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RESUMEN. 

 
 
 

La mitad de los casos de cáncer cérvico-uterino (CaCu) en el mundo están asociados al 

virus de papiloma humano tipo 16 (VPH16), el cual tiene 5 variantes distribuidas de diferente 

manera en todo el mundo. En México el 25 % de las mujeres con CaCu presentan la 

variante Asiático-Americana (AA), la cual es 9 veces más  agresiva que la variante Europea 

(E). La variante AA tiene tres subclases: AA-a, AA-b y AA-c, esta última es muy frecuente en 

México y muy rara o inexistente en otras partes del mundo, y no se conoce la secuencia 

completa de su genoma.  

El sistema inmune es capaz de reconocer epítopes de las proteínas L1 y L2, las cuales 

forman la cápside del VPH, e inducir una fuerte respuesta contra el VPH. No obstante, la 

variación genética de epítopes inmunológicos pudiera afectar la respuesta inmune humoral 

contra la cápside del virus, por lo que la respuesta humoral inducida contra el virus de 

papiloma humano tipo 16 de la variante E (VPH16 E), con las vacunas que actualmente se 

encuentran en el mercado, podría no proteger contra la variante AA del virus de papiloma 

humano tipo 16 (VPH16 AA). Por lo cual, a partir de 4 tumores invasivos del cérvix, positivos 

para el VPH16AA-c, se amplificó y secuenció el gene L1 en ambas direcciones con 

oligonucleótidos específicos, encontrándose 19 mutaciones respecto del VPH16 E de 

referencia, y 3 mutaciones respecto a VPH16 AA-a. La mayoría de estas mutaciones caen 

dentro de epítopes identificados en la proteína L1 del VPH16 E, sin embargo, a través de 

ensayos de ELISA y utilizando péptidos derivados del VPH16 E y sus homólogos de los 

VPH16 AA-a y AA-c, no se encontró diferencia estadísticamente significativa en el 

reconocimiento humoral, en las pacientes con cáncer del cérvix (n=37) positivas para el 

VPH16 E y el VPH16 AA. Esto sugiere que las mutaciones encontradas en la proteína L1 del 

VPH16 AA-a y AA-c, no afectan el reconocimiento por parte de los anticuerpos generados 

contra la proteína L1 del VPH16 E, y pudiera implicar que las vacunas que se encuentran 

actualmente en el mercado, protegerán contra la infección por las subclases AA-a y AA-c del 

VPH16.  
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INTRODUCCIÓN. 

VIRUS DE PAPILOMA HUMANO. 

El Virus de Papiloma humano (VPH) es la principal enfermedad de transmisión sexual en el 

mundo, se estima que el 40% de la población mundial está infectada con este virus (Bosch y 

cols. 1995). La infección por VPH favorece el desarrollo de lesiones benignas 

hiperproliferativas (verrugas o condilomas), entre otras graves enfermedades como cáncer 

oro-faríngeo, pene, vulva, vagina, ano y esófago (Van Beurden y cols. 1998; Pinto y cols. 

1999; Frish y cols. 1999; Daling y cols. 2005; Far y cols. 2007; Smith y cols. 2007; Tachezy y 

cols. 2007). Pero la más estudiada a nivel mundial por la alta mortandad, el fuerte impacto 

en la sociedad y en la economía, es el Cáncer Cérvico-uterino (CaCu), el cual es una de las 

principales causas de muerte a nivel mundial (Bosch y cols. 2002). Más del 75% de los 

casos de CaCu son del tipo celular escamoso, sin embargo en las últimas décadas los casos 

de adenocarcinomas han aumentado sobretodo en mujeres jóvenes (Sasieni y cols. 2001), 

no obstante que por más de 20 años, muchos grupos de investigación de diferentes países, 

han concentrado sus esfuerzos para combatir este terrible padecimiento (Orozco y Gariglio, 

2000). En la década de los 80´s se descubrió que el VPH se encuentra en 99.7 % de los 

tumores cervicales (Ver figura 1) y es un factor etiológico para el desarrollo del CaCu 

(Walboomers y cols. 1999; Bosch y cols. 2002). 
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Figura 1.- Infección por VPH en el Cuello del Útero. La figura muestra el sitio donde se produce la infección 
por VPH y posteriormente el CaCu, tomada de MSD (www.msd.com.ar/.../press/hpv/noticia1.html).     
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GENOMA DEL VPH.  

El VPH es un virus de doble cadena de DNA circular, con cápside icosahédrica de 

aproximadamente 55 nm de diámetro, que infecta las capas basales del epitelio y mucosas 

(Ver figuras 1 y 4), su genoma está formado por aproximadamente 7900 pares de bases y 

codifica dos grupos de genes: Los genes de trascripción temprana (E) los cuales, son 

expresados durante todo el ciclo viral: E1 y E2  que controlan la replicación del DNA y la 

expresión de los genes virales; E5, E6 y E7 que controlan el crecimiento y transformación 

celular (Baker y cols. 1991; Howley y Knipe 1996; Garnett y cols. 2006; Kim y cols. 2006). El 

genoma del VPH consta de una región que precede a los genes tempranos llamada región 

larga de control ó RLC, y contiene secuencias promotoras y potenciadoras de la trascripción, 

así como secuencias que controlan el inicio de la replicación. El otro grupo de genes son los 

de trascripción tardía (L) L1 y L2, que codifican a la proteína mayor L1 y la proteína menor 

L2 respectivamente. Ambas proteínas forman la cápside del VPH (Ver figura 2), y son 

expresadas en la fase productiva (Doorbar y cols. 1987; Roden y cols. 1997; Zur Hausen 

1999; Kammer y cols. 2000; Longworth y cols. 2004, Doorbar y cols. 2005). El virión del VPH 

está formado por 72 pentámeros de la proteína L1 (Ver figura 2), la cual se encuentra en 

mayor proporción (30:1), que la proteína interna L2 (Kirnbauer y cols. 1993). 

  

 

Figura 2.- Cápside y Genoma del VPH. La figura muestra el genoma del VPH (A), la cápside del VPH (B) y el 
genoma del VPH de manera lineal (C). Imágenes tomadas y modificadas de: 
www.microbiologybytes.com/virology/Papillomav., journals.cambridge.org/fulltext_content/ERM/E., 
www.medscape.com/viewarticle/408860 1995, Linda M. Stannard. 
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LASIFICACIÓN DE LOS VPH´s. 

s de VPH que existen se clasifican en: Tipos, sub-tipos, 

quel cuya secuencia nucleotídica varía más del 10 % respecto del 

u secuencia nucleotídica difieren del 2 al 10 % respecto del tipo de 

ando difiere del 2 al 0.5% en su secuencia nucleotídica. 

egiones de los genes E6 y 

rus de Papiloma, más un número 

er, los tipos de VPH se pueden clasificar en dos grandes 
grupos: 

 de bajo riesgo oncogénico: Aquellos tipos virales que son poco frecuentes en 
tumores y que es poco probable favorezcan el desarrollo de cáncer, como son los tipos: 6, 

o oncogénico: Aquellos tipos virales que frecuentemente se encuentran 
en tumores, y que es mas probable favorezcan el desarrollo de cáncer, como lo son  los 

 

C

Debido a la gran diversidad de tipo

variantes y subclases.  

Tipo: Se define como a

tipo de referencia.  

Subtipo: Cuando s

referencia.  

Variante: Cu

Subclases: Cuando difieren en menos del 0.5 % de su genoma. 

Generalmente para establecer estas diferencias se analizan las r

L1 por ser regiones altamente conservadas (Yamada y cols. 1995; 1997; De Villers 2004). 

La proteína L1 tiene más del 65% de homología entre varios tipos virales de alta frecuencia, 

como el 6, 16, 31, 35, entre otros (Di bonito y cols. 2006). 

Actualmente se sabe que existen más de 100 tipos de Vi

mayor de variantes y subclases, todos ellos se agrupan en la familia Papillomaviridae, pero 

solo alrededor de 40 tipos de VPH se han detectado en el tracto genital humano (Terai y 

cols. 2001; Castellsague y cols. 2006). El tipo de VPH mas frecuente en pacientes con CaCu 

es el tipo 16 (VPH16), se encuentra aproximadamente en la mitad de los casos de CaCu en 

el mundo (Bosch y cols. 1995). 

Por su asociación con el cánc

A).- Los

11,34, 42, 43, y 44.  

B).- Los de alto riesg

tipos: 16, 18, 31, 33, 35, 45, 51, 52, 58, y 59 entre otros (Zur Hausen 2000; Bosch y cols. 
2002). 
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ARIANTES ONCOGENICAS DEL VPH TIPO 16 DE ALTA PREVALENCIA EN MEXICO. 

 

(Yamada y cols. 1997) y se ha descrito en la bibliografía que algunas variantes son más 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.- Pr el que se 
encuentran la

V

El VPH16 tiene 5 grandes variantes distribuidas de diferente manera en todo el mundo

oncogénicas que otras (Bergeron y cols. 1992;  Bosch y cols. 1995; Lizano y cols. 1997; 

Casa y cols. 1999; Kamer y cols. 2000; Berumen  y cols. 2001; Hildesheim y cols. 2001). En 

México (Ver figura 3), aproximadamente el 25 % de las mujeres con CaCu presentan la 

variante Asiático Americana (AA) del VPH16 (VPH16AA) (Berumen y cols. 2001), cifra 

mucho mayor que la reportada en otras regiones del mundo, como Centro y Sudamérica 

(20%), Europa (14%) y Asia (5.7%) (Yamada y cols. 1997). Se ha encontrado que las 

mujeres infectadas con la variante AA tienen un riesgo 9 veces mayor de desarrollar CaCu 

que las mujeres infectadas con la variante europea del VPH16 (VPH16E), y se ha detectado 

que la variante VPH16AA es mas frecuente en adenocarcinomas, que en cáncer cervical 

escamoso (Lizano y cols. 1997; Villa y cols. 2000; Berumen y cols. 2001; Lizano y cols. 

2006; Rabelo-Santos y cols. 2006). Además la variante AA es muy poco frecuente en 

comparación con la variante E en mujeres sanas (Berumen y cols. 2001; Lizano y cols. 

2006). 

 

oporción de Variantes del VPH 16 en México. La figura  muestra el porcentaje en 
s diferentes subclases del VPH 16 en la población mexicana (Berumen 2003). 

Variantes virales del HPV16
(n=92)

AA
45.7%

E-350G
46.7%

E-350T
6.5%

NA1
1.3%

HPV16 CLASSES
(n=92)

HPV16 SUBCLASSES 
(n=92)

AA-a
24.0%

AA-c
21.7%

E-C188G
7.8%

E-G131G
1.3%

E-A176G
1.3%

E-P350T
6.5%

E-A176T
1.3%

E-P350G
36.4%

NA1
1.3%
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ambién se ha descrito que la actividad del promotor p97, el cual regula la transcripción de 

o americana (AA-a), la cual se encuentra en el 25% de las mujeres 

ico americana c (AA-c), la cual se encuentra en el 22% de las mujeres 

ocia con 

 

T

los oncogénes E6 y E7, es 1.7 veces mayor en la subclase AA-a y 3.3 veces mayor en la 

subclase AA-c en comparación con el virus E de referencia, sugiriendo una mayor expresión 

de oncogenes virales (Veress y cols. 1999; Kammer y cols. 2000). Otros artículos 

mencionan que el número de copias de DNA de la variante AA es mayor  que el de la 

variante E en carcinoma cervical, sugiriendo que la variante AA tiene una mayor replicación 

(Casas y cols. 1999) y que la expresión de los oncogenes en la variante AA inicia en una 

etapa mas temprana que en la variante E, debido a fallas en la represión de la transcripción 

de los oncogenes E6 y E7, por parte del gen E2 de la variante AA, ya que durante la 

integración del ADN viral, el gen E2 es destruido (Ordóñez y cols. 2004). No obstante que la 

variante E se encuentra en el 48% de los casos de CaCu positivos para el VPH16, el 47% 

corresponde a la variante AA (Ver figura 3) y dos sub-clases de esta variante son muy 

frecuentes en México:  

1).- La sub-clase asiátic

mexicanas con VPH16 (Berumen y cols. 2001), y de la cual se conoce el genoma completo 

(Terai y Buró, 2003).  

2).- La sub-clase asiát

mexicanas con VPH16 (Berumen y cols. 2001) y que es poco frecuente en Centro y 

Sudamérica (4.4%), Europa (2%) y no se ha detectado en el Sudeste de Asia (Yamada y 

cols. 1997, Tonon y cols. 2007), tal vez por ello, solo se conoce la secuencia completa del 

gen E2 (Casas y cols. 1999), y no se conoce la secuencia del resto de su genoma.  

Algunos autores sugieren que el grado en que una variante o tipo del VPH-16 se as

una enfermedad puede deberse a diferencias en el genoma viral (Tu y cols. 2006; Ndisang y 

cols. 2006; Sichero y cols. 2007, Yang y cols. 2007). En diversos protocolos  de 

investigación se ha encontrado que menos del 5% de las infecciones por VPH de alto riesgo 

se desarrollan a neoplasia  intraepitelial cervical (NIC) y solo entre el 10-20 % de los NIC 

progresan a carcinoma invasivo, indicando que factores virales y no virales, están 

involucrados en la infección, desarrollo de la lesión por VPH y su progresión a cáncer (Zur 

Hausen, 1996; Burd EM, 2003). Estos datos sugieren que la alta incidencia de CaCu en 

México pudiera estar asociada a la alta frecuencia de variantes virales consideradas 
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Otros autores han sugerido que las características genéticas de la población mexicana 

RESPUESTA INMUNE CONTRA EL VPH. 

El sistema inmune es capaz de reconocer epítopes de la proteína L1 del VPH presentes en 

 

altamente oncogénicas, por lo que resulta muy importante el estudio de estas variantes para 

el desarrollo de tratamientos adecuados y efectivos para la población mexicana. 

pueden estar relacionadas con la alta frecuencia de la variante AA-c en México  (Ho y cols. 

1993; Casas y cols. 1999) y que el componente genético influye en la habilidad del 

hospedero  para responder inmunológicamente  a un epítope viral especifico codificado por 

una variante, por ejemplo: Algunos alelos del HLA son mas eficientes que otros para 

presentar el virus y ser reconocidos por el sistema inmunológico (Wank y Thomssen, 1991; 

Wank y cols. 1991; Hildesheim y cols. 2001; Beskow y cols. 2005; Zoodsma y cols. 2005; 

Chan y cols. 2007). También se sabe que el polimorfismo de P53 varia en diferentes 

poblaciones, y está relacionado a la progresión de la infección por VPH (Baseman y 

Koutsky, 2005; Bhattacharya y cols. 2005). Por lo anterior, el conocimiento del genoma 

humano, permitirá conocer mejor la influencia del componente genético en la progresión de 

la infección por VPH a cáncer.  

 

la superficie de la cápside viral (Kirnbauer y cols. 1992; Heino y cols. 1995; Leiserowitz y 

cols. 1997; Kawana y cols. 1999; Roden y cols. 2000; Combita y cols. 2002; Monroy y cols. 

2002; Carter y cols. 2003), montando una fuerte respuesta inmune serológica, tipo 

específica, contra epítopes de la cápside del VPH (Roden y cols. 1996; Touzé y cols. 1998). 

