaron como anteriormente se
menciono para L1 pero ahora con otros oligonuaéstisentido y antisentido) de los
principales tipos de HPV de alto riesgo asociadésa@u; HPV-16, -18-, -31, -33, -39, -
45, -52, -58 y para los de bajo riesgo como HPV14 Yuadro 5.

Cuadro 5. Secuencias de DNA de los oligonucléoti@os7 para tipificar HPV.

Tipo de HPV Secuencia DNA (5 hasta 37)
6 sentido TAG TGG GCC TATGGC TCG TC
6 antisentido TCC ATT ACG CTC CAC GGG TG
11 sentido GGA ATA CAT GCG CCATGT GG
11 antisentido CGA GCAGAC GTC CGT CCT CG
16 sentido GAT GAA ATA GAT GGT CCA GC
16 antisentido GCTTTG TAC GCACAACCG AAGC
18 sentido AAG AAA ACG ATG AAATAG ATG GA
18 antisentido GGC TTC ACACTT ACAACACA
31 sentido GGG CTC ATT TGG AAT CGT GTG
31 antisentido AAC CAT TGC ATC CCG TCC CC
33 sentido TGA GGATGAAGG CTT GGA CC
33 antisentido TGA CAC ATAAAC GAACTG TG
39 sentido CCA AAG CCCACCTTG CAG GA
39 antisentido ATG GTC GGG TTC ATC TATTTC
45 sentido CCC ACGAGCCGAACCACAG
45 antisentido TCT AAG GTC CTC TGC CGA GC
52 sentido GCA GAA CAA GCC ACA AGC AA
52 antisentido TAG AGT ACG AAG GTC CGT CG
58 sentido CGA GGA TGA AAT AGG CTT GG

58 antisentido

ACA CAA ACG AAC CGT GGT GC

Tomado de Invitrogen Custom Priemers 2005.

Bajo las siguientes condiciones descritas por \G@anitule et al 1990.

TEMPERATURA °C TIEMPO
95 Inicializacién 5 minutos
95 Desnaturalizacion 1 minuto
55 Alineacion 2 minutos

72 Elongacion de la cadena 1 minuto con 30 sezgind

72 Elongacion final 10 minutos
22 Hold
40 ciclos.
Electroforesis

Finalmente para poder separar las muestras araplfic se utilizdé la técnica de

electroforesis; donde primero se nivel6 la camamzbntal de 8 pozos, después se
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preparo el gel de agarosa (Invitrogen, USA) al 3%uelta en 50 ml de TBE (Tris
borato) al O.5x a una temperatura aproximada d€ 56% le agrego Al de Bromuro

de Etidio, se agitd y se virti6 a la cAmara horiabpara que cuajara, al cabo de esto se
retiraron los peines de separacion y se agregaftdride corrida TBE 0.5x hasta que

cubriera el gel, el buffer de corrida permite aacidla corriente.

Por otro lado se colocarén en papel parafilm apnagiamente 2 de buffer de carga
por cada muestra; esté contiene 0.25% de bromd éend 0.25% de xileno cianol y
30% de glicerol en agua; al cual se le fuerén aatti 8ul del producto del PCR, se
resuspendierdn y se colocaron en los pozos dentarea este buffer por su densidad
permite que la muestra entre al pozo y por meedidadcorriente eléctrica corra la
muestra, en el primer pozo se agregqi7de marcador de ADN de bajo rango
(Biogénica, México) el cual se usa para compamafrlgmentos separados por pares de
bases y asi saber la positividad para la proteina para E7 y asi conocer el tipo de

HPV infectante del tejido cervical. Y por ultimo &erridé a un voltaje de 75 a 80 volts.

Como controles positivos para HPV-16 y HPV-18 séizaton muestras de ADN

provenientes de células Caski y Hela respectivaenent

Para los demas tipos de HPV’s no se cuentan cdmolE@mnpositivos y nos basamos
para dar el diagnostico del tipo de virus por lagep de bases que deben de aparecer a
la misma distancia de los controles de Hela y Cdskacuerdo a los marcadores de

ADN de bajo rango (corresponde a 100 pb).

ANALISIS ESTADISTICO

Para la deteccion de anticuerpos los experimergagalizaron por triplicado, se les
determindé un promedio; y por medio de un analistadistico ANOVA P<0.0001 y
95% de confianza pudimos comparar la positividadpdeientes a la deteccion de
anticuerpos especificos a péptido P16 ( IHSMNSTk)a proteina L1 del HPV-16 a
partir de un valor de corte obtenido del promed& grupo control (Mujeres sin
evidencia a la I-HPV) sumandole a ese valor dovideisnes estandar tanto para

anticuerpos IgA de secreciones de mucosa bucabkicakasi como de IgG de suero.
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RESULTADPOS
Muestras bioldgicas Y caracteristicas de las paclentes.