Los anticuerpos específicos para la proteína L1 del VPH16 se desarrollan 4 meses después 

de la primera infección, y persisten por muchos años (Carter y cols. 1996, 2000;  Wang y 

cols. 1997; Schiller y cols. 1999). En diferentes estudios donde se investigó la presencia de 

anticuerpos contra la proteína L1 del VPH16 en pacientes con infección por VPH16 y 

diferentes grados de NIC y CaCu, se observó que la cantidad de anticuerpos aumenta con la 

gravedad de la enfermedad, pero decae en pacientes con CaCu (Ver figura 4), no obstante 

estos últimos presentaron anticuerpos contra la proteína L1 del VPH16 (Le Cann y cols. 

1995; Wideroff y cols. 1995; Sasagawa y cols. 1996; De Grujil y cols. 1997; Luxton y cols. 

1997; Kim y cols. 1999; Marais y cols. 2000; Combita y cols. 2002; Rocha y cols. 2004). 
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esarrolla 

niveles detectables de anticuerpos VPH específicos (Carter y cols. 2000; Di Bonito y cols. 

uyo resultado de la prueba Papanicolau fue anormal y 

que presentaban VPH16, el 50% de ellas, fueron seropositivas para la proteína L1 

  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.- Seropositividad y desarrollo de CaCu. La figura  muestra el porcentaje de seropositividad 
encontrada en el suero de grupos de mujeres con CaCu (CaCu), mujeres con lesiones causadas por infección 
de VPH16 (NIC) y mujeres control (Control), descrita en los diferentes artículos arriba mencionados. 
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No obstante que solo alrededor de la mitad de las mujeres con infección por VPH d

2006), en la lucha contra la infección del VPH resalta el papel de las IgA que se producen en 

la superficie de mucosas y previene la ocurrencia de la infección, y de las IgG las cuales son 

la clase de anticuerpo más importante para la neutralización directa de las partículas virales 

en suero y otros líquidos corporales. 

En un estudio realizado en mujeres c

desnaturalizada, lo cual sugiere que esta proteína tiene epítopes lineares reconocidos por 

anticuerpos neutralizantes, los cuales podrían ser usados para detectar anticuerpos contra el 

VPH (Di Bonito y cols. 2006). También se a descrito que si bien algunos epítopes 

inmunogénicos son dependientes de la conformación de la proteína, algunos de los 

anticuerpos generados contra la proteína en su forma nativa, son capaces de reconocer la 

secuencia linear específica, lo cual hace posible la detección serológica de la infección por 

VPH (Dillner y cols. 1990). Por otra parte se ha descrito la existencia de epitopes lineales de 

la proteína L1 del VPH16 (Christensen y cols. 1996; Wang y cols. 1997; White y cols 1999), 

tipo específicos (Roden y cols. 1996), algunos de los cuales inducen la generación de 

anticuerpos neutralizantes (Combita y cols. 2002).  
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 L1 Y VACUNAS BASADAS EN 
ARTÍCULAS SEMEJANTES AL VIRUS DEL VPH.  

us Like Particles), como las que se 

 

VARIACIONES GENICAS DE LA PROTEÍNA
P

Aprovechando la capacidad de la proteína L1 del VPH, de auto ensamblarse en partículas  

morfológicamente semejantes al virus o VLP´s (Vir

pueden observar en la figura 5, las cuales tienen el tamaño y los epítopes de la cápside de 

un virión (Kirnbauer y cols. 1992, 1993; Sasagawa y cols. 1995; Chen y cols. 2000; Combita 

y cols. 2002), pero ausencia de DNA viral por lo que no infectan ni producen transformación 

celular (Zhou y cols. 1991). En los últimos años se han empleado  estas VLP´s, para 

inmunizar animales y generar protección contra el VPH, produciendo gran cantidad de 

anticuerpos neutralizantes tipo específicos (Kirn Bauer y cols. 1992; Christensen y cols. 

1994;  Breitburd y cols. 1995; Suzich y cols. 1995; Roden y cols. 1996; Unckell y cols. 1997).  

 

meros. En la figura de la izquierda, se
mada de http://www.youngwomenshealth
ámeros de la cápside del VPH (Tomad

Figura 5.-  Cápside de VPH y uniones inter-pentá  pueden observar 
viriones del VPH a punto de infectar una célula. (To .org/hpv.html). La 
figura de la derecha muestra las uniones inter-pent  de Chen y cols. 
2000).  

gA neutralizantes contra la proteína L1 del VPH capaces de proteger 

vés de la 

a

 

Se ha demostrado que la vacunación de humanos con VLP`s de VPH, genera altos niveles 

de anticuerpos IgG e I

contra este virus (Schiller y cols. 1999; White y cols. 1999; Brown y cols. 2001; Harro y cols. 

2001; Poland y cols. 2005; Koutsky y cols. 2002). Por lo cual en los últimos meses, en 

algunos países se han puesto a la venta dos vacunas contra el VPH, ambas están hechas 

con VLP´s formadas por la proteína L1, una vacuna bivalente que contiene VLP`s del VPH-

16 y 18 (Glaxo Smith Kline 2007), y la otra es una vacuna cuadrivalente formada por VLP`s 

de los VPH 6, 11, 16, y 18 (Merck 2007), todas derivadas de variantes europeas. 

Teniendo en cuanta que el principal objetivo de las vacunas contra el VPH, basadas en 

VLP´s, es inducir una respuesta inmune que proteja contra este virus, a tra
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presentación de epítopes que induzcan la generación de anticuerpos neutralizantes. Es 

importante considerar que debido a la especificidad de la protección (Christensen 1994, 
Roden y cols. 1996; White y cols 1999; Koutsky y cols. 2002), es necesario conocer y tener 

en cuenta las variantes virales presentes en cada región geográfica y en diferentes 

poblaciones, ya que varios trabajos de investigación sugieren que las mutaciones puntuales 

en la proteína L1 del VPH (Ver Figura 6), pueden afectar la función de una proteína (Lichtig y 

cols. 2006; Yang y cols. 2005) y el reconocimiento por parte de los anticuerpos 

neutralizantes (Ludmerer y cols. 1996; Chen y cols 2000). 
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 En la 
gura se muestra un pentámero visto lateralmente (A), desde arriba (B), y desde abajo (C), en color rojo las 
osiciones altamente variables, las posiciones altamente conservadas en azul, y en blanco posiciones de 

nticuerpo monoclonal neutralizante tipo especifico H16:V5 (Christensen y cols. 1996; 

Figura 6.- Di
fi

stribución de las Variaciones en la secuencia de la proteína L1 de 49 tipos de VPH.

p
variación intermedia (Chen y cols. 2000). 
 

White y cols. han descrito que el reconocimiento y neutralización del VPH16 por parte del 

a

Roden y cols. 1997; Wang y cols, 1997; Chen y cols. 2000), se ve afectado por el cambio de 

un aminoácido en la secuencia de la proteína L1 que reconoce (White y cols. 1999), Caso 

similar ocurre con el anticuerpo monoclonal neutralizante tipo específico H16:E70 (Roden y 

cols. 1997; Combita y cols. 2002), respecto del cual se ha descrito que el cambio A266T en 

la secuencia que reconoce, reduce casi a la mitad, el reconocimiento y la neutralización por 

parte de este anticuerpo (Varsani y cols. 2006). Por su parte Roden y cols. han descrito que 

el anticuerpo H16:E70, es capas de neutralizar la cápside del VPH16 E (114K), pero no la 

del VPH16 Africano 2 (Z-1194) (Roden y cols. 1997). Se sabe que la mutación del 

aminoácido F en la posición 50, afecta la unión tanto del anticuerpo H16:V5, como del 

anticuerpo H16:E70  (White y cols. 1999). En un estudio en la población mexicana se 

describe, que el cambio de un solo aminoácido en la secuencia de un péptido altera 

considerablemente el reconocimiento de este péptido por parte del sistema inmune (Monroy  
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ctividad neutralizante del anticuerpo monoclonal HPV-16.123 (Combita y cols. 2002). 

 

 

y cols. 2002). Por su parte la mutación L152F ocasiona la perdida del reconocimiento y la 

a

También se a descrito que la mutación C428G ocasiona cambio en la estructura de la VLP 

que se forma, sin afectar la antigenicidad (Varsani y cols. 2006). Uno de los mas importantes 

cambios que se han descrito, es el de la mutación H228D, en la proteína L1 del VPH16 E de 

referencia, el cual aumenta 1000 veces la capacidad de la proteína para formar VLP`s 

(Kirnbauer y cols. 1993).  
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

Se ha descrito en la bibliografía que la protección inmune humoral contra un tipo de VPH 

no protege de la infección por otro tipo de VPH (Matsumoto y cols. 2003; Clifford y cols. 

2005; Varsani y cols. 2006), y que esta protección puede fallar debido a variaciones en la 

secuencia de la proteína L1 (Kirnbauer y cols. 1993; Ludemeree y cols. 1996; Monroy y 

cols. 2002; Lichtig y cols. 2006). Considerando que se han descrito al menos 25 

mutaciones en el gen L1 del VPH16 AA-a, 9 de las cuales ocasionan cambio en el 

aminoácido (Yamada y cols, 1997), y que la mayoría de estas caen dentro de epítopes 

humorales identificados en la proteína L1 del virus Europeo  (Ver tabla 5). Es posible que 

las mutaciones en la proteína L1 del VPH16 AA-a y AA-c, afecten el reconocimiento por 

parte de los anticuerpos generados contra la proteína L1 del VPH16 E, lo cual implicaría 

que la respuesta inmunológica inducida por los VLP´s del VPH16 E no necesariamente, 

conferirá protección contra el VPH16 AA. 

Por otro lado, no existen reportes de estudios acerca de la presencia de anticuerpos 

contra la proteína L1 del VPH16 AA-a o VPH16 AA-c, de esta última, ni siquiera se 

conoce la secuencia completa de su proteína L1. Son muy pocos los estudios entorno a 

las subclases de VPH16 AA de alta frecuencia en México (Berumen y cols. 2001). Por lo 

que no es claro si una vacuna basada en VLP´s del VPH16 Europeo protegerá contra la 

infección del VPH16 Asiático-Americano, el cual es muy frecuente (25%) en la población 

mexicana. 
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HIPÓTESIS. 

 

 

Las variaciones en la secuencia del gen L1 del VPH16 AA-a y del VPH16 AA-c, 

respecto del gen L1 del VPH16 Europeo, afectan el reconocimiento por parte de los 

anticuerpos generados contra la proteína L1 del VPH 16 Europeo.  
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OBJETIVO. 

 

Determinar si las variaciones en la secuencia del gene L1 del VPH 16 AA, afecta el 

reconocimiento por parte de los anticuerpos generados contra la proteína L1 del VPH 

16 E, en pacientes con CaCu. 

 

 

OBJETIVOS SECUNDARIOS. 

1.- Aislar y obtener la secuencia completa del gene L1 del VPH16 AA-c. 
 
2.- Determinar si existe diferencia entre la secuencia del gene L1 de la subclase AA-a del  
     VPH16 y la secuencia del gen L1 de la subclase AA-c del VPH16. 
 
3.- Determinar el efecto estructural de las mutaciones en las secuencias del gen L1 del  
     VPH16 AA-a y AA-c respecto de la secuencia del gen L1 del VPH16 E. 
 
4.- Determinar si existe diferencia en el reconocimiento de péptidos derivados de la 
     proteína L1 del VPH16 E y de péptidos derivados de la proteína L1 del VPH16 AA-a y   
     AA-c, por parte de los anticuerpos inducidos contra el VPH16 E. 
 
5.- Determinar si existe diferencia en el reconocimiento de péptidos derivados de la  
     proteína L1 del VPH16 E y de péptidos derivados de la proteína L1 del VPH16 AA-a y  
     AA-c por parte de los anticuerpos inducidos contra el VPH16 AA. 
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MÉTODO. 
 
 
 
OBTENCIÓN DE MUESTRAS.  
 

En este estudio se incluyeron 37 casos de mujeres con CaCu, 4 NIC  y 20 mujeres sanas 

(Control). El grupo de mujeres con CaCu, NIC y mujeres control forman parte de una 

muestra mayor de un  estudio en el que se analizaron los tipos y variantes de los VPH´s en 

muestras de exudado cervical de 503 mujeres con CaCu, 30 mujeres con NIC y 357 mujeres 

colposcópicamente sanas. Estas muestras fueron colectadas durante el periodo 2004-2005, 

las mujeres con CaCu de la consulta de ginecología oncológica y las mujeres con NIC y 

controles  de la clínica de colposcopia del servicio de oncología del Hospital General de 

México (H. G. M.). La detección y tipificación de los tipos y variantes virales, se realizo como 

se ha descrito previamente en la literatura (Berumen y cols. 2001). Las muestras de mujeres 

con CaCu, NIC y la mitad de las muestras control, seleccionadas para este estudio 

incluyeron solo casos positivos para el VPH16 (18 para la variante AA y 19 para la variante 

E). La otra mitad de las muestras control, fueron positivas para cualquier VPH. A todas las 

mujeres incluidas en este estudio se les tomaron 8 ml de sangre periférica utilizando un tubo 

vacutainer con anticoagulante (ACD) (Becton Dickinson, USA).  

 

También se incluyeron 20 sueros de niños menores de 8 años que acudieron a consulta 

externa de pediatría por padecimientos no relacionados con el VPH, y que fueron analizados 

en el laboratorio de análisis clínicos como parte de los estudios de rutina para diagnostico. 

De cada una de estas pacientes, se obtuvo el consentimiento por escrito para su inclusión 

en el estudio. A cada muestra, se le asigno una clave y un número ascendente (#): R# = 

Paciente con Cáncer, N# = Paciente con NIC, C# = Mujer sin lesión Genital (Control). 
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DISEÑO DE OLIGONUCLEÓTIDOS PARA SECUENCIAR EL GEN L1 DEL VPH16 AA-c. 
 

A la par de la colecta de muestras para su análisis, se diseñaron oligonucleótidos que 

permitieran amplificar y secuenciar específicamente, el gen completo L1 del VPH16 AA-c; 

para ello se utilizó el programa de computadora “Primer Express” (Applera Corporation 

2001), y la información presente hasta ese momento en las bases de datos especializadas 

referente al VPH. Se diseñaron 12 oligonucleótidos los cuales se unen específicamente a la 

secuencia del gen L1 del VPH16 AA, aproximadamente cada 300 pb. Uno de estos primer 

(F5439) se une al gen L1, 120 pb rió abajo y otro primer (R7290) se une 130 pb rió arriba del 

gen L1, permitiendo amplificar el gen completo (Ver tabla 1). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 
             Tabla 1.- Oligonucleótidos diseñados y utilizados para secuenciar el gene L1  del VPH16 AA. 

 

AMPLIFICACIÓN DEL GEN L1 DEL VPH16 AA-c. 
 

Una vez tipificado el tipo viral y la subclase presente en las biopsias de pacientes con 

cáncer, se seleccionaron 4 muestras que presentaban la subclase viral VPH16 AA-c, para 

cada una se realizó por separado el siguiente procedimiento: Primero se extrajo y cuantificó 

el ADN de células tumorales, y se preparó una alícuota de 20 µl de ADN a una 

concentración de 50 ng/µl, se tomaron 10 µl de esta alícuota y se realizó una PCR utilizando 

los oligonucleótidos: F5439 y R7290 (ver figura 7), diseñados específicamente para  unirse 

río arriba y río abajo del gen L1 del VPH16 AA (Ver figura 8). 
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Del producto de la PCR se tomaron 2 µl y por electroforesis en un gel de agarosa al 0.8% a 

100 volts, se visualizó la banda del gen L1 amplificada. El resto del producto de PCR se 

limpió con el “kit EXOSAP-IT”: En 1 vial de 0.2 ml para PCR debidamente etiquetado, se 

agregaron 2 µl de la enzima exosap-it y 5 µl del producto de la PCR (ADN amplificado con 

oligonucleótido). Se incubó en el termociclador 37°C por 15 min y a 80°C por 15 min, 

obteniendo el ADN libre de impurezas.  

Reactivo              Concentración en Mezcla       Volumen Final

Buffer para PCR      10x            1x 2.5 µl.
dNTPs                   200 mM                           200 µM                    2.5 µl.
Oligo F5439AA       10 µM                             1   µM                     2.5 µl.
Oligo R7290           10 µM                              1   µM                     2.5 µl.
H2O 2.5 µl.
MgCl2                    25 mM                            2   mM                     2    µl.
DNA                      50 ng                                                               10  µl.
Enzima   0.5 µl.

Total       25  µl.
Condiciones de la PCR:

94 °C   120 Seg
94 °C    15  Seg
60 °C    30   Seg               30 ciclos
72 °C    90   Seg
72 °C    420 Seg  

Mezcla de reacción utilizada en la PCR:

 
                     Figura 7.-  Condiciones utilizadas en la PCR para amplificar el gen L1 del VPH16. 

 
SECUENCIACIÓN DEL GEN L1 DEL VPH16 AA-c. 
 
 
El ADN purificado fue sometido a una segunda PCR (Reacción de secuencia), con las 

condiciones mostradas en el figura 9, para esta PCR se utilizaron los 12 oligonucleótidos (un 

oligonucleótido por vial), especialmente diseñados para unirse al gen L1 del VPH16 AA (Ver 

figura 8). A los 5 µl del producto de la segunda PCR (reacción de secuencia) se agregaron 

15 µl de agua inyectable, los 20 µl de la mezcla se agregaron en el centro de una  

 

 
 

 

 
 
Figura 8. Ubicación de los sitios donde se unen los oligonucleótidos utilizados para secuenciar el gen L1 del 

VPH16 AA-c. 
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columna de resina sefadex de doble camisa debidamente hidratada (una columna por 

oligonucleótido), las columnas se centrifugaron 2 min a 2800 rpm, la camisa donde se  

encontraba la resina se desecho, el producto en el tubo inferior de la columna se centrifugó 

al vacío por 20 min, para eliminar toda el agua. 

 

El ADN que se encontraba en la parte inferior del tubo, se resuspendió con 15 µl de 

formamida, y utilizando el Kit Big Day terminador V3.1 Cycle Sequencing Applied 

Biosystems (que incluye nucleótidos fluorescentes) y un secuenciador “ABI PRISM 310 

genetic analyzer system” (Perkin-Elmer) se secuenció totalmente y en ambas direcciones el 

gen L1 del VPH16 AA-c, para cada una de las 4 muestras VPH16 AA-c. Los datos fueron 

analizados con el Software DNASIS (Hitachi Software Engineering Co., Japan).  
 

Reactivo              

Condiciones de la PCR:

96 °C    1   min
96 °C    30 min
50 °C    15 min              25 ciclos
60 °C    3   min

           2 µl del  Producto de PCR purificado por exosap-it

Mezcla de Reacción de Secuencia:

           1 µl del  Oligonucleótido 10 µM
           2 µl del  Reactivo para secuenciar RR Big dye

 
                                       Figura 9.- Condiciones de la reacción de secuencia. 

 

Como controles y de la misma forma se secuenció y analizaron los datos del gen L1 de una 

muestra que presentaba el VPH16 E y otra que presentaba el VPH16 AA-a, utilizando en 

cada caso oligonucleótidos específicos para cada Sub-clase del VPH16 (Ver tabla 1). 

 

Una vez obtenida la secuencia completa del gen L1 del VPH16 AA-c, se comparó con las 

secuencias conocidas del VPH para determinar los sitios donde existe diferencia respecto a 

las secuencias nucleotídicas de las Subclases E y AA-a del VPH16, se extrapolaron a la 

proteína las mutaciones encontradas en el gen, para determinar los sitios donde existen 

mutaciones entre las proteínas L1 de las Subclases E, AA-a y AA-c del VPH16. 
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EFECTO DE LAS MUTACIONES EN LA ESTRUCTURA TRIDIMENSIONAL DE LA 
PROTEÍNA L1. 
 
Para investigar si las mutaciones encontradas en la secuencia de la proteína L1 del VPH16 

AA-a y AA-c, causan cambios en la estructura terciaria de la proteína L1, se utilizó el 

programa de modelaje por computadora swiss model disponible en Internet, y se 

sustituyeron los aminoácidos mutados en cada una de las subclases. 

 
 
 
SÍNTESIS DE PÉPTIDOS DERIVADOS DE LA PROTEÍNA L1 DEL VPH16 E, AA-a y 
AA-c. 
 
Una vez que se conocieron las mutaciones en la proteína L1 de las subclases E, AA-a y AA-

c del VPH16, y después de una exhaustiva búsqueda bibliográfica, se seleccionaron y se 

mandaron a sintetizar a la compañía Washington Biotechnology, 4 péptidos de entre 14 y 20 

a.a, derivados de la proteína L1 del VPH16 E que ya habían sido descritos por ser 

reconocidos por anticuerpos, y se les considera como epítopes fuertemente inmunológicos, 

tanto en su forma lineal (péptido) como en su forma conformacional (VLP´s), y además 

incluyen en su secuencia al menos uno de los sitios donde se presenta mutación respecto 

de la secuencia L1 de la proteína del VPH16 AA (ver tabla 2).  

 

Con la secuencia del VPH16 E ya probada como epítope inmunológico, se sintetizaron los 

péptidos homólogos para el VPH16 AA, y solo en uno de los casos fue necesario sintetizar 

un péptido para la subclase AA-a y otro para la subclase AA-c. Además se seleccionaron 

dos péptidos con las mismas características que los anteriores pero que no incluyeran en su 

secuencia sitios de mutación respecto a las subclases AA-a o AA-c (Ver tabla 2), los 

péptidos liofilizados fueron reconstituidos con PBS a una concentración de 1 mg/ml. 
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 Clave VPH-16 Secuencia Posición Referencia
Subclase (NH2-COOH)

1E E NKFGFPDTSFYNPDTQRLVW   107-126 Dillner y cols, 1990.
2E E QPLGVGISGHPLLNKLDDTE     137-156 Christensen y cols, 1996.

3E E KGSPCTNVAVNPGDCPPLEL 197-216 Heino y cols, 1995.
4AAc AAc KGSPCNNVAVNPGDCPPLEL 197-216
5AAa AAa KGSPCNNVAVTPGDCPPLEL 197-216

6E E VHTGFGAMDFTTLQ 227-240 Heino y cols, 1995.
7AA AA VDTGFGAMDFTTLQ 227-240

8E E     FNRAGTVGENVPDDLYIKGS     287-306 Bousarghin y cols, 2003.
9AA AA FNRAGAVGENVPDDLYIKGS     287-306

10E E     GLKAKPKFTLGKRKATPTTS      499-518 Cason y cols, 1992.
11AA AA GFKAKPKFTLGKRKATPTTS      499-518  

Tabla 2.- Péptidos derivados de la proteína del VPH16 utilizados en los ELISAS. En la columna de la 
izquierda se especifica el nombre designado a cada péptido (Clave). La subclase del VPH16 a la cual 
pertenece cada péptido: Subclase Europea (E), Subclase Asiático-Americana-a (AA-a), Asiático-Americana-c 
(AA-c) y AA cuando la secuencia peptídica es la misma en las subclases AA-a y AA-c. Las mutaciones se 
encuentran resaltadas en la secuencia de cada péptido (columna central). También se muestra la posición en 
la proteína y la referencia bibliográfica. 
 
 
DETECCIÓN DE ANTICUERPOS ESPECÍFICOS CONTRA PÉPTIDOS DE LA PROTEÍNA 
L1 DEL  VPH-16 E, AA-A Y AA-C A TRAVÉS DE LA TÉCNICA DE ENSAYO INMUNO 
ABSORBENTE LIGADO A ENZIMAS (ELISA). 
 

Los péptidos derivados del VPH se fijaron por triplicado en una placa para ELISA de 96 

pozos a una concentración de 1 µg en 100 µl por pozo, de solución de carbonato-

bicarbonato la cual se uso como amortiguadora. Como controles de especificidad, se 

colocaron tres pozos solo con solución de bloqueo (Leche sin grasa al 1% en TBS-Tween 

20) y como control positivo, se colocaron tres pozos con un péptido de Nucleoproteína de 

influenza (ASNENMETM) a la misma concentración que los péptidos de VPH. Se incubó la 

placa durante 2 horas a 37 °C, y luego durante toda la noche a una temperatura de 4 °C.  

     20   

Pasado este tiempo se realizaron 4 lavados a la placa, con 200 µl de TBS-Tween 20. 

Después se agregaron 200 µl por pozo de  solución de bloqueo y se incubó la placa por 2 

horas a 37°C, cubriéndola de la luz. Terminado el período de incubación se realizaron 4 

lavados con TBS Tween 20, se colocaron los sueros de las pacientes diluidos 1:100 en 

solución de bloqueo. La  placa se incuba por 2 horas a 37°C, y se realizaron 4 lavados con 

TBS-Tween 20, se adicionaron 100 µl del anticuerpo secundario anti IgG humano acoplado 
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a fosfatasa alcalina, diluido 1:500 en solución de bloqueo, se incubó por 2 horas a 37ºC. Se 

lavaron los pozos 6 veces con TBS-Tween 20 y a cada pozo se adicionaron 100 µl de 

solución de sustrato específico para la fosfatasa alcalina (Dietalonamina-Avidina fosfatasa). 

Se incubó la placa a 37ºC por 30 min protegiéndola de la luz. Posteriormente se leyó la 

placa en un lector de ELISA (Molecular Devices) a una longitud de onda de 405 nm, la placa 

se incubo nuevamente, el proceso se repitió a intervalos de 30 min, hasta completar 1.5 

horas. Para cada péptido se determinó el punto de corte de seropositividad, en base al 

promedio más tres desviaciones estándar de la absorbancia obtenida con el grupo control 

(Niños), no se consideraron para determinar el punto de corte aquellos valores fuera del 

rango (out-liers).   

 
ANÁLISIS ESTADÍSTICO. 
 

Los datos obtenidos fueron analizados utilizando los programas estadísticos Sigma stat 3.0 y 

Excel, se compararon: Los valores promedio, la desviación estándar, y la t de student, entre 

los diferentes grupos.  

 

Los valores de seropositividad se compararon, en tablas de contingencia (r x c) y se 

analizaron por la prueba de Chi cuadrada con corrección de Yates. Se consideró significativo 

un valor de p< 0.05, e intervalos de confianza (I.C.) del 95% en todas las pruebas. 
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RESULTADOS. 

 

OBTENCIÓN DE LA SECUENCIA COMPLETA DEL GEN L1 DEL VPH16 AA-c. 
 
De las muestras de pacientes con CaCu positivas para el VPH16 AA, se seleccionaron al 

azar, seis biopsias de diferentes pacientes, cuatro positivas para  el VPH16 AA-c (R52, R64, 

R59, R101) para secuenciar el gen L1 completo, una positiva para el VPH16 AA-a (R221) y 

una  positiva para el VPH16 E (R47), las dos últimas se usaron como controles para 

comparar las secuencias. De estas biopsias se amplificó el gen L1 con oligonucleótidos 

externos y se secuenciaron ambas hebras del gen completo (1593 pb) utilizando los 

oligonucleótidos externos y 5 oligonucleótidos internos por cada hebra, como se describe en 

materiales y métodos (Ver tabla 1). 

 

Cada oligonucleótido permitió secuenciar un fragmento aproximado de 350 pares de bases 

del gen L1 (Ver figura 8), cada fragmento se analizó y comparó con la secuencia del gen L1 

E de referencia y la secuencia del gen L1 AA-a, disponibles en el Gene Bank con los 

números de acceso K02718 y AF402678, respectivamente. De cada una de las muestras 

analizadas, se acoplaron las secuencias obtenidas con cada oligonucleótido, para formar la 

secuencia completa de ambas cadenas de ADN del gen L1 del VPH16 AA-c, cuya secuencia 

completa se envío y se encuentra disponible en el Gene Bank (DQ680078). 

 

Se identificaron las mutaciones de la secuencia génica para cada una de las muestras 

analizadas y se encontró que la secuencia del gen L1 del VPH16 AA-c presenta 19 

mutaciones (1.19%) idénticas en las 4 muestras analizadas respecto del gen L1 del VPH16 

E (Ver Tabla 3). Seis de ellas (31.6%) son mutaciones por transversión (Purina x Pirimidina), 

y el resto (68.4%) son mutaciones por transición (Purina x Purina).  

 

La secuencia del gen L1 de la muestra R221 positiva para el VPH16 AA-a presentó 18 

mutaciones (1.12%) respecto del VPH16 E, las cuales coinciden con las mutaciones 

reportadas para el VPH16 AA-a en el Gene Bank (AF02678), esta última presenta además 

una mutación más, no encontrada en nuestro estudio (6372, TxC) (Ver tabla 3). Esta 
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mutación ha sido descrita como poco frecuente entre las variantes, pero se encuentra en la 

secuencia del VPH16 AA-a de referencia (Yamada y cols. 1997).  

 

Quince de las mutaciones en el gen AA-a (63.15%) son mutaciones por transición, es decir 

una purina cambia por una purina (A-G) o una pirimidina cambia por una pirimidina (C-T). El 

resto son mutaciones por transversión (36.8%), es decir una purina cambia por una 

pirimidina o viceversa. La secuencia en el gen L1 de las 2 variantes AA, varia en 6 

posiciones (0.37% del gen), 3 de las cuales son mutaciones por transversión, estas últimas 

son más comunes en la naturaleza.  
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Tabla 3.- Comparación de las secuencias del gen (A) y la proteína (B) L1 de los virus VPH16 E, 
AA-a y AA-c. En el lado izquierdo se muestra la sub-clase a la que corresponden y la muestra de la 
que provienen, y en la parte superior la posición dentro del gen. En negro se muestran las secuencias 
disponibles en el Gen Bank, las otras secuencias corresponden a cada una de las muestras 
secuenciadas provenientes de pacientes con VPH16. Las secuencias del gen L1 del VPH16 AA-c, de 
las cuatro muestras positivas a este virus, fueron 100% iguales por lo que en la tabla, solo se muestra 
una secuencia. 
 

 

 

 

 A) 
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Por otro lado, la secuencia del gen L1 obtenida de la muestra positiva para el VPH16 E 

(R47) secuenciada como control, presentó dos mutaciones, respecto de la secuencia E de 

referencia presente en el Gene Bank (K02718). En el nucleótido 6240, el cambio CxG, causa 

la mutación del aminoácido histidina en la posición 228, por un ácido aspártico (H228D); La 

otra mutación ocurre en el nucleótido 6432, AxG la cual no causa cambio en la proteína (Ver 

tabla 3). 

 
 

MUTACIONES EN LA PROTEINA L1 DEL VPH 16 AA-c. 
 