En el presente estudio se tomaron muestras sérdasecreciones tanto bucales como
cervicales de 29 pacientes con displasias de bapoglas cuales, de acuerdo con la
valoracion clinica y el estudio histopatologico, g@sentaron infeccion por HPV (I-
HPV) y 13 con neoplasia intraepitelial cervical lolgo grado (NIC 1). También se
tomaron muestras séricas, bucales y cervicalesxdagupo de 29 donadoras normales
negativas a la infeccion por virus de papiloma humm#&ara determinar el tipo de HPV
infectante en la biopsia de tejido cervical, ere esttudio se utilizaron 8 pares de
oligonucleotidos de los principales tipos de HPdYceasdos con el desarrollo de cancer
cérvico-uterino (HPV: 16, 18, 31, 33, 39, 45, 558§) (Walboomersal at 1999).
Después de realizar la amplificacion mediante P&&Rencontré que de las mujeres que
presentaban displasias, 7 fueron positivas a kcandn por HPV-18; 3 a HPV-16; 2
positivas tanto a HPV-16 como a HPV-18; 4 a HPV-B3nas a un grupo de HPV de
alto riesgo que contenian una mezcla de oligos B¥-8il, -39, -45, -52 y -58; y
finalmente 6 que presentaron positividad a losooliggléotidos L1 consenso, no fueron

positivas a ninguno de los 8 pares de oligonudestutilizados Cuadro 6.
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Cuadro 6. Tipificacion de HPV de biopsias de lasigrates infectadas por el HPV

PACIENTE ESTADIO TIPO DE HPV
1 [-HPV AR.
2 [-HPV 33
3 [-HPV 16,18
4 [-HPV 16
5 [-HPV 33
6 [-HPV AR.
7 [-HPV AR.
8 [-HPV 18
9 [-HPV 18
10 [-HPV 18
11 [-HPV AR.
12 [-HPV N.D.
13 [-HPV 18
14 [-HPV 16,18
15 [-HPV AR.
16 [-HPV N.D.
17 NIC1 33
18 NIC1 16
19 NIC1 33
20 NIC1 16
21 NIC1 18
22 NIC1 18
23 NIC1 N.D.
24 NIC1 AR.
25 NIC1 AR.
26 NIC1 18
27 NIC1 N.D.
28 NIC1 N.D.
29 NIC1 N.D.

A.R. HPV DE ALTO RIESGO QUE PUEDE SER (31,39, 48, 58)
N.D. NO TIENEN HPV 16, 18, 31, 33, 39, 45, 52, 6811.
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Deteceldn de anticuerpos 1gA especificos al péptido P1& en secreciones
bucales y cervicales de paclentes con I-HPV Y NIC 1.

En estudios previos, nuestro grupo de investigati@nencontrado que el péptido
IHSMNSTIL de la proteina L1 de HPV-16 (P16), peerriietectar mediante ensayos de
ELISA, anticuerpos IgG e IgA en muestras séricaenyicales de mas del 90% de
mujeres con displasias de bajo grado y con infecpar virus de papiloma humano de
alto riesgo (Rocha-Zavaleta et al 2004). En elgmstrabajo, se procedid a detectar la
presencia de anticuerpos IgA especificos hacia égltigp IHSMINSTIL tanto en
secreciones bucales como cervicales de mujeresdismtasias cervicales de bajo
grado.(I-HPV y NIC-1). Al evaluar anticuerpos IgAn das secreciones bucales
encontramos que las mujeres con |-HPV presentdtarpasitividad hacia el péptido
P16,0obteniéndose un promedio de 0.79 de densidédadépO; mientras que las
pacientes con NIC 1, el promedio de anticuerposatieio fue de 0.95 de DO, en
ambos casos los valores de anticuerpos fuerorfisgjfiiamente mayores (P<0.0001) a
los encontrados en el grupo de mujeres normaleslagrcuales el promedio de

anticuerpos fue de 0.23 de DO Gréfica 1.
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I
P<0.000:
De
1
L X 2
*o
1= ——
L <
’t:z‘ - Valor de
< = o o » Corte0.35
C 1) ) v
n=29 n=16 n=13

Grafica 1. Deteccion de anticuerpos IgA especifaigeptido P16 (IHSMNSTIL) encontrados
en secrecién bucal en pacientes con I-HPV con amedio de 0.79 DO en NIC 1 fue de 0.95
DO comparado con el grupo control 0.23 DO (Mujeiiesevidencias de I-HPV).
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Por otro lado considerando que la proteina L1 esoebponente principal de las
capsides del HPV, representando cerca del 80% dentgosicion total, y que en la
mayoria de ensayos inmunoldgicos se emplean c&pgide detectar anticuerpos
especificos, se procedié a determinar la preselgcanticuerpos IgA de las secreciones
bucales hacia particulas tipo virales (VLPs), dtungias de las proteinas L1 de HPV-
16, HPV-18, HPV-6 y HPV-11, componentes de la vac@ardasil de MERK SD,
USA. El promedio de anticuerpos IgA contra VLPsted&ados en las mujeres con I-
HPV fue de 0.80 DO mientras que el grupo de NICekgntd un promedio de 0.90 DO
valores significativamente mayores (P<0.0001) &loatrado en el grupo de mujeres

donadoras normales con un promedio de 0.36 de ROCER.
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Grafica 2. Deteccion de anticuerpos IgA especifaddsLP s encontrados en secrecién bucal en
pacientes con I-HPV 0.80 DO, NIC 1 0.90 DO comparewh el grupo control 0.36 DO
(Mujeres sin evidencias de I-HPV).
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En cuanto a las secreciones cervicales los anpiosegspecificos hacia péptido P16,
encontrado en las pacientes con I-HPV fue de 0@kDde las pacientes con NIC 1 fue
de 1.12 de DO, ambos casos, fueron significativéenemayores (P<0.0001) a los
encontrados en el grupo de donadoras normaleshagugresentaron un promedio de
0.35 de DO Gréfica 3.

Anticuerpos IgA de secrecién cervical contra el péptido P16
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Grafica 3. Deteccion de anticuerpos IgA especifald316 (IHSMNSTIL) encontrados en
secrecion cervical en pacientes con I-HPV fue 8& DO y NIC 1 1.12 DO, comparado con el
grupo control fue de 0. 35 DO (Mujeres sin evidasde I-HPV).
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Por otro lado, al determinar la presencia de aetmas IgA de secrecidn cervical contra
VLPs contenidos en la vacuna Gardasil, se encogtr® el valor promedio de

anticuerpos de las pacientes con I-HPV fue de D@6mientras que las pacientes con
NIC 1 presentaron un promedio de 0.55 DO, en anthsss se encontro diferencia
significativa (P<0.0001) respecto al grupo de domnasl normales quienes presentaron

un promedio de anticuerpos de 0.33 de DO Gréfica 4.

Anticuerpos IgA de secrecion cervical contra VLPs
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Grafica 4. Deteccion de anticuerpos IgA especifac®.P’s encontrados en secrecion cervical
en pacientes con I-HPV 0.66 DO y NIC1 0.55 DO, parado con el grupo control fue de 0.33
DO. (Mujeres sin evidencias de I-HPV).
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Deteceldn de anticuerpos 19G especificos a péptido PLe en sueros de
pactentes con I-HPV Yy NIC 1.

Al determinar la presencia de anticuerpos IgG dfipes hacia el péptido P16 en
sueros de pacientes con I-HPV se encontré un priontied1.15 DO, mientras que en
pacientes con NIC 1 fue de 1.23 DO, y en el grumarol presentd un promedio de
0.40 DO. Ambos grupos mostraron valores signifigatiente mayores (P<0.0001) a los

encontrados en el grupo de donadoras normalesc@ f&fi

Anticuerpos IgG de suero contra el péptido P16
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Grafica 5. Deteccion de anticuerpos I1gG especifit®sl6 (IHSMNSTIL) encontrados en suero
en pacientes con I-HPV fue de 1.15 DO, para NIQ3B DO, comparado con el grupo control
0.40 DO. (Mujeres sin evidencia de I-HPV).
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Finalmente, al detectar los anticuerpos IgG séresyecificos a VLPs de la vacuna

Gardasil, las pacientes; con I-HPV mostraron unmgidio de anticuerpos de 0.79 DO,

mientras que las pacientes con NIC 1 0.77 DO, amnchsos fueron significativamente

mayores (P<0.0001) a los encontrados en el grupaa@doras normales, cuyo

promedio fue de 0.46 DO Grafica 6.
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Grafica 6. Deteccion de anticuerpos IgG especificde Ps encontrados en suero en pacientes
con I-HPV fu de 0.79 DO, para NIC 1 0.77 DO, conaplarcon el grupo control 0.46 DO
(Mujeres sin evidencia de I-HPV).
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Positividad de anticuerpos (9A e 1gG especificos hacla el P16 versus VIPs
en pacientes con -HPV Yy NIC 1.