De las 19 mutaciones encontradas en el gen L1 del VPH16 AA-c, siete causan cambio en la 

secuencia de la proteína, es decir la proteína L1 del VPH16 AA-c difiere en siete 

aminoácidos respecto de la proteína VPH16 de referencia de 531 aminoácidos (K02718). La 

secuencia de la proteína L1 del VPH16 AA-a (AF02678) difiere en 9 aminoácidos de la 

proteína L1 del VPH16 de referencia, dos aminoácidos más respecto de la proteína L1 del 

VPH16 AA-c (DQ680078) (Ver tabla 3 y figura 10).  
 
El cambio mas drástico es el de un aminoácido básico (H) que cambia por un aminoácido 

ácido (D), en la posición 228, lo cual genera un cambio radical en la carga neta de esta 

posición de la proteína. Además un aminoácido polar sin carga (Q), cambia por un 

aminoácido de carácter ácido (E), en la posición 2, generando también un cambio de carga 

neta (Ver figura 10). 

 

Un aminoácido básico (H) cambia por uno polar sin carga neta (Y), en la posición 102,  

cambiando aunque no tan drásticamente la carga neta en esta posición. Dos aminoácidos 

polares sin carga neta (T), en las posiciones 292 y 379, cambian por dos aminoácidos no 

polares (A y P) y de tamaños muy diferentes (Ver figura 10).  

 

En tres de las mutaciones, aminoácidos polares sin carga neta cambian por aminoácido 

también polares sin carga (T202N, N207T, T415S), siendo mutaciones equivalentes en 

cuanto a la carga neta, dos de las cuales corresponden a los dos aminoácidos mutados en 

el virus AA-a  pero no en el AA-c (Ver tabla 3), y en la mutación L500F, ambos aminoácidos 

son no polares (Ver figura 10).      
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Estas mutaciones se distribuyen en diferentes regiones de la proteína L1, desde el extremo 

amino, hasta el extremo carboxilo, y se localizan tanto en regiones que forman hojas beta, 

como en regiones que forman alfa hélices e interesantemente, 5 de la 9 mutaciones, se 

localizan en asas conectoras, 4 de ellas se localizan en la región del aminoácido 202 al 292 

(Ver figura 10).                                       

 E .

. Y . .

N D

. A .  

P . .    .  .

.                      . F

MQVTFIYILV ITCYENDVNV YHIFFQMSLW LPSEATVYLP PVPVSKVVST DEYVARTNIY YHAGTSRLLA VGHPYFPIKK PNNNKILVPK            90

VSGLQYRVFR IHLPDPNKFG FPDTSFYNPD TQRLVWACVG VEVGRGQPLG VGISGHPLLN KLDDTENASA YAANAGVDNR ECISMDYKQT    180

T 
QLCLIGCKPP IGEHWGKGSP  CTNVAVNPGD CPPLELINTV IQDGDMVHTG  FGAMDFTTLQ ANKSEVPLDI  CTSICKYPDY  IKMVSEPYGD    270

SLFFYLRREQ MFVRHLFNRA GTVGENVPDD LYIKGSGSTA NLASSNYFPT  PSGSMVTSDA QIFNKPYWLQ RAQGHNNGIC WGNQLFVTVV   360

S
DTTRSTNMSL CAAISTSETT YKNTNFKEYL RHGEEYDLQF IFQLCKITLT  ADVMTYIHSM NSTILEDWNF GLQPPPGGTL EDTYRFVTSQ         450

AIACQKHTPP APKEDPLKKY TFWEVNLKEK FSADLDQFPL GRKFLLQAGL KAKPKFTLGK RKATPTTSST STTAKRKKRKL   531
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ESTRUCTURA TERCIARIA DE LA PROTEÍNA L1 DEL VPH16 AA-C. 
 

Utilizando el programa de modelaje por computadora swiss model disponible en Internet 

(http://swissmodel.expasy.org.html), se investigó si las mutaciones encontradas en la 

secuencia de la proteína L1 del VPH16 AA-c podrían causar cambios en la estructura 

terciaria de la proteína L1.  

La primera mutación se localiza en el segundo aminoácido de la proteína (Ver figura 10), 

una glutamina (Q), aminoácido polar sin carga, cambia en el virus AA por un ácido glutámico 

(E), aminoácido de carácter ácido, aunque con peso molecular (128 y 129) e hidrofobicidad 

Figura 10.- Estructura secundaria de la proteína L1. Se indican las regiones donde se localizan 
hojas beta         , asas conectoras         y alfa hélices              . La secuencia completa de la proteína L1 
del VPH16 de referencia, así como los cambios en las secuencias de las proteínas de los VPH16   
AA-a     y VPH16 AA-c     , tomado y modificado de Chen y cols. 2000. 
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(0.43 y 0.45) similares. Al comparar esta posición entre los tipos virales más comunes, se 

encontró que la mayoría presentan aminoácidos más hidrofóbicos, que los presentes en el 

VPH16 (Ver tabla 4).  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 4.- Comparación de las posiciones mutadas en la proteína L1 del VPH16 AA, con las posiciones 
homólogas de los tipos de VPH mas frecuentes. 
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Figura 11.- Estructura tridimensional de la proteína L1 del VPH16 E (Izquierda) y de la proteína L1 del 
VPH16 AA (Derecha). En la figura de la izquierda se indican las regiones mas importantes de la estructura, 
así como los sitios donde se ubican las mutaciones, las estructuras fueron obtenidas con el programa swiss 
model, por lo cual, la numeración en las imágenes 5, 6, 7, 8, 9, y 10, aparece desfasada 40 aminoácidos 
debido a que la estructura cristalizada comienza a partir del aminoácido 40 (SWISS-MODEL 2005).   
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No fue posible visualizar esta mutación con el programa de modelaje, debido a que la 

estructura cristalizada disponible hasta ese momento, no muestra esta posición (Ver figura 

11). Sin embargo, esta mutación pudiera alterar la formación de las VLP´s, ya que se ha 

descrito que la región amino determina el tamaño de la VLP que se forma, esta región se 

localiza en la parte interna de la VLP (Chen y cols. 2000). 

 

Otro cambio importante ocurre en la posición 102, donde el aminoácido básico histidina (H), 

cambia por el aminoácido tirosina (Y), un aminoácido polar sin carga neta y de mucho menor 

tamaño. Esta diferencia de cargas y de tamaño, altera las interacciones de este aminoácido 

con otros aminoácidos, como lo muestra la imagen generada en el programa swiss model, 

donde se observa que el cambio de este aminoácido localizado en la hoja ß-c (Ver figura 

10), altera algunas de las interacciones con una asparagina del mismo monómero (Ver 

figura 12), por lo que es posible que la interacción con otros monómeros de L1 también se 

vea afectada por este cambio. Sin embargo el programa swiss model solo muestra la 

estructura de un solo monómero de L1 y no permite ver la interacción de la proteína de L1 

con otros monómeros, esta posición es muy variable en otros tipos virales (Ver tabla 4).   

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
Figura 12.- Figura de la mutación H102Y obtenida con el programa swiss model. Las flechas amarillas 
indican el sitio de la mutación. La línea punteada de color Verde, en la figura de la izquierda (VPH16 E) 
representa una interacción electrostática, la cual se pierde con la mutación en la figura de la derecha (VPH16 
AA).  
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Un cambio más se presenta en el asa E-F, en la posición 202 en la secuencia de la proteína 

L1 del VPH16 AA (Ver figura 10), un aminoácido polar sin carga neta, una treonina (T) 

cambia por una asparagina (N), un aminoácido también polar sin carga neta, pero mas 

grande (P.M. de N=114, P.M. de T=1001), por lo que el efecto estérico pudiera alterar las 

interacciones de este aminoácido, con aminoácidos de otros monómeros. 

En la posición 207 de la proteína L1 del VPH16 AA-a pero no en la proteína L1 del VPH16 

AA-c, se presenta un cambio “inverso” al anterior, una asparagina cambia por una treonina 

(Ver figura 13).  Estudios cristalográficos han mostrado que la región del asa E-F, donde se 

localizan las mutaciones 202 y 207, podría quedar expuesta a la cara exterior de la cápside, 

ya que se asocia directamente con el asa H-I del monómero vecino para formar los 

pentámeros, además el asa H-I queda expuesta en la superficie de la cápside (Chen y cols. 

2000). Sin embargo, la imagen de está región obtenida con el programa swiss model, no 

muestra alteración en las interacciones del aminoácido T202N con otros del mismo 

monómero.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
Figura 13.- Figuras de las mutaciones T202N Y N207T obtenidas con el programa swiss model. En la 
figura A) Se muestra la estructura del aminoácido asparagina (N) y treonina (T), los cuales corresponden a las 
mutaciones en las posiciones 202 (Flecha izquierda) y 207 (Flecha derecha) de la proteína L1. La figura B) 
corresponde al VPH16 AAa, C) corresponde al VPH16 E, y D) corresponde al VPH16 AAc. 
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Respecto a las interacciones con otros monómeros, no fue posible visualizar si se producen 

cambios en las interacciones, ya que el programa swiss model, solo permite visualizar un 

monómero, y no su interacción con otros (Ver figura 13). Tanto la posición 202 como la 

posición 207 son muy variables entre tipos virales de alto riesgo, pero solo la posición 207 

se conserva entre tipos virales de bajo riesgo, los cuales en esta posición presentan un 

aminoácido también polar sin carga neta, pero de mucho mayor tamaño, Q de P.M.= 128 

(Ver tabla 4), sugiriendo que el efecto estérico en esta posición, en tipos virales de bajo 

riego, pudiera afectar la unión del asa E-F, con el asa H-I del monómero vecino, afectando a 

su vez la formación de los pentámeros (Ver tabla 4). 

En la imagen por computadora, se puede observar que la mutación N207T en la proteína L1 

del VPH16 AA-a causa cambios en las interacciones de este aminoácido con otros del 

mismo monómero (Ver figura 13B), lo cual podría afectar a su vez la interacción con otros 

monómeros y la formación de la cápside o el reconocimiento de los anticuerpos ya que en 

esta región se han descrito varios epítopes humorales (Ver tabla 5 y figura 17).    

 

Otra mutación muy importante ocurre en la posición 228, el aminoácido básico histidina (H) 

cambia por el aminoácido ácido aspártico (D) (Ver tabla 3), esta mutación resulta muy 

drástica ya que, no solo cambia radicalmente la carga del aminoácido en esta posición, sino 

también la diferencia de tamaño entre estos aminoácidos es sustancial. Este cambio radical 

ocurre en una región de interacción con otros monómeros, no obstante que el programa 

swiss model no muestra alteración en la estructura tridimensional de la proteína (Ver figura 

14), se ha descrito en la literatura que el cambio H228D aumenta más de 100 veces el 

ensamble de los VLP´s (Kirnbauer y cols. 1993), este cambio corresponde a la mutación 

6240 en el gen, discutida anteriormente y en la cual los tipos virales mas importantes de alto 

y bajo riesgo, presentan una D en esta posición (Ver tabla 4). 

 

En la posición 292, nuevamente un aminoácido polar sin carga neta, una treonina (T), 

cambia por el aminoácido no polar y mucho más pequeño, alanina (A), y de acuerdo con el 

programa swiss model, no se generan cambios en la estructura tridimensional de la proteína 

L1 (Ver figura 14). Esta posición es muy conservada entre los tipos virales más importantes 

(Ver tabla 4), y se encuentra en una región que queda expuesta en la superficie de la 

cápside viral (Chen y cols. 2000), por lo cual pudiera afectar el reconocimiento por  parte de 

los anticuerpos de esa región alfa hélice (Ver figura 10). 
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Figura 14.- Figuras de las mutaciones H228D (A), T292A (B) y T379P (C), obtenidas con el programa 
swiss model. Las flechas indican el sitio de la mutación, la figura de la izquierda corresponde al VPH16 E y la 
figura de la derecha al VPH16 AA. 
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En la posición 379, posición variable entre diferentes tipos virales (Ver tabla 4), en la alfa 

hélice H-I (Ver figura 10), se localiza otro importante cambio de aminoácido, el aminoácido 

polar sin carga treonina (T), cambia por el aminoácido no polar prolina (P) el cual se localiza 

en un sitio donde se dobla la proteína (Ver figura 14). Además, esta región interactúa con 

otros pentámeros y queda en la cara exterior de la cápside (Chen y cols. 2000), no se han 

descrito epítopes en esta posición, pero se pudiera alterar la formación de la partícula viral.  

  

Otra mutación que ocurre en la proteína L1 del virus AA-a, pero no en la proteína del virus 

AA-c (Ver tabla 3), en una región que interactúa con otros monómeros (Chen y cols. 2000), 

la mutación se localiza en la posición 415, altamente conservada entre VPH de alto riesgo, 

una serina (S) cambia por una treonina (T), ambos son aminoácidos polares sin carga neta y 

muy parecidos, sin embargo esta mutación causa cambios en los enlaces entre aminoácidos 

del mismo monómero, como lo muestra el modelo generado con el programa swiss model 

(Ver figura 15), por lo que podría afectar la formación de la cápside. 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

Figura 15.- Figuras de las mutaciones T415S (A) obtenidas con el programa swiss model. Las flechas 
indican el sitio de la mutación, la figura de la izquierda corresponde al VPH16 E y la figura de la derecha al 
VPH16 AA. 
 

La última mutación dentro de la proteína se localiza en la posición 500, la cual es una 

posición muy conservada entre tipos virales de alto riesgo (Ver tabla 4), se localiza cerca del 

extremo COOH terminal, una leucina (L) cambia por una fenilalanina (F) (Ver figura 10). 

Ambos aminoácidos son polares,  pero la fenilalanina es mucho más grande que la leucina 

(Ver figura 16), por lo que el efecto estérico pudiera alterar la formación de la partícula viral. 

También se ha mencionado en la literatura, que los últimos 31 aminoácidos en el extremo 
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carboxilo (499-531), donde se localiza esta mutación, es importante para la estabilidad de la 

VLP (Chen y cols. 2000), además posiblemente es un dominio de unión inespecífico al DNA, 

participa en el empaquetamiento del genoma viral e incluye una señal de localización 

nuclear de la proteína L1 del VPH16 (Zhou y cols. 1991). 
 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 16.- Figuras de las mutaciones E500F (B) obtenidas con el programa swiss model. Las flechas 
indican el sitio de la mutación, la figura de la izquierda corresponde al VPH16 E y la figura de la derecha al 
VPH16 AA. 
 

 
UBICACIÓN DE LAS MUTACIONES DE LA PROTEINA L1 DEL VPH16 AA DENTRO DE 
EPITOPES HUMORALES DEL VPH16 E. 
 

Para conocer si alguna de las mutaciones tiene importancia inmunológica se realizó una 

exhaustiva búsqueda y se identificaron todos los péptidos o epítopes inmunológicos de la 

proteína L1 del VPH16, previamente descritos en la literatura. Se han identificado 26 

péptidos de la proteína L1 del VPH16 E, los cuales son reconocidos por anticuerpos contra 

el VPH16 (Ver tabla 5). La información recabada se comparó con los sitios donde se 

localizan las mutaciones en la proteína L1 del VPH 16 AA, interesantemente la mayoría de 

las mutaciones caen dentro de regiones descritas como inmunogénicas en la proteína L1 del 

VPH16 E (Ver tabla 5 y figura 17).  
 

Algunas regiones de la proteína han sido muy estudiadas, tal es el caso de la región 

comprendida entre los aminoácidos 227-366, en la cual se han descrito 15 péptidos (Ver 

figura 17), uno de ellos el péptido 227-240, es el péptido de la proteína L1 del VPH16 mejor 

reconocido por los anticuerpos de pacientes con VPH16 (Dillner y cols. 1990). Este péptido 

ha sido utilizado como control positivo en varios protocolos, además la mutación H228D cae 
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dentro de la secuencia de este péptido, y por si fuera poco, varios autores han descrito buen 

reconocimiento humoral hacia este péptido, aun cuando el aminoácido en la posición 228 es 

D en lugar de H. La posición 228 es altamente conservada entre diferentes tipos de VPH 

(Ver tabla 4), por lo que es de esperarse un buen reconocimiento hacia la secuencia del 

VPH16 AA. Interesantemente el péptido de la región 227-240 es mejor reconocido por los 

anticuerpos, que el péptido 227-246 (Heino y cols. 1995) razón por la cual el péptido 227-

240 del VPH16 E y su homólogo AA fueron seleccionados para este estudio.  
 

SECUENCIA DEL EPITOPE POSICION  REFERENCIA
DVNVYHIFFQMSLWLPSEAT 17-36 6
PSEATVYLP PVPVSKVVST D 32-51 5
NKFG FPDTSFYNPD TQRLVW 107-126 3, 5
QPLG VGISGHPLLN KLDDTE 137-156 5, 6, 8
AGVDNR ECI   165-173 12

167-186 3
182-201 3, 5
197-216 3, 5 
200-211 6
227-240 5, 2
227-246 3, 5, 2
242-261 3
287-306 5, 6, 11
292-307 1, 8, 10

ENVPDD LYIKGSGS 295-308 8
ENVPDD LYIKGSGSTA 295-310 1, 4

302-321 3, 5
311-325 7
317-336 5
321-335 7
347-366 3
417-525 9
422-441 3, 5, 6

ACQKHTPPAPKEDDPLKKYT 453-472 3, 11.
GLKAKPKFTLGKRKATPPTTS 499-518 4, 8, 10
SSTSTTAKRKKRKL 519-531 10
1.- Cason y cols. 1989; 2.- Jenison y cols. 1989; 3.- Dillner y cols. 1990; 4.- Cason y cols. 1992; 

STILEDWNFGLQPPPGGTLE       

EPITOPES DESCRITOS EN LA PROTEINA L1 DEL VPH16 EUROPEO

5.- Heino y cols. 1995; 6.- Christensen y cols. 1996; 7.- Shepherd y cols.1996; 
8.- Combita y cols. 2002; 9.- Monroy y cols. 2002; 10.- Bousarghin. 2003; 

YFPT  PSGSMVTSDA QIFNKP
PSGSMVTSDA QIFNK
NGICWGNQLFVTVVDTTRST   
IHSM NSTIL  

FNRA GTVGENVPDD LYIKGS
TVGENVPDD LYIKGSG 

YIKGSGSTANLASSNYFPTP
NLASSNYFPT  PSGSM

PCTNVAVNPGDC  
VHTGFGAMDFTTLQ 
VHTGFGAMDFTTLQANKSEV
NKSEVPLDICTSICKYPDYI 

VDNRECISMDYKQTQLCLIG  
LCLIGCKPPIGEHWGKGSPC 
KGSPCTNVAVNPGDCPPLEL

11.- Carter y cols. 2003; 12.-. Ohlschalger y cols. 2003.

 

Tabla 5.- Epítopes descritos en la proteína L1 del VPH16 E. en la tabla se muestra la secuencia del péptido 
descrito (Izquierda), la posición (centro), y la clave de la referencia bibliográfica  donde se describe (derecha), 
en la parte inferior se encuentra la clave y referencia a la cual corresponde cada clave. 
 

La mutación T292A, también se encuentra en esta región inmunogénica (227-366), dicha 

posición es altamente conservada entre VPH de alto riesgo (Ver tabla 4), y queda expuesta 

en la superficie de la cápside viral (Dillner y cols. 1990; Heino y cols. 1995; Christensen y 

cols. 1996), por lo cual, el reconocimiento por parte de los anticuerpos pudiera ser afectado. 
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Otra región inmunogénica es la de los aminoácidos 165-216, en la cual se han descrito 5 

péptidos, en esta región ocurren dos de las mutaciones encontradas en la proteína AA, 

dichas mutaciones ocurren a solo 5 aminoácidos de distancia una de otra, las mutaciones 

T202N y N207T (Ver figura 17), las cuales se localizan en posiciones altamente variables en 

VPH de alto riesgo (Ver tabla 4).  
 

                                                                                                                                                          34

VSGLQYRVFR IHLPDPNKFG FPDTSFYNPD TQRLVWACVG VEVGRGQPLG VGISGHPLLN KLDDTENASA YAANAGVDNR ECISMDYKQT    180
P137-156                                                             P167-186

P107-126                                                             P165-173
T .   

QLCLIGCKPP IGEHWGKGSP  CTNVAVNPGD CPPLELINTV IQDGDMVHTG  FGAMDFTTLQ ANKSEVPLDI  CTSICKYPDY  IKMVSEPYGD    270
P167-186                                                         P200-211 P227-246                                                             

P242-261                                                             
P182-201                                     P197-216                                                             P227-240                                   

SLFFYLRREQ MFVRHLFNRA GTVGENVPDD LYIKGSGSTA NLASSNYFPT  PSGSMVTSDA QIFNKPYWLQ RAQGHNNGIC WGNQLFVTVV   360
C P292-307                                                   P311-325                                                             

P347-366
P287-306                                       P302-321                                      P321-335                                         

P295-308                                                             P317-336

P295-310
S

DTTRSTNMSL CAAISTSETT YKNTNFKEYL RHGEEYDLQF IFQLCKITLT  ADVMTYIHSM NSTILEDWNF GLQPPPGGTL EDTYRFVTSQ         450
P417-425

P347-366      
P422-441

AIACQKHTPP APKEDPLKKY TFWEVNLKEK FSADLDQFPL GRKFLLQAGL KAKPKFTLGK RKATPTTSST STTAKRKKRKL                                531
P453-472                                                             P519-531 

P499-518

Cambios respecto a AA-a                              Cambios tanto en AA-a y en AA-c                                Péptido utilizado en los ELISA´s
Epítope lineal                                                Epítope conformacional Epítope lineal y conformacional

E

Y

N D.
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Se ha descrito en la literatura que la región comprendida entre los aminoácidos 197 y 216 es 

un epítope humoral reconocida  por anticuerpos de pacientes con CaCu, tanto de forma 

lineal, como conformacional (Heino y cols. 1995), por lo que pudiera verse afectado el 

reconocimiento humoral debido a las mutaciones en las posiciones 202 y 207. Dos péptidos 

que incluyen en sus secuencias tanto la mutación T202N como la N207T han sido descritos 

(Ver figura 17), no obstante el péptido 197-216 es mejor reconocido que el péptido 200-211 

(Heino y cols. 1995), razón por la cual el péptido 197-216 con la secuencia del VPH16 E y su 

.

. .

. .

. .    . .

.                      .

MQVTFIYILV ITCYENDVNV YHIFFQMSLW LPSEATVYLP PVPVSKVVST DEYVARTNIY YHAGTSRLLA VGHPYFPIKK PNNNKILVPK            90
P17-36

P32-51

Figura 17.- Secuencia de la proteína L1 del VPH16 y la ubicación de los epítopes descritos en la literatura. 
En negro se muestra la secuencia completa de la proteína L1 del VPH16 E de referencia (K02718), y en distinto 
color los cambios en el VPH16 AA. 
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homólogo AA fueron utilizados en este estudio (Ver tabla 2). Aunque algunos péptidos son 

mejor reconocidos en su forma conformacional, como los péptidos 32-52 y 292-307, y otros 

como los péptidos 167-186, 200-211, 227-246, 242-261, 295-310, han sido descritos como 

epítopes lineales, la mayoría de los péptidos son reconocidos tanto en su forma lineal como 

conformacional (Cason y cols. 1989; Jenison y cols. 1989; Dillner y cols. 1990; Heino y cols. 

1995; Cason y cols. 1992; Christensen 1994); Shepherd 1996; Combita y cols. 2002; Carter 

y cols. 2003; Ohlschalger y cols. 2003), razón por la cual en este estudio se utilizaron 

péptidos sintéticos como epítopes lineales. 

La región donde se localiza la mutación Q2E ha sido muy poco estudiada y no se ha descrito 

ningún epítope. Tampoco se ha descrito ningún epítope en la posición donde se localiza la 

mutaciones H102Y, sin embargo cercana a esta posición, se ha descrito que el péptido 107-

126 (Ver figura 17), es reconocido por anticuerpos de mujeres con CaCu, tanto en forma 

linear como conformacional (Dillner y cols. 1990; Heino y cols. 1995).  
 

En la región donde se localiza la mutación T379P, a pesar de que queda expuesta en la 

superficie del virión, no se han descrito epítopes inmunológicos. De manera similar ocurre 

con la mutación T415S, cuya posición no se ha descrito como epítope inmunológico, 

cercano a esta posición, en la región 422-441 (Ver tabla 5 y figura 17), se localiza un epítope 

humoral conformacional (Dillner y cols. 1990), y en la región 417-425 se ha descrito un 

epítope para linfocitos T (Monroy y cols. 2002).  

Por último la mutación L500F, ocurre en un posición altamente conservada entre VPH de 

alto riesgo (Ver tabla 4), y se encuentra cercana al extremo carboxilo, el cual en contraste es 

muy variable, esta región ha sido poco estudiada, sin embargo, Cason la describe como una 

región bien reconocida por anticuerpos de pacientes con CaCu (Cason y cols. 1992). 
 

Se comparó la secuencia de los péptidos derivados de la proteína L1 del VPH16 que se 

utilizaron en este estudio, con las secuencias homólogas de los tipos virales más 

importantes. Como se puede observar en la tabla 6, las regiones 107-126 y 137-156, que 

corresponden a los péptidos 1E y 2E respectivamente y cuyas secuencias son las mismas 

en las variantes E y AA del VPH16, son muy poco variables entre tipos de VPH de alto 

riesgo. En cambio la región 197-216, correspondiente a los péptidos 3E, 4AAa y 5AAc, 

específicamente la región 202-208, donde se localizan dos de las mutaciones que estamos 

analizando, es altamente variable entre los tipos virales de mayor importancia (Ver tabla 6), 

lo cual puede tener importancia inmunológica. 
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La región 227-240 es muy poco variable entre los diferentes tipos virales analizados. La 

región 287-306 es poco variable, en contraste, la región 499-518 correspondiente al péptido 

10E y 11AA, altamente conservada entre las variantes E y AA del VPH16, es muy variable 

entre los diferentes tipos virales en los que se comparó (Ver tabla 6). 

 
 

POSICIÓN     TIPO                                SECUENCIA 
(107-126)   HPV16 Europeo    NKFGFPDTSFYNPDTQRLVW  
                          18                    - - - - - -  - - - I -  - - E-  - - -  - -   
                          31                    - - - - - - - - - - - - - - E-  - - - - -  
                          35                    - - - - - -  - - - - - D- AS - - -  - - 
                          45                    - - - - - -  - STI -  - - - -  - - -  - - 
                           6                     - - - AL - - S –LFD- T-  - - - - -  

11 - - - AL - - S –LFD- T - - - - - - 
 

(137-156)   HPV16 Europeo    QPLGVGISGHPLLNKLDDTE     
                           18                    - - - - - - L - - - -FY - - - - - - -  
                           31                    - - - - - - - - - - - - - - - F - - - -        
                           35                    - - - - - - I  - - - - - - - - - - - - - 
                           45                    - - - - - - L - - - -FY - - - - - - - 
                             6                    - - - - - - V - - - -F- - - Y - - V-   
                           11                    - - - - - - V - - - - - - - - Y- - V- 
 
(197-216)   HPV16 Europeo    KGSPCTNVAVNPGDCPPLEL    
                                    AA-c      KGSPCNNNVAVNPGDCPPLEL 
                                    AA-a      KGSPCNNNVAVTTPGDCPPLEL 
                           18                   - - TA –KSRPLSQ - - - - - - - -  
                           31                   - - -  - - S- N -I T -  - - - - - - - -  
                           35                   - - T - - AANQ- KA -E - - - - - -  
                           45                   - - TL –KPAQLQP - - - - - - - - 
                             6                   - - KQ - - -TP –QA - - - - - - - -  
                           11                   - - TQ –S-TS –QN - - - - - - - -  
 
(227-240)    HPV16 Europeo    VHTGFGAMDFTTLQ                
                                    AA          VDDTGFGAMDFTTLQ   
                           18                     -D - - Y - - - - - S - - -   
                           31                     -D - -  - - - - - - - A - -  
                           35                     -D - - F - - - -  - -  - - - 
                           45                     -D - - Y - - - -  -S - - -  
                             6                     -D - -  - -  - -N -A D- - 
                           11                     -D - -  - -  - -N -A D- -   
        
(287-306)   HPV16 Europeo    FNRAGTVGENVPDDLYIKGS   
                                    AA         FNRAGAAVGENVPDDLYIKGS  
                           18                  W - - - - - M -DT - - QS- - - - - T  
                           31                   -  - - S- -  - - - S - - T - - - - - - -  
                           35                   -  - - - -  - -  - -T - - A - - - - - - T 
                           45                  W - - - - VM -DT - - T - - - - - -T 
                             6                   -  - - - - E -  - -P - - - T - I - - - -  
                           11                  - - - - - - -  - -P - - -  - - LV- -G  

(499-518)   HPV 16 Europeo  GLKAKPKFTLGKRKATPTTS  
                                    AA         GFFKAKPKFTLGQRKATPTTS 
                           18                    - - - - -  - ITGPR –S - -P- A -T 
                           31                    -YR- R - - -KA -  - -S -PSAST 
                           35                    - - - - R -N-R - -  - -A -PASTS 
                           45                    - - - - R - - IGP-  - - - -A - - ST 
                             6                    -YRGRSS IRT- VKRPAVSKA
                           11                    -YRGRTSART- I KRPAVSKP  

 
Tabla 6.- Comparación de las secuencias que comprenden los péptidos utilizados en este estudio, con las 
secuencias homólogas de los tipos de VPH mas importantes. 
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DETECCIÓN DE ANTICUERPOS CONTRA LAS VARIANTES EUROPEA Y ASIATICO 
AMERICANA DEL VPH 16. 
 
Una vez determinadas las diferencias en las secuencias de las proteínas L1 del VPH16 AA-a 

(9 a.a) y del VPH16 AA-c (7 a.a) respecto del VPH16 E, el siguiente paso fue investigar si 

los anticuerpos de pacientes con CaCu positivas para el VPH16 E reconocen a los péptidos 

específicos del VPH16 AA, y viceversa, para lo cual se utilizaron 11 péptidos sintéticos 

derivados de la proteína L1 del VPH16 (Ver tabla 2) y la técnica de ELISA.  En total se 

analizaron los sueros de 37 mujeres con CaCu positivas para el VPH16 (Cáncer VPH16+), 

19 de ellas positivas para el VPH16 E (Cáncer E) y 18 para el VPH16 AA (Cáncer AA), 

cuyos datos se pueden ver en la tabla 7.  
 