Para comparar la positividad de anticuerpos Igg hacia los antigenos P16 y VLPs,
en los ensayos de ELISA, en las diferentes mueti@égicas (secrecion bucal,
cervical y suero), se establecieron valores dee@rtcada uno de los ensayos Cuadro 7
y 8, Graficas 1-6) para que a partir de este seiderara la positividad de la deteccion
de anticuerpos especificos. Este valor se obtupartr del promedio de anticuerpos
especificos a péptido P16 o a VLPs encontrados legrupo control mas dos
desviaciones estandar. Con base a los valoregtde e observo que los porcentajes de
las pacientes que dieron positividad de detecci@naxticuerpos en las diferentes
muestras bioldgicas fueron mayores hacia el péidbque hacia las VLPs. De hecho
el 100 % de las pacientes con I-HPV y NIC 1 mostranticuerpos especificos hacia el
P16 utilizando las tres muestras biologicas; me&ntjue el 85% de las pacientes tanto
con I-HPV y NIC 1 mostraron anticuerpos especifibasia las VLPs de la vacuna

Gardasil.

Cabe destacar que de los tres tipos de muestrimyibms, se concentra un 80% de
deteccion de anticuerpos especificos a péptidoelRlgecrecion bucal en estadio de I-
HPV siendo asi menores los porcentajes en secreerdical (56%) y de suero (56%)

comparado con NIC 1 donde se obtuvieron el 61%, $4% respectivamente Cuadro
9.

Mientras que para VLPs la positividad de pacieotes|-HPV fue de 43% en secrecion

bucal, 50% en secrecion cervical y 50% en suerpana pacientes con NIC 1 los
valores fueron de 53%, 23% y 46% respectivamenssulO.
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Cuadro 7.Anticuerpos IgA de secrecion bucal, cahe IgG en sueros, especificos para el

péptido P16; en 16 muestras de pacientes en estadiblPV y 13 con NIC 1.

Pacientes con |- IgA Bucal

HPV
Paciente 1
Paciente 2
Paciente 3
Paciente 4
Paciente 5
Paciente 6
Paciente 7
Paciente 8
Paciente 9

Paciente 10
Paciente 11
Paciente 12
Paciente 13
Paciente 14
Paciente 15
Paciente 16
Valor deCorte

1.493667
1.731333
1.350333
0.547
0.203
1.317
0.2356667
0.6396667
1.506667
0.588
0.587
0.3076667
0.6736667
0.607
0.4203333
0.5476667
0.35

IgA IgG Suero Pacientes con IgA Bucal IgA
Cervical NIC 1 Cervical
0.306 0.245 Paciente 1 0.9676667 0.2366667
0.3296667 0.408 Paciente 2 1.582667 0.31
0.5293334  2.349667 Paciente 3 2.640667 0.5266666
0.4303333 0.8416666 Paciente 4 2.073667 0.3416667
0.4843333 3.233 Paciente 5 0.4336667 0.493
1.503667 1.186333 Paciente 6 0.3583333 0.5823333
0.7036667 0.5546666 Paciente 7 0.445  2.748667
1.276667 1.289667 Paciente 8 1524333 1.296333
0.746 1.413 Paciente 9 0.324 4
0.4353333  2.351333 Paciente 10 0.75 1.377667
0.6063333 0.632 Paciente 11 0.2776667 1.076
0.5953333 1.733 Paciente 12 = 0.8896667 0.97
0.701 1.180333 Paciente 13 0.199 0.6796666
2.774667 0.3706667 Valor deCorte 0.35 0.59
1.103 0.349
0.512 0.2946667
0.59 0.74

IgG Suero

1.636
2.321667
3.834667
1.831333

1.511

0.9666666

0.738

0.786

1.048

0.3283333

0.285

0.3423333
0.473
0.74

*** os valores en negritas son aquellos que digpositividad en las pacientes de acuerdo al
valor de corte obtenido en cada una de las difesentiestras bioldgicas.

Cuadro 8.Anticuerpos IgA de secrecion bucal, caheé 1gG en sueros, especificos a VLPS;

Pacientes con |- IgA Bucal

HPV
Paciente 1
Paciente 2
Paciente 3
Paciente 4
Paciente 5
Paciente 6
Paciente 7
Paciente 8
Paciente 9
Paciente 10
Paciente 11
Paciente 12
Paciente 13
Paciente 14
Paciente 15
Paciente 16

Valor deCorte

1.677667
1.578333
1.327
0.5423333
0.235
1.331333
0.2213333
0.6856667
1.458
0.538
0.5756667
0.2963333
0.819
0.5926667
0.43
0.5303333
0.60

IgA IgG Suero
Cervical NIC 1

0.439 0.6836666 Paciente 1
1.089667 0.7683333 | Paciente 2
1.365667 0.3066667  Paciente 3
1.249333 0.894 Paciente 4
1.081 0.3103333  Paciente 5
0.6986667 @ 0.355 Paciente 6

0.45466671.487333 Paciente 7
0.841 1.436333 Paciente 8
0.577 0.4586667 Paciente 9

0.3546667 0.453 Paciente 10

0.268 0.7616667 | Paciente 11

0.2976667.539 Paciente 12
0.2903333 | 1.345 Paciente 13
1.048667 1.171333 Valor deCorte

0.396 0.4493333

0.243 0.3426667
0.55 0.72

Pacientes con IgA Bucal

0.874
1.415333
2.418667
1.854667
0.368
0.338
0.5313333
1.453333
0.3463333
0.7076667
0.281
0.923

0.1996667

0.60

del6 muestras de pacientes en estadio de I-HP\tpri8IIC 1.

IgA
Cervical
0.3176667
0.4206667
0.3456667
0.2926667

0.4223333

0.258
1.048667
0.423
1.726
0.3786667

0.43
0.4176667
0.7066666
0.55

IgG Suero

0.3213333
0.6343333
0.37

1.904

0.4966667

1.171333
1214
0.8073334
1.038667

0.3643333

0.3153333

0.4893333
0.9773333
0.72

***Los valores en negritas son aquellos que digpositividad en las pacientes de acuerdo al
valor de corte obtenido en cada una de las difesentuestras bioldgicas.
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Cuadro 9. Porcentajes de las pacientes que diesitivdad a la deteccidén de anticuerpos IgA
e 1gG especificos a péptido P16

Pacientes con I-HPV

IgA Bucal IgA Cervical IgG Suero
13/16 81% 9/16 56% 9/16 56%
Pacientes con NIC 1
8/13 61% 7/13 54% 8/13 61%

Cuadro 10. Porcentajes de las pacientes que diesitividad a la deteccién de anticuerpos IgA
e lgG especificos a VLPs

Pacientes con |-HPV

IgA Bucal IgA Cervical IgG Suero
7/16 43% 8/16 50% 8/16 50%
Pacientes con NIC 1
7/13 53% 3/13 23% 6/13 46%
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ANALISIS DE RESULTADOS

Varios estudios epidemioldgicos han demostrado dywante la infeccion persistente
por virus de papiloma humano, se genera una respuesune humoral hacia proteinas
de la capside viral, y por tanto, la presencia me&caerpos especificos hacia epitopes
conformacionales o lineales de la proteina L1 de H®V’s infectantes, puede ser
indicador de infecciones pasadas y/o de infecci@ueslas recientes ( Stanlelyal
2006, Hamiskovat al 1994, Maraiset al 2000, Suret al 1999, Stonest al 2002). En
estudios previos, nuestro grupo de investigaciporté que mas del 90% de pacientes
que cursan con infecciones por HPV’s de alto rieggesentan anticuerpos especificos
hacia el péptido P16 (IHSMNSTIL, derivado de latpioa L1 de HPV-16) en muestras
de secrecion cervical y suero (Rocha-Zavakital 2004). En el presente trabajo,
ademas de confirmar este hallazgo, encontramosuauestras de secrecion bucal
también se detectaron anticuerpos IgA especifiaomleste péptido en mas del 80% de
las pacientes, aun cuando éstas presentaron iriepor diferentes tipos de HPV de
alto riesgo (HPV-16, -18, -31, -33, -39, -45, -528) asociados con el desarrollo de
CaCu (Mufdzet al 2003), lo que sugiere que la via oral puede sebitn una fuente
importante de ingreso de las particulas viralescgibsas; ya que en estudios se ha
demostrado la frecuencia de DNA en queratinocitesH®V en células escamosas
identificadas como lesiones premalignas o lesicaeserosas en la mucosa bucal; con
un alto porcentaje de HPV de alto riesgo espeaiiicde el HPV-16 (Gonzaleet al
2007). Incluso la expresion de la proteina E7 emNAIR estas células escamosas orales,
identificando queratinocitos premalignos, estagir@ juega un papel importante en el
desarrollo de la neoplasia oral y su asociacionlaconmunosupresion (Young SK y
Min KW 1991).

En este estudio se encontro que el 100% de lasmasicon I-HPV y con NIC 1 dieron
positividad de anticuerpos especificos hacia elige16 en los ensayos de ELISA, al
analizar los niveles detectados entre las difesemigestras biolégicas (secrecién bucal,
cervical o suero); mientras que al utilizar comtigeno a particulas tipo virales (VLPS)
de la vacuna Gardasil MSD, constituidas de lasepmas L1 de HPV-16, -18, -11 y -6,
el 85% de las pacientes presentaron positividathtieuerpos hacia estas particulas.
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La mayoria de los ensayos inmunoldgicos para detestticuerpos especificos a la
proteina L1 del HPV estan basados en el uso dededpstactas de los viriones o
VLP’s, particularmente de los genotipos HPV-16, HEBY HPV-6 y HPV-11 (Carteat