CLAVE GRUPO EDAD ETAPA CLINICA CLAVE GRUPO EDAD
R081  E 41 IB1 C103 CP 68
R072 E 61 IB1 C133 CP 61
R234 E 36 IIIB C141  CP 53
R240 E 31 IB2 C192 CP 58
R247 E 54 IB2 C293 CP 42
R248 E 36 IB1 C294 CP 36
R244 E 52 IIB C297 CP 49
R246 E 63 IB C298 CP 50
R229 E 67 IIB C309 CP 46
R250 E 50 IIIB C310 CP 38
R124 E 42 IB1 C347 CP 41
R133 E 36 IB1
R230 E 62 IB1 C337 CN 32
R092  E 48 IB2 C338 CN 45
R102 E 66 IB1 C341 CN 40
R130   E 38 IB1 C350 CN 45
R070 E 74 IB1 C351 CN 48
R076 E 31 IIB C353 CN 45
R089 E 74 IIA C354 CN 47

C348 CN 41
R035   AA 48 IB2 C349 CN 42
R115  AA 62 IB1 C343 CN 47
R135  AA 38 1B2
R156 AA 70 IIIB HVE   Niño 8
R158 AA 37 IVB UMJ    Niño 6
R232   AA 45 IB2 GA  Niño 3
R040  AA 65 IIIB RC   Niño 5
R216 AA 32 IIB ATA   Niño 8
R183 AA 64 IB1 EE Niño 8
R215 AA 58 IIIB GZA  Niño 7
R219   AA 30 IIB MM Niño 7
R015 AA 42 IIB MV  Niño 6
R093   AA 57 IB1 VMS Niño 8
R094 AA 45 IB1 FCE Niño 3
R170 AA 67 IIB DMX Niño 4
R189 AA 47 IB1 ELE Niño 7
R217 AA 64 IIB TMJ Niño 7
R221 AA 41 IB2 SGA Niño 8

CZ Niño 5
N015 NIC 33 II CRM Niño 8
N006 NIC 48 II OFL Niño 4
N042 NIC 50 I BPF Niño 7
N121 NIC 35 I DH Niño 5
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Tabla 7.- Listado de todas las muestras analizadas por ELISA´s, así como el grupo de estudio al cual 
pertenecen, la edad, y la etapa clínica de acuerdo a la clasificación FIGO. CP (Control Positivo)= Sanas 
VPH16+; CN (Control Negativo)= Sanas VPH16-. 
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Adicionalmente se analizaron 4 casos de NIC de alto grado, positivos para el VPH16 (NIC), 

11 sueros de mujeres sanas positivas para el VPH16 que no presentaban lesiones 

cervicales (Sanas VPH16+), 10 sueros de mujeres sanas negativas para el VPH16 y sin 

lesiones cervicales (Sanas VPH16-), y 20 sueros de niños menores de 8 años (Niños) cuyos 

datos se pueden ver en la tabla 7. 
 

Los valores de absorbancia obtenidos con los ELISA´s, por péptido y por paciente en cada 

uno de los grupos de estudio, se muestran en la figura 18(A-G). Cada barra corresponde a 

un suero diferente, la línea horizontal en cada figura  representa el punto de corte para la 

seropositividad y se determinó como se explica en el apartado correspondiente (Ver 

método). La seropositividad en cada caso se muestra en la figura 18, de manera más 

resumida, como se puede ver en la tabla.  

 
 
 

 

 

 

 

Abs Promedio 0.07 0.14 0.01 0.03 0.01 0.01  

 

 

 

 

 
 
 
 
 
Abs Promedio 0.18 0.28 0.21 0.08 0.02 0.02  
 
Figura 18A.- Absorbancia obtenida con cada uno de los sueros analizados, para los péptidos 1E y 2E 
respectivamente, las barras de un mismo color pertenecen a un mismo grupo de estudio, el cual aparece en el 
eje x, con su respectiva absorbancia promedio (Abs promedio). La línea roja indica el punto de corte. La 
Absorbancia promedio para el grupo de pacientes con cáncer (CANCER E y CANCER AA) para el péptido  
1E =0.10, y para el péptido 2E= 0.23. 
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Abs Promedio 0.46 0.79 0.82 0.32 0.35 0.06  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
Abs Promedio 0.41 0.7 0.82 0.35 0.39 0.06  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abs Promedio 0.38 0.75 0.92 0.43 0.27 0.06  
 
 
 
Figura 18B.- Absorbancia obtenida con cada uno de los sueros analizados, para los péptidos 3E, 4AA-c y 
5AA-a respectivamente, las barras de un mismo color pertenecen a un mismo grupo de estudio, el cual 
aparece en el eje x, con su respectiva absorbancia promedio (Abs promedio). La línea roja indica el punto de 
corte. La Absorbancia promedio para el grupo de pacientes con cáncer (CANCER E y CANCER AA) para el 
péptido 3E =0.62, para el péptido 4AA-c= 0.55, para el péptido 5AA-a =0.57. 
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Figura 18C.- Absorbancia obtenida con cada uno de los sueros analizados, en (A) para los péptidos 6E y 7AA, 
y en (B) para los péptidos 8E y 9AA respectivamente, las barras de un mismo color pertenecen a un mismo 
grupo de estudio, el cual aparece en el eje x, con su respectiva absorbancia promedio (Abs promedio). La línea 
roja indica el punto de corte. La Absorbancia promedio para el grupo de pacientes con cáncer (CANCER E y 
CANCER AA) para el péptido 6E =0.41, para el péptido 7AA= 0.48, para el péptido 8E =0.26, y para el péptido 
9AA= 0.30. 
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Abs Promedio 0.97 0.84 0.92 0.47 0.46 0.2  

 

 

 

 

 

 

Abs Promedio 1.16 0.67 1.07 0.54 0.24 0.18  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Abs Promedio 0.99 1.44 1.62 1.09 0.47 0.56  
 
Figura 18D.- Absorbancia obtenida con cada uno de los sueros analizados, para los péptidos 10E y 11AA, y 
para el péptido derivado de la nucleoproteína de influenza, las barras de un mismo color pertenecen a un 
mismo grupo de estudio, el cual aparece en el eje x, con su respectiva absorbancia promedio (Abs promedio).  
La línea roja indica el punto de corte. La Absorbancia promedio del grupo de pacientes con cáncer (CANCER E 
y CANCER AA), para el péptido 10E =0.9, para el péptido 11AA= 0.92, y para el péptido derivado de la 
Nucleoproteína de influenza (NUP) = 1.21. 
 
 
Debido a que solo se pudieron analizar 4 sueros de pacientes con NIC de alto grado 

positivas para el VPH16, no es posible hacer un análisis representativo, sin embargo, puesto 

que si se realizaron los experimentos, los resultados obtenidos en los ELISA´s con dichas 

muestras, se incluyen en la figura 18 para fines informativos. 

 

PEPTIDO 11AA

0 
0.2 
0.4 
0.6 
0.8 

1 
1.2 
1.4 
1.6 
1.8 

2 
2.2 
2.4 
2.6 
2.8 

3 
3.2 
3.4 
3.6 
3.8 

 

A
bs

or
ba

nc
ia
  (
40

5 
nm

) 

           CANCER E       CANCER AA  NIC'S SANAS HPV +  SANAS HPV -              NIÑOS

 
NUCLEOPROTEINA

0
0.2 
0.4 
0.6 
0.8 

1
1.2 
1.4 
1.6 
1.8 

2
2.2 
2.4 
2.6 
2.8 

3
3.2 
3.4 
3.6 
3.8 

A
bs

or
ba

nc
ia
 (4

05
 n

m
) 

CANCER E CANCER AA NIC'S SANAS VPH + SANAS VPH -         NIÑOS

PEPTIDO 10E

0
0.2
0.4
0.6
0.8

1
1.2
1.4
1.6
1.8

2
2.2
2.4
2.6
2.8

3
3.2
3.4
3.6
3.8

A
bs

or
ba

nc
ia
 (4

05
 n
m
) 

          CANCER E     CANCER AA NIC'S SANAS HPV + SANAS HPV -                NIÑOS

Neevia docConverter 5.1



 
SEROPOSITIVIDAD A PÉPTIDOS HOMÓLOGOS EN PACIENTES CON CÁNCER 
POSITIVAS AL VPH16. 
 

Las mujeres con CaCu positivas al VPH16, reconocieron en promedio 6 péptidos, no 

obstante, la respuesta humoral hacia los once péptidos explorados fue muy variable en este 

grupo (figura 18A). La absorbancia promedio obtenida con los péptidos derivados del 

VPH16, fue de 0.49, y el promedio de seropositividad por péptido fue de 56.49%, la menor 

seropositividad se registro hacia el péptido 6E y la mayor absorbancia se registro hacia el 

péptido 3E (Ver tabla 8). 

PEPTIDOS CANCER VPH16+
Frecuencia  (%)

(n= 37)

 1E 20 (54)

 2E 15 (40.54)

 3E 31 (83.78)
 4AAc 30 (81)
 5AAa 24 (64.86)

 6E 11 (29.72)
 7AA * 24 (64.86)

 8E 14 (37.83)
 9AA 17 (45.95)

 10E 21 (56.75)
 11AA 23 (62.16)

 NUP 23 (62.16)
 

Tabla 8.-Comparación de la seropositividad a péptidos homólogos en el grupo de pacientes con Cáncer 
positivas al VPH16. * El péptido 7AA, realmente también corresponde al VPH16 E, y el péptido 6E, 
prácticamente no esta representado en los VPH16 (Ver sub-capítulo de resultados “Obtención de la secuencia 
completa del gen L1 del VPH16 AA-c”).  
 
 
Solamente 10 pacientes con CaCu fueron seropositivas tanto para el péptido 1E como para 

el péptido 2E, mientras que 15 pacientes fueron positivas solo para uno de estos dos 

péptidos (Ver figura 18A), cuyas secuencias son las mismas tanto en el virus E como en el 

virus AA (tabla 2).  
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La diferencia en la seropositividad de las pacientes con CaCu hacia los péptidos 3E y 4AAc 

(p= 0.9), 3E y 5AAa (p= 0.1), y 4AAc y 5AAa (p= 0.1), no fue estadísticamente significativa. 
La región 197-216 de la proteína L1, de la cual derivan estos tres péptidos, fue la más 

antigénica, 22 de las 37 pacientes, fueron seropositivas para estos tres péptidos, en 

promedio estos péptidos tuvieron 76.54% de seropositividad (Ver tabla 8). También con 

estos péptidos se obtuvieron algunas de las mayores absorbancias promedio (Ver figura 

18B), sin que se encontrara diferencia estadísticamente significativa entre los péptidos 3E y 

4AAc (p=0.77), ni entre los péptidos 3E y 5AAa (p=0.50). La gran mayoría de las pacientes 

(89%), a excepción de cuatro (R040, R089, R246, y R189), fueron seropositivas al menos a 

uno de estos tres péptidos (Ver figura 18A), aunque no se encontró relación entre el estadio 

de estas cuatro pacientes, resulta interesante que tres de estas cuatro, tenían más de 62 

años de edad (Ver tablas 6 y 7). 

 

Por su parte la secuencia específica del péptido 7AA, fue la segunda región más antigénica, 

sin embargo la secuencia específica del péptido 6E, el cual difiere en un aminoácido, fue la 

región menos reconocida de los 11 péptidos. La diferencia de seropositividad entre los 

péptidos 6E y 7AA, fue estadísticamente significativa en pacientes con CaCu (p= 0.005), las 

cuales, presentaron 2.2 veces mayor porcentaje de seropositividad contra el péptido 7AA, en 

comparación con la presencia de anticuerpos contra el péptido 6E (Ver tabla 8). No obstante 

la absorbancia promedio fue similar para estos dos péptidos (Ver figura 18C), lo cual sugiere 

que el cambio H228D, favorece fuertemente el reconocimiento de los anticuerpos (Ver tabla 

8). 

 

En cuanto a los péptidos 8E y 9AA, no se encontró diferencia estadísticamente significativa 

en la seropositividad de las pacientes con CaCu (p=0.63), ni en la absorbancia (Ver tabla 8 y 

figura 18C). Con estos péptidos se obtuvieron los valores más similares de todos los 

péptidos, al comparar la absorbancia, entre péptidos homólogos, y las seropositividad 

también fue muy similar entre estos dos péptidos.  

 

La región 499-518 a la cual corresponden los péptidos 10E y 11AA, presentó los valores 

promedio de absorbancia más altos (Ver figura 18D), entre los péptidos 10E y 11AA, estos 

valores fueron estadísticamente similares (p=0.6). También estos péptidos tuvieron algunos 

de los porcentajes de seropositividad más altos, no obstante que el péptido 11AA tuvo un 
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mayor porcentaje de seropositividad, en comparación con el péptido 10E (Ver tabla 8), esta 

diferencia no fue estadísticamente significativa (p= 0.8).  

 

Al comparar la seropositividad entre péptidos derivados de la proteína L1 del VPH16 E y sus 

homólogos del VPH16 AA, no se encontró diferencia estadísticamente significativa.  En 

comparación, al comparar la seropositividad entre péptidos de diferentes regiones de la 

proteína L1, en el grupo de mujeres con CaCu (Ver tabla 8), encontramos que existe 

diferencia estadísticamente significativa entre algunos de ellos (Ver figura 19). 

 
Péptidos Valor de P Péptidos Valor de P Péptidos Valor de P
1E/2E 0.430 3E/4AAc 0.9 5AAa/10E 0.630
1E/3E 0.001 3E/5AAa 0.191 5AAa/11AA 0.9
1E/4AAc 0.025 3E/6E ≤0.001 6E/7AA 0.005
1E/5AAa 0.478 3E/7AA 0.191 6E/8E 0.630
1E/6E 0.063 3E/8E ≤0.001 6E/9AA 0.190
1E/7AA 0.478 3E/9AA 0.002 6E/10E 0.036
1E/8E 0.190 3E/10E 0.002 6E/11AA 0.055
1E/9AA 0.630 3E/11AA 0.067 7AA/8E 0.036
1E/10E 0.9 4AAc/5AAa 0.190 7AA/9AA 0.191
1E/11AA 0.630 4AAc/6E ≤0.001 7AA/10E 0.630
2E/3E ≤0.001 4AAc/7AA 0.190 7AA/11AA 0.9
2E/4AAc ≤0.001 4AAc/8E ≤0.001 8E/9AA 0.630
2E/5AAa 0.063 4AAc/9AA 0.004 8E/10E 0.191
2E/6E 0.478 4AAc/10E 0.044 8E/11AA 0.063
2E/7AA 0.063 4AAc/11AA 0.122 9AA/10E 0.478
2E/8E 0.9 5AAa/6E 0.005 9AA/11AA 0.190
2E/9AA 0.800 5AAa/7AA 1.00 10E/11AA 0.800
2E/10E 0.190 5AAa/8E 0.036
2E/11AA 0.090 5AAa/9AA 0.191  

Figura 19.- Péptidos entre los cuales existe diferencia estadísticamente significativa respecto a la 
seropositividad en el grupo de mujeres con Cáncer. 
 
 
Lo cual sugiere que algunas regiones, son más antigénicas que otras,  como por ejemplo: La 

región 197-216 (Péptidos 3E, 4AA-c y 5AA-a), la cual tuvo mayor porcentaje de 

seropositividad que las regiones de las que derivan los péptidos 1E, 2E, 8E y 9 AA (Ver 

figura 19). 