al 1996, Kimbaueet al 1994); y a partir de estos ensayos, se ha endontae 50-
60% de las mujeres infectadas, presentan anticsierpotra estos VLPs. Ademas de
gue en las etapas iniciales de la infeccion por ldRWvel cervical, vulvar o anogenital,
la produccion de anticuerpos especificos haciadeema L1 es lenta y los anticuerpos
suelen ser muy bajos en la mayoria de los indigduofectados, por lo que el tiempo de
conversion de los anticuerpos producidos iniciabeeron isotipo IgM al isotipo de
memoria IgG, puede durar alrededor de 6-12 mesemtdula infeccion persistente
(Carteret al 1996, Kimbaueret al 1994, Wikstromet al 1995 y Villaet al 2005).
Asimismo se ha observado que pacientes que muesteaion con variantes de HPV-
16 (Asiatico-americana, africana) seroldégicamentsgntan reaccion cruzada con el
prototipo europeo de HPV-16, pero no asi contrareliftes tipos de HPV, lo cual indica
gue el reconocimiento de anticuerpos hacia epitopoformacionales de la capside son
especificos al tipo de papiloma infectante (Yametda 1995, Chengt al 2000). Sin
en cambio la deteccion de anticuerpos fue maseefieiusando al péptido P16 ya que

reconoce también otro tipos virales por los culspacientes estaban infectadas.

Por otra parte, se ha reportado que secuenciaddmee la proteina L1 de HPV-16,
expuestos en la superficie de los viriones, puséemerramientas de gran utilidad para
la deteccion seroldgica de anticuerpos con altailséidad y especificidad en personas
expuestas a la infecciéon por HPV. Han mostradoajueso de péptidos de 20 o0 mas
aminoacidos de la proteina L1 de HPV-16, permiteiectar anticuerpos especificos en
pacientes infectadas por HPV-16, lo cual es muipsalpara la deteccion de infeccion
por este tipo viral (Hein@t al 1995 y Urquizaet al 2005). En el caso particular del
péptido IHSMNSTIL, en estudios previos se repoudé g través de ensayos de ELISA
es posible detectar anticuerpos en personas egguada infeccion por HPV de alto
riesgo y no asi aquellas con infeccién por HPV d@ biesgo (Rocha-Zavalett al
2004). En el presente estudio también logramosct@eteanticuerpos en una gran
proporcion de mujeres con infecciones por diferetippos de HPV de alto riesgo. Este
hecho se debe muy probablemente a que la secunBiaminoacidos (IHSMNSTIL),
corresponde a una region altamente conservadalastsecuencias de la proteina L1 de

HPV’s de alto riesgo asociados al desarrollo dear&ervico-uterino.

48



KWQ wa Pérez Saldaina

Por lo cual es muy probable que mujeres que cursaninfecciones producidas por
diferentes tipos de HPV de alto riesgo generencaatpos que tengan reactividad
cruzada hacia el péptido IHSMNSTIL. Lo cual nosnpigz explicar el hecho de que el
100% de las pacientes con I-HPV y con NIC 1 quegntaban infeccion por diferentes
tipos de HPV de alto riesgo, presentaran positividala deteccion de anticuerpos

especificos hacia este péptido.

También es relevante considerar la posicion deig@HSMNSTIL en la estructura de
la proteina L1 y en la capside del virus, ya qua sscuencia forma parte de la union
entre las cadenas alfa hélice 2 y 3 de la protelnde HPV-16, las cuales interaccionan
con las cadenas alfa hélices 4 y 5 de otra protelnpara formar los amarres de 5
unidades de proteina L1 que constituyen a cadalaros capsémeros de la estructura
icosahédrica del virion (Cheat al 1995). Lo que representa que este péptido se
encuentre expresado de manera repetitiva en lacast@ del virion y por tanto
altamente disponible al reconocimiento por antigasr En consecuencia, es posible
gue de manera natural durante la infeccion poswleipapiloma humano de alto riesgo,
ademas de generarse anticuerpos dirigidos hactapepi conformacionales de la
estructura del virién, también se generen anti@geitacia la region que constituye el
péptido IHSMNSTIL. Esta aseveracion también se tasa&l hecho de que nuestro
grupo de trabajo, al utilizar un modelo de inmucida de ratones de la cepa C 57 BL/6
con VLPs de la vacuna Gardasil (VLP de HPV-16, -18, y -6) se detectaron
anticuerpos especificos al péptido IHSMNSTIL y & $itomdlogos derivados de la
proteina L1 de HPV-18, HPV-11 y HPV-6 (Mufioz-Gonidz 2008).

Asi mismo al inmunizar ratones con péptidos homugogl péptido IHSMNSTIL,
derivados de los HPV’'s de alto riesgo HPV-31, -32, y -58, sus sueros contenian
anticuerpos que reconocieron fuertemente de marezmda a VLP's de la vacuna
Gardasil y a VLPs de HPV-16 (Ortiz-Salazar RA 2006)mando estos estudios de
manera global, podemos considerar que la secuamiéormada por el péptido
IHSMNSTIL puede ser de gran relevancia para lactéla de anticuerpos especificos
generados de manera natural (ante la transmisiden idéeccion) o de manera inducida
(mediante la aplicacion de la vacuna que contield@sy. Aunado a estos hallazgos, en
un estudio previo logramos identificar que el plPtIHSMNSTIL y su homdélogo

IHSMNSSIL de la proteina L1 de HPV-18 son capacesstimular linfocitos T de
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pacientes con cancer cérvico-uterino positivas ¥-#i® y al alelo HLA-B39 de las
moléculas clase | del complejo principal de histopatibilidad (Monroy-Garciat al
2002). Por lo tanto esto nos permite sugerir quseleuencia constituida por los 9
aminoacidos del péptido IHSMNSTIL o de sus homdaspgepresenta un determinante
antigénico importante para el reconocimiento inmengacientes 0 mujeres expuestas
a infecciones causadas por HPV's de alto riesgo,salo en la generacion de
anticuerpos, sino en la respuesta inmune mediadbnfacitos T. La conformacion de
esta secuencia parece ser de gran relevancia,opgast en otros estudios se ha
encontrado que el uso de péptidos con secuencesangas que incluyan aminoacidos
contiguos al péptido P16, tanto en la posicion @dtb como amino terminal, no son
reconocidas por anticuerpos IgG presentes en nsupargtivas a infecciones por HPV-
16 (Andersson-Ellstrom At al 1996).

En un estudio realizado por Dillner J 1990, en @ondd un péptido que incluia 9
aminoacidos en el extremo amino terminal y unoaepdrcion carboxilo terminal de
péptido P16, no encontré reactividad de anticuehaosa este péptido largo. De manera
similar en un estudio reciente, en donde se utilizdpéptido de 20 aminoacidos que
incluian de manera parcial a los aminoacidos IH@Nbdéptido P16 en la parte carboxilo
terminal, tampoco encontraron reactividad de aatjpos en mujeres con infeccion por
HPV-16 (Andersson-Ellstrom At al 1996)

Por otro lado, los estudios realizados hasta gbena la deteccién de respuesta inmune
celular y humoral en pacientes con I-HPV y caneevical, utilizando el péptido P16,
han sido de corte transversal, en la cual soloaséomado una muestra, por lo que
resultaria importante realizar estudios longituldigapara analizar la presencia de
respuesta inmune en mujeres infectadas por HPVa#taleiesgo a través de un tiempo
determinado, lo cual seria una herramienta de \gihaiad para monitorear la evolucion

de la enfermedad bajo diferentes condiciones d@nmianto en las pacientes.

Finalmente, tomando en consideracion que cerc&Qél de la poblacion sexualmente
activa esta infectada por algun tipo de HPV; enddda prevalencia de infeccién para
la mujer y el hombre es de 14.5% y 42.7% respauevde (Galloway y Jenison 1990,
Lina et al 2003), resulta conveniente establecer métodospgumitan monitorear la

presencia del agente infeccioso, para lo cualragtedo en el cual se pueden emplear
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muestras bioldgicas provenientes de secrecionescaks, bucales o sueros, podria
resultar conveniente e importante en la detecaanticuerpos especificos a HPV's de

alto riesgo, no solo en la mujer, sino en la(sgjeés) sexuales, en donde el hombre es

un portador y transmisor importante de la infeccion
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CONCLUSIONES

En el presente trabajo, la aplicacion de la técded&LISA permitio la deteccién de
anticuerpos IgA e IgG especificos al péptido PIASWMINSTIL) en un 100%
considerando que en alguna de las tres muestragioes de secreciones bucales,
cervicales, y de sueros se detectaron en las pesiean displasias de bajo grado con

infeccion por HPV de alto riesgo.

Mas del 80% de los pacientes estudiados presenpasitividad de anticuerpos IgA en

muestras de secreciones bucales.

El péptido P16 derivado de la proteina L1 de HP\We&6un determinante antigénico
que puede ser util en la deteccion de anticuergpecéficos IgA de secrecion de
mucosa bucal, cervical y de IgG en suero de paseobn displasias de bajo grado

infectadas por HPV de alto riesgo.
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PERSPECTIVAS

Considerando que en este estudio las muestragaaesi son de corte transversal (en
donde se cuenta con una sola muestra tomada eretarméhado momento), seria
conveniente llevar a cabo estudios de caracteitlatigal, en donde se de seguimiento
a estas pacientes para detectar los niveles dauiardds, tomando en consideracion los
procedimientos prescritos por el médico tratante,clial daria informacion muy

relevante durante la evolucion de la enfermedad.