Interesantemente, todos los casos donde hubo seropositividad al péptido 5AAa, también la 

hubo para el péptido 4AAc, y casi todos los casos donde hubo seropositividad al péptido 

4AAc, también la hubo para el péptido 3E, a excepción del caso R070E el cual solo fue 

seropositivo al péptido 3E (Ver figura 18A).  
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Las pacientes: R072E, R250E, R102E, R076E, y R183AA, reconocen al péptido 3E y al 

péptido 4AAc, pero no reconocen al péptido 5AAa, cuya secuencia varía solo en un 

aminoácido respecto al péptido 4AAc, sugiriendo que la mutación de la posición 207, pudiera 

afectar el reconocimiento por parte de los anticuerpos, y que esta posición es un epítope 
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importante en el reconocimiento humoral (Ver figura 18). Es de destacar que la paciente 

R232 fue seropositiva únicamente al péptido 1E y la paciente R183 que fue seropositiva solo 

para los pépticos 3E y 4AAc, ambas pacientes son positivas al VPH16 AA, sugiriendo que 

algunas pacientes reconocen solo cierta región del virus (Ver figura 18).  

 

Estos datos sugieren que el empleo de algunos péptidos correspondientes a las regiones  

con los porcentajes de seropositividad más altos, como los péptidos 3E y 4AAc, pudieran ser 

utilizados para detectar infección por VPH. Por otro lado de acuerdo con los datos obtenidos, 

sería interesante evaluar si los péptidos que tuvieron los porcentajes de seropositividad más 

altos en este estudio, son capaces de inducir una respuesta inmune protectora.  

 
PRESENCIA DE ANTICUERPOS EN PACIENTES POSITIVAS AL VPH16 E. 
 

Al comparar la presencia de anticuerpos contra péptidos derivados de la proteína L1 del 

VPH16 E y la presencia de anticuerpos contra péptidos derivados de la proteína L1 del 

VPH16 AA, en el suero de las pacientes con CaCu positivas para el VPH16 E, encontramos 

que estas pacientes, reconocen en igual proporción al péptido 3E y 4AAc, pero en menor 

proporción al péptido 5AAa (Ver tabla 9). Sin embargo, esta diferencia no es 

estadísticamente significativa (p= 0.09), y la absorbancia promedio fue similar para los tres 

péptidos en este grupo de pacientes (Ver figura 20A). Se puede pensar que el efecto 

estérico del aminoácido asparagina, el cual es más grande que el aminoácido treonina, o la 

diferencia en hidrofobicidad (T=0.63, vs N= 0.44), podrían afectar el reconocimiento por 

parte de los anticuerpos, sin embargo entre los péptidos 3E y 4AAc cuyas secuencias, solo 

tienen un aminoácido diferente, el reconocimiento fue el mismo. No obstante, entre el 

péptido 4AAc y el péptido 5AAa, cuyas secuencias también tienen un solo aminoácido 

diferente, se presenta una variación en el reconocimiento, aunque estadísticamente no 

significativa. Lo anterior sugiere que la mutación del aminoácido asparragina, en la posición 

207 de la proteína L1 del VPH16 AAa, pudiera afectar el reconocimiento de los anticuerpos 

generados contra el VPH16 E (Ver tabla 4). 
 

Por su parte, el porcentaje de mujeres con CaCu positivas para el VPH16 E que presenta 

anticuerpos contra el péptido 7AA fue el doble en comparación con las que presentan 

anticuerpos contra el péptido 6E (Ver tabla 9), sin embargo, esta diferencia no es 

estadísticamente significativa (p= 0.1). Esta diferencia en el porcentaje de seropositividad, 
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puede deberse a la enorme diferencia de tamaño y carga de los aminoácidos (Ver figura 14), 

o bien puede deberse a que estas mujeres estuvieron expuestas al virus AA, por lo cual 

presentan anticuerpos contra esta variante. 

  

CANCER VPH16 E+ CANCER VPH16 AA+
PEPTIDOS (n= 19) (n= 18) 

 1E 9 (47.36) 11 (60.5)

 2E 8 (42.10) 7 (38.88)

 3E 16 (84.16) 15 (82.5)

 4AAc 16 (84.16) 14 (77)
 5AAa 11 (57.89) 13 (72.22)

 6E 6 (31.57) 5 (27.7)

 7AA 12 (63.15) 12 (66)

 8E 7 (36.83) 7 (38.88)
 9AA 10 (52.63) 7 (38.88)

 10E 11 (57.89) 10 (55.55)

 11AA 15 (78.9) 8 (44.4)

 NUP 10 (52.63) 13 (72.22)

Frecuencia n (%)

 
Tabla 9.-  Comparación de la seropositividad entre el grupo de pacientes con Cáncer VPH16E+ y el grupo 
pacientes con CaCu VPH16AA+. (*)El péptido 7AA, realmente también corresponde al VPH16 E, y el péptido 
6E, prácticamente no esta representado en los VPH16 (Ver sub-capítulo de resultados “Obtención de la 
secuencia completa del gen L1 del VPH16 AA-c”).  
 
 
 
Por otro lado, el péptido 8E fue reconocido de manera similar (p= 0.5), en comparación con 

el péptido 9AA (Ver tabla 9), y a pesar de la enorme diferencia en peso molecular (A= 71, y 

T= 101), no se afecta el reconocimiento por parte de los anticuerpos. Sin embargo los 

resultados obtenidos con los ELISA´s, muestran que las pacientes R081, R072 y R124 

positivas al VPH16 E, son seropositivas para el péptido 9AA pero no para el péptido 8E, lo 

cual sugiere que estas pacientes estuvieron expuestas al virus AA, por lo que presentan 

anticuerpos contra esta variante. 
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a) 
GRUPO 

1E 2E 3E 4AA-c 5AA-a 6E 7AA 8E 9AA 10E 11AA NUP
Cáncer VPH 16 E+ 0.07 0.18 0.46 0.41 0.38 0.34 0.43 0.23 0.28 0.97 1.16 0.99
Cáncer VPH 16 AA+ 0.14 0.28 0.79 0.7 0.75 0.49 0.54 0.30 0.32 0.84 0.67 1.44

PEPTIDO

 
 

 

 

 

 

 

 

     
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
Figura 20 .-  Comparación de los valores de absorbancia promedio, obtenidos con los ELISA´s entre las 
pacientes con cáncer VPH16 E+ y pacientes con cáncer VPH16 AA+, para los péptidos homólogos del VPH16: 
a) Absorbancia promedio obtenida con cada péptido para los grupos positivos a la variante E y AA 
respectivamente; b) Péptido 1E, c) Péptido 2E, y d) Péptidos 3E, 4AA-c, y  5AA-a, e) Péptidos 6E y 7AA, f) 
Péptidos 8E y 9AA, g) Péptidos 10E y 11AA, * existe diferencia estadísticamente significativa entre estos 
valores (P =0.040). h) Péptido derivado de Nucleoproteína. Los péptidos correspondientes a la secuencia de 
referencia (VPH16-E) aparecen en morado, los péptidos correspondientes a la secuencia del VPH16 AA-a 
aparece en color rojo, y los péptidos correspondientes a la secuencia del VPH16 AA-c aparece en amarillo.  
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Interesantemente, aparentemente existe un mayor porcentaje de seropositividad, hacia el 

péptido 11AA que al péptido 10E (Ver tabla 8), sin embargo esta diferencia no es 

estadísticamente significativa (p= 0.3), las pacientes positivas al virus E, reconocen mejor al 

péptido derivado del virus AA, ya que de acuerdo a los resultados de los ELISA´s, las 

pacientes R229, R250, R070 y R089, positivas para el virus E, son seropositivas al péptido 

11AA pero no al péptido 10E (Ver figura 18). Lo cual, al igual que los casos mencionados en 

el párrafo anterior, sugiere que estas pacientes ya habían estado expuestas al VPH16 AA ó 

algún tipo de VPH cuya secuencia es similar a la del péptido 11AA. 

 

En todos los casos los valores de absorbancia promedio fueron similares entre péptidos 

homólogos (Ver figura 20(a-g). Por su parte, los péptidos 1E y 2E fueron reconocidos en 

similar proporción por este grupo de pacientes, sin embargo la absorbancia promedio 

observada para el péptido 2E fue más del doble de la absorbancia promedio para el péptido 

1E (Ver figura 20A). 
 
 

PRESENCIA DE ANTICUERPOS EN PACIENTES POSITIVAS AL VPH16 AA. 
 
Al comparar la presencia de anticuerpos contra péptidos derivados del VPH16 E y la 

presencia de anticuerpos contra péptidos derivados del VPH16 AA, en el suero de las 

paciente con CaCu positivas para el VPH16 AA, encontramos que estas pacientes 

presentan anticuerpos que reconocen en similar proporción a los péptidos 3E, 4AAc y 5AAa 

(Ver tabla 9), y no existe diferencia estadísticamente significativa (p= 0.2).  

 

Por su parte, solo el 27% de las mujeres con CaCu positivas al VPH16 AA reconocen al 

péptido 6E, en comparación mas del 60% de estas mujeres reconocen al péptido 7AA (Ver 

tabla 9), la diferencia es estadísticamente significativa (p= 0.04), lo cual indica que la 

mutación H228D si afecta el reconocimiento de los anticuerpos generados contra la 

secuencia del virus  E de referencia, no obstante y como ya se mencionó anteriormente, la 

secuencia  L1 del VPH16 E de referencia no es representativa. 

 

Las pacientes con cáncer positivas al VPH16 AA, presentan anticuerpos en la mismas 

proporción contra los péptidos 8E y 9AA (Ver tabla 9). Al realizar un análisis más detallado 
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de los resultados obtenidos con los ELISAS´s, se encontró que, las pacientes R216, R094 y 

R170 son seropositivas al péptido 9AA pero no al péptido 8E, en contraste las pacientes 

R115, R158 y R221 son seropositivas al péptido 8E pero no al 9AA (Ver figura 18). Lo 

anterior refuerza la teoría de que existen factores no virales, posiblemente las características 

genéticas de cada individuo, los cuales favorecen o afectan el reconocimiento del VPH por 

parte de los anticuerpos.  

 

Por otro lado, las mujeres positivas para el virus AA reconocen mejor al péptido 10E, que a 

su homólogo el péptido 11AA (Ver tabla 9), aunque esta diferencia no es estadísticamente 

significativa (p= 0.7), solo 5 de los 13 casos en que hubo seropositividad a alguno de estos 

dos péptidos, fueron seropositivos para ambos, lo cual sugiere que una parte de estas 

pacientes reconocen de manera diferencial  a estos péptidos. 

 

Cabe mencionar que un mayor número de pacientes fueron seropositivas al péptido 1E, en 

comparación con el número de pacientes seropositivas al péptido 2E, aunque esta diferencia 

no fue estadísticamente significativa, contrasta con el hecho de que, la absorbancia 

registrada para el péptido 2E fue el doble de la registrada para el péptido 1E (Ver tabla 9 y 

figura 20A ). 
 

 
COMPARACIÓN DE LA SEROPOSITIVIDAD DE PACIENTES POSITIVAS AL VPH16 E 
CON LA SEROPOSITIVIDAD DE PACIENTES POSITIVAS AL VPH16 AA. 
 

Al comparar la seropositividad encontrada en el suero de pacientes con CaCu positivas al 

virus E, contra la seropositividad encontrada en pacientes con CaCu positivas al virus AA, 

encontramos que para casi todos los péptidos la seropositividad es similar (p=0.6 a p=1.0), a 

excepción del péptido 11AA, para el cual casi todas las pacientes VPH16 E positivas, son 

seropositivas, en contraste, menos de la mitad de las mujeres positivas al VPH16 AA, son 

seropositivas a este péptido derivado del virus VPH16 AA (Ver tabla 9), en este caso la 

diferencia si es estadísticamente significativa (p= 0.05). En cambio, no existe diferencia 

significativa, entre la seropositividad encontrada hacia el péptido 10E por ambos  grupos de 

pacientes (Ver tabla 9). 

Neevia docConverter 5.1



 50

Es de destacar, que las mujeres con CaCu positivas para el VPH16 AA, si reconocen de 

manera diferente al péptido 6E, y al péptido 7AA (P=0.04), sin embargo, las pacientes con 

CaCu positivas al VPH16 E, reconocen de manera similar a los péptidos 6E y 7AA (P= 0.1). 

El hecho de que una paciente con CaCu positiva para el VPH16 AA, tenga anticuerpos que 

reconocen al péptido 6E derivado del VPH16 E, pero que no reconocen al péptido 7AA 

derivado del VPH16 AA, puede deberse a que estas mujeres pudieran haber estado 

expuestas al VPH16 E. 

 

En cuanto a la absorbancia registrada con el péptido 1E en pacientes VPH16 AA fue el 

doble de la registrada en pacientes VPH16 E, caso contrario ocurre con la absorbancia 

registrada con el péptido 11AA en pacientes VPH16 E, la cual fue casi el doble de la 

registrada en pacientes VPH16 AA. Las pacientes con CaCu positivas para el VPH16 AA 

presentan mayor absorbancia promedio, para las mayoría de los péptidos, en comparación 

con las pacientes con CaCu positivas al VPH16 E, lo cual sugiere que las pacientes con 

VPH 16 AA generan más anticuerpos que las pacientes con VPH16 E. A excepción de los 

péptidos 10E y 11AA, para los cuales las pacientes con el virus E presentan mayor 

absorbancia promedio (Ver figura 21).  

 

De manera general, las pacientes positivas al virus E reconocen mejor a los péptidos 9 y 11 

derivados del virus AA, en comparación con los péptidos 8 y 10 derivados del virus E. En 

cambio, las pacientes positivas al virus AA reconocen en similar proporción a todos los 

péptidos (Ver tabla 9).  

 

La edad de las mujeres con CaCu positivas para el VPH16 E, es de los 31 a los 74 años, 

con un promedio de 50.63 años, de manera similar, la edad de las mujeres con CaCu 

positivas para el VPH16 AA, es de los 30 a los 70 años, con un promedio de 50.60 años; 

Mientras que la edad de las mujeres positivas para el VPH16, pero que no presentan 

lesiones genitales (CP), es de los 36 a los 68 años, con un promedio de 49.27 años, por 

último la edad de las mujeres a las que no se les detecto el VPH16 (CN), es de los 32 a los 

48 años, con un promedio de 43.2 años, este último grupo de mujeres, son en promedio 6.3 

años mas jóvenes que las mujeres que presentan VPH16, sin embargo en este estudio no 

se encontró relación entre la seropositividad al VPH y la edad, en ningún grupo.  
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COMPARACIÓN DE LA RESPUESTA INMUNE HUMORAL ENTRE LOS DIFERENTES 
GRUPOS DE ESTUDIO. 

 

En todos los grupos analizados existe similar reconocimiento hacia los péptidos derivados 

del VPH16 E y sus homólogos del VPH16 AA. Por su parte las pacientes con cáncer, 

presentaron los valores más altos tanto de seropositividad, como de absorbancia, y el grupo 

control (Niños) presentó los valores más bajos (Ver figura 18 y figura 20). De manera 

general se observó aumento de la presencia de anticuerpos contra L1 conforme aumenta la 

gravedad de la enfermedad  

 

Entre el grupo de mujeres con cáncer y el grupo de mujeres sanas VPH16+, sólo con el 

péptido 9AA se registró una diferencia estadísticamente significativa, tanto en la absorbancia 

promedio (p=0.02) como en la frecuencia de seropositividad (p<0.05), pero no ocurrió lo 

mismo con el péptido 8E, tanto en la absorbancia promedio (p=0.10) (Ver figura 21), como 

en la seropositividad (p=0.1) (Ver tabla 10). Resulta interesante que solo una mujer sana 

VPH16+ fue seropositiva a estos péptidos (Ver figura 18B), lo cual puede sugerir que estas 

pacientes no reconocen esta región del virus, sin embargo son necesarios más estudios 

para poder confirmar o rechazar esta hipótesis. 