Es conveniente probar la deteccion de anticuegpdsllg G especificos a los péptidos
homologos al péptido P16 en las muestras de seneschucales, cervicales y en suero;

incluso en otros estadios de la infeccion por viteipapiloma humano.

En este estudio se demostré que mediante el méedeLISA, se pueden detectar
anticuerpos especificos al péptido P16 en muedtasecrecién bucal, cervical y de
suero en un numero importante de mujeres con ildieqor HPV de alto riesgo, por lo
que seria muy conveniente implementar la detecd@anticuerpos en pruebas rapidas
como la de flujo lateral o tira reactiva, las cegd@drian ser auxiliares en la deteccién y
diagnostico de esta enfermedad.
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APENDICE

PREPARACION DE SOLUCIONES

Buffer de Carbonatos y Bicarbonatos

Solucion A:

Carbonato de Sodio 0.1M (5.29 g/ 500 ml de agua)

Solucién B

Bicarbonato de Sodio 0.1M (4.2 g/ 500 ml de agua)

Adicionar la solucién A a la solucion B hasta queld sea de 9.6.Guardar todas las

soluciones en refrigeracion.

TBS-Tween al 0.1%
6.5g de Tris base, 8.7 g de Cloruro de Sodio pdrald agua destilada. Ajustar el pH a

7.6.Adicionar Tween 20 al 0.1%. Guardar en refagem.

Solucién bloqueadora

De la solucion anteriormente mencionada se tom@mi se le adicionan 1 g de BSA
(albumina bovina sérica) que se uso para bloguesmamplacas de ELISA donde se
colocaron las muestras séricas, mientras que asarsecreciones bucales se tomo igual
100 ml de la solucion de TBS-Tween pero se le ag@§ g de BSA. Guardar en

refrigeracion.
Dietanolamina al 10%

Disolver 10 ml de Dietanolamina en 100 ml de agastithda. Ajustar el pH a 9.8.
Guardar en refrigeracion y proteger de la luz.

EXTRACCION DE ADN

Buffer de Lisis
Para preparar 100 ml de esta solucion se afiade:
NaCl 0.5 M------- 20 ml
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Tris 0.1 M------- 10 ml
EDTA 0.1 M------ 25 ml
Y 0.5 gde SDS

Agua destilada----45 ml.

Fenol Saturado de Agua

Se coloca en un tubo falcon de 50 ml aproximadaen@html| de cristales de fenol y se
le agrega agua libre de DNAsas y RNAasa hastardolsrcristales esto se realiza en la
campana de flujo laminar. Se disuelve por invergide coloca en bafio maria a 56°C y
cada 10 minutos aproximadamente se agita hastadej@e se vean claramente la
separacion de ambas fases se cubre el tubo comalymara evitar que se oxide y se

deja a temperatura ambiente.

Tris1 M pH9.4
Se pesa 12.11g en 100 ml de agua destilada yesdiest

Acetato de Amonio 7.5 M

Se pesa 57.81 g y se disuelven en 100 ml de agtitada de igual forma se esteriliza.

Cloroformo- alcohol isoamilico 25:1
Se colocan 25 ml de cloroformo y 1 ml de alcoho&iwilico en un frasco oscuro y se

guarda a temperatura ambiente.

Buffer de corrida para electroforesis 0.5X
Para 1 L se agregan 10.8 g de Tris base, 5.5 gide B&orico y 4 ml de 0.5 M de EDTA
ap H8.Y se deja a temperatura ambiente.

Buffer de carga para las muestras del producto de®R

Contiene 0.25% de bromo fenol azul, 0.25% de xilgaool y 30% de glicerol en agua.

De este stock se hace una dilucion 1:6 en aguapulia.
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ABREVIATURAS

Ac Anticuerpo, sinénimo de Inmunoglobulina

ADN Acido desoxirriborieico

CaCu Cancer cervico umeri

CPA Célula Presentadora de Antigeno

CTL Linfécito T Citotoxico

DO Densidad Optica

ELISA del inglés, Enzymanked Inmunoabsorbent Assay (Ensayo de
Inmuabsorbancia ligado a Enzimas)

Fab Fragmento de unién al antigeno

Fc Fragmento cristalizable

HPV Virus de Papiloma Humano

I-HPV Infeccion por Virug dPapiloma Humano

Ig Inmunoglobulina

g A Inmunoglobulina dig\

Ig G Inmunoglobulina tipo G

NIC 1 Neoplasia intraepdéetervical de bajo grado

PCR del inglés, Polimer&hain Reaction, Reaccidén en Cadena de
Polimerasa.

P16 Péptido de 9 aminoacidos (IHSMNSTIL) dpriateina L1 de

HPV-16.
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