 

Tanto en el grupo de mujeres con cáncer VPH16+, como en el grupo de mujeres sanas 

VPH16+, las regiones más antigénicas fueron la 197-216, 227-240 y la 499-518, sin 

embargo en el caso de las mujeres sanas VPH16-, la región 227-240, fue la más antigénica, 

seguida por la región 197-216, lo cual sugiere, que el péptido 7AA, correspondiente a esta 

región, junto con los péptidos 3E y 4AAc, con los cuales se tuvieron los mayores porcentajes 

de seropositividad, podrían utilizarse como marcadores para la detección del VPH (Ver tabla 

10).  

 

En promedio el 33.6% de las mujeres sanas VPH16+, y 30% de las mujeres sanas VPH16- 

presentaron anticuerpos contra péptidos derivados del VPH16 (Ver tabla 10), pero no 

presentan lesiones en el área genital, posiblemente debido a que estas pacientes están 

infectadas por VPH, pero en un sitio distinto al área genital o el virus es eficientemente 

controlado por el sistema inmune y no produce lesiones. 
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Entre el grupo de mujeres con cáncer y el grupo de mujeres sanas VPH-, se registro una 

diferencia estadísticamente significativa en el número de casos seropositivos con los 

péptidos 1E, 2E, 3E, 6E y 11AA (Ver tabla 10) y respecto a la absorbancia promedio con los 

péptidos 2E, 10E y 11AA (Ver figura 20). En estos grupos también se encontró que algunas 

mujeres solo reconocen péptidos del virus AA (C141, C294, C310), pero no del virus E (Ver 

figura 18). 

 

Por su parte el 63% de las mujeres VPH16+ y el 90% de las mujeres VPH16-, reconocen al 

péptido 7AA, pero sólo la mujer VPH16+ CP309, reconoce al péptido 6E. Por otro lado, las 

mujeres VPH16+, reconocen mejor al péptido 11AA, que al péptido 10E, en contraste, el 

grupo de mujeres sanas VPH16- reconoce mejor al péptido 10E que al péptido 11AA, sin 

embargo dichas diferencias no son estadísticamente significativas (Ver tabla 10). 

Respecto al grupo control y como puede verse en la figura 18B, el 3% del grupo de niños 

menores de 8 años, fueron seropositivos, esto puede deberse a que estos niños pueden 

presentar infección por VPH o anticuerpos de memoria maternos contra el VPH, como ha 

sido descrito por algunos investigadores (Cason y cols 1992). 
 

CANCER VPH16+ SANAS VPH16+ SANAS VPH16-
PEPTIDOS (n= 37) (n= 11) (n= 10)

 1E 20 (54) 3 (27.27) 0 (0) b

 2E 15 (40.54) 2 (18.18) 0 (0) b

 3E 31 (83.78) 6 (54.54) 5 (50) a
 4AAc 30 (81) 7 (63.63) 5 (50)

 5AAa 24 (64.86) 6 (54.54) 4 (40)

 6E 11 (29.72) 1 (9.09) 0 (0) a
 7AA 24 (64.86) 7 (63.63) 9 (90)

 8E 14 (37.83) 1 (9.09) 3 (30)
 9AA 17 (45.95) 1 (9.09) a 3 (30)

 10E 21 (56.75) 4 (36.36) 3 (30)
 11AA 23 (62.16) 6 (54.54) 1 (10) b

 NUP 23 (62.16) 6 (54.54) 1 (10)

Frecuencia n (%)

T
abla 10.-  Comparación de la seropositividad entre los diferentes grupo. (*)El péptido 7AA, realmente también 
corresponde al VPH16 E, y el péptido 6E, prácticamente no esta representado en los VPH16 (Ver sub-capítulo 
de resultados “Obtención de la secuencia completa del gen L1 del VPH16 AA-c”). a significa una p < 0.05, y b 
significa p< 0.01, obtenida por medio de la prueba de Fisher.  
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 GRUPO 
1E 2E 3E 4AA-c 5AA-a 6E 7AA 8E 9AA 10E 11AA NUP

CANCER 0.10 0.23 0.62 0.55 0.56 0.41 0.48 0.26 0.3 0.9 1.83 1.2
SANAS VPH16+ 0,03 0,08 0,32 0,35 0,43 0,19 0,35 0,09 0,09 0,47 0,54 1,09
SANAS VPH16- 0,01 0,02 0,35 0,39 0,27 0,17 0,42 0,15 0,17 0,46 0,24 0,47
NIÑOS 0,01 0,02 0,06 0,06 0,06 0,13 0,11 0,05 0,05 0,2 0,18 0,56
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Figura 21.- Comparación de los valores de absorbancia promedio, obtenidos con los ELISA´s, entre los 
diferentes grupos para los péptidos homólogos del VPH16-E       , -AA-a       , -AA-c       . a) Absorbancia 
promedio obtenida con cada péptido en cada grupo, b) Péptido 1E, c) Péptido 2E, y d) Péptidos 3E, 4AA-c y 
5AA-a, e) Péptido 6E y 7AA, f) Péptido 8E y 9AA, g) 10E y 11AA, h) Péptido derivado de la  Nucleoproteína de 
Influenza. * significa una p< 0.05 respecto del grupo cáncer. 
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ANÁLISIS DE RESULTADOS. 

 
Al secuenciar el gen L1 del VPH16 AA-c completo, y hasta ahora desconocido, encontramos 

que la secuencia obtenida de cada una de las cuatro muestras positivas para el VPH16 AA-

c, son iguales en un cien porciento. En comparación la secuencia del gen L1 obtenida de la 

muestra positiva al VPH16 E (R47), difiere en dos posiciones de la secuencia del gen L1 del 

VPH16 E de referencia. Por su parte, la secuencia del gen L1 obtenida de la muestra 

positiva para el VPH16 AA-a (R221), difiere en una posición, respecto de la secuencia del 

gen L1 del VPH16 AA-a de referencia (Ver tabla 3). Sugiriendo que la secuencia del gen L1 

del VPH16 AA-c, es muy conservada a diferencia de la secuencia del gen L1 del VPH16 E, o 

de la secuencia del gen L1 del VPH16 AA-a, de las cuales existen diversas variantes 

(Yamada y cols. 1997). 

 

Solo 7 de las 19 mutaciones encontradas en el gen L1 del VPH16 AA-c, causan cambios en 

la secuencia de la proteína, en comparación 9 de las 19 mutaciones encontradas en el gen 

L1 del VPH16 AA-a, causan cambios en la secuencia de la proteína, respecto de la 

secuencia de la proteína L1 del VPH16 E  de referencia. Sugiriendo, que el VPH16 AA-c, 

tiene mayor similitud al VPH16 E, en comparación con el VPH16 AA-a. 

 

No fue posible analizar la primera de estas mutaciones (Q2E), ya que no se encuentra 

representada en la estructura cristalizada de la proteína. Tampoco se han descrito epítopes 

inmunológicos, debido posiblemente a que la región amino terminal donde se localiza dicha 

mutación, queda en la parte interna de la cápside. Sin embargo, esta región determina el 

tamaño de la VLP que se forma (Chen y cols. 2000), por lo que en estudios más específicos, 

sería interesante estudiar el efecto de esta mutación en la estructura de la cápside del 

VPH16.  

 

La mutación H102Y, ocurre en una posición muy variable, entre diferentes tipos virales. Esta 

mutación, ocasiona la pérdida de algunas interacciones de este aminoácido con otros 

aminoácidos del mismo monómero (Ver figura 12). Debido a que el sitio donde se localiza 

dicha mutación, no queda expuesto en la superficie de la cápside, y no se han descrito 
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epítopes inmunológicos, no se utilizó ningún péptido que incluyera esta posición en su 

secuencia, no obstante, sería interesante analizar su efecto en la estructura de la cápside. 

 

En el asa E-F de la proteína, se localizan 3 de las 9 mutaciones, encontradas en la proteína 

L1 del VPH16 AA (Ver figura 10), dos de ellas a menos de 5 aminoácidos de distancia, las 

mutaciones T202N y N207T, localizadas en sitios donde la proteína se pliega (Ver figura 13). 

Como ya se mencionó la mutación T202N, se localiza en una posición muy variable entre los 

tipos virales mas frecuentes (Ver tabla 4), dicha mutación no causa cambio en la estructura 

de la proteína L1 (Ver figura 13).  

Por su parte, la mutación  N207T, presente en el VPH16 AA-a, pero no en el VPH16 AA-c, 

afecta las interacciones, de este aminoácido con otros del mismo monómero (Ver figura 13), 

lo cual pudiera afectar la formación de VLP´s, o el reconocimiento de los anticuerpos. Esta 

mutación se localiza en una posición variable entre tipos virales de alto riesgo, pero muy 

conservada entre tipos virales de bajo riesgo (Ver tabla 4), lo cual sugiere que la variabilidad 

le permite evadir la respuesta inmune, por lo que las mutaciones en esta región, pueden 

afectar seriamente el reconocimiento por parte de los anticuerpos.  

   

La mutación H228D, localizada en el asa E-F (Ver figura 10), ocurre en una posición 

importante en la interacción con otros monómeros de la proteína L1, esta mutación aumenta 

100 veces la formación de VLP´s (Kirnbauer y cols. 1993). Este hecho pudiera estar 

relacionado a la mayor oncogenicidad de la variante AA, respecto de la variante E de 

referencia. La imagen obtenida con el programa swiss model muestra cambios en los 

enlaces de este aminoácido (Ver figura 14), lo cual pudiera afectar la formación de la 

cápside y el reconocimiento por parte de los anticuerpos, ya que en esta región se han 

descrito varios epítopes humorales (Jenison y cols. 1989; Dillner y cols. 1990; Heino y cols. 

1990). 

 

La mutación T292A es otra de las 9 mutaciones encontradas en el VPH16 AA, esta se 

localiza en el asa F-G, en una posición conservada entre diferentes tipos virales (Ver tabla 

4), no obstante la imagen de la estructura terciaria de esta mutación (Ver imagen 9), no 

muestra cambios en la estructura de la proteína, o los enlaces entre aminoácidos como 

consecuencia de dicha mutación. Esta mutación ocurre en una región de unión entre 

pentámeros, la cual puede quedar relativamente expuesta en la superficie de la cápside 
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(Chen y cols. 2000), como lo sugiere el hecho de que en esta región se localizan varios de 

los péptidos descritos en la literatura (Ver tabla 5 y figura 17), por lo cual se investigó si esta 

mutación afecta el reconocimiento por parte de los anticuerpos. 

 

Por su parte la mutación T379P, la cual ocurre en una posición poco variable, en el loop  

H-I de la proteína L1 el cual interactúa con otros pentámeros, no genera cambios en la 

estructura de la proteína, dicha mutación, se localiza en una posición donde la proteína se 

pliega (Ver figura 14), por lo cual la interacción con otros pentámeros de la proteína L1 

pudiera verse afectada, y alterar la formación de la cápside. En esta región no se han 

descrito epítopes inmunológicos, posiblemente debido a que esta región no queda expuesta 

en la superficie (Chen y cols. 2000). 

 

La  mutación T415S, la cual ocurre en una posición conservada de la proteína, causa 

cambios en los enlaces entre el aminoácido de esta posición y otro del mismo monómero 

(Ver figura 15), esta mutación ocurre en una posición de unión entre pentámeros, por lo que 

pudiera afectar la formación de la cápside. Por otro lado, no se han descrito péptidos que 

incluyan esta posición de la proteína. 

 

La mutación L500F, ocurre en una posición conservada entre diferentes tipos virales de 

VPH, no obstante que las características bioquímicas de los dos aminoácidos son muy 

similares, la fenilalanina presenta un anillo aromático, el cual puede afectar la interacción de 

este aminoácido con otros del mismo monómero o la estabilidad de la cápside, ya que esta 

región se ha descrito ser importante para dicha estabilidad (Chen y cols. 2000). Esta región 

se proyecta al interior de la cápside y probablemente interactúa con el DNA viral (Zhou y 

cols. 1991), no obstante se ha descrito un péptido lineal (499-518), el cual incluye esta 

posición (Cason y cols. 1992; Combita y cols. 2002; Bousarghin 2003), por lo cual éste 

péptido se utilizó en este estudio para analizar el efecto de esta mutación en el 

reconocimiento humoral. 

 

Después de obtener la secuencia completa del gen L1 del VPH16 AA-c, haber determinado 

las mutaciones entre los genes L1 del VPH16 AA-a y L1 del VPH16 AA-E y sus respectivas 

proteínas (Ver tabla 3), así como su ubicación dentro de las mismas y el efecto que estas 

mutaciones causan en la estructura terciaria de la proteína (Ver figuras 6-10), se investigó, 
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por medio de la técnica de ELISA, si estas mutaciones afectan el reconocimiento de los 

anticuerpos generados contra la proteína L1 del VPH16 E. Los resultados obtenidos con los 

ELISAS´s, al analizar el suero de mujeres con diferente grado de infección por VPH16, 

permitieron analizar el efecto de las mutaciones encontradas en la proteína L1 de los VPH16 

AA.  

 

Los péptidos 1E y 2E cuyas secuencias son las mismas en el VPH16 E y VPH16 AA (Ver 

tabla 2), corresponden a regiones de la proteína poco antigénicas (Ver figura 17), lo cual 

concuerda con los resultados de este estudio, ya que estos péptidos, tuvieron los valores de 

absorbancia más bajos (Ver figura 21). Estos péptidos sirvieron para analizar la diferencia en 

el reconocimiento por parte de los anticuerpos generados contra el VPH16 E o contra el 

VPH16 AA, hacia diferentes regiones de la proteína L1 del VPH16, sin que influyan en ello 

algunas mutaciones. Los resultados sugieren que existen factores virales y no virales 

involucrados en el reconocimiento del virus por parte de los anticuerpos. Si bien la diferencia 

en cuanto a seropositividad no es significativa (Ver tabla 8), la diferencia en cuanto a 

absorbancia, es más del doble (Ver figura 21), lo cual sugiere que existen regiones mejor 

reconocidas que otras.  

 

Los resultados obtenidos con los péptidos 3E, 4AAc y 5AAa, al analizar el suero de 

pacientes con CaCU positivas para el VPH16 E, permiten analizar el efecto que causa  el 

cambio de un aminoácido en una posición determinada, como se puede observar en la tabla 

10, el cambio de un aminoácido (T202N), en la secuencia del péptido 4AAc, respecto de la 

secuencia del péptido 3E, el cual no afecta el reconocimiento de los anticuerpos (ver tabla 

8), de este grupo de pacientes.  

En contraste al mutar el aminoácido en la posición 207 (N207T), en el  péptido 5AAa, 

respecto de la secuencia del péptido 3E, se genera un cambio en el número de pacientes 

seropositivas, lo cual puede estar relacionado al cambio de las interacciones entre el 

aminoácido de la posición 207 a consecuencia de la mutación de esta posición (Ver figura 

13), sugiriendo que la mutación del aminoácido N en la posición 207 de la proteína L1, 

pudiera afectar el reconocimiento de los anticuerpos. La anterior información, y el hecho de 

que dicha posición es muy conservada entre virus de bajo riesgo (Ver tabla 4), pero no en 

tipos virales de alto riesgo, sugiere que esta posición puede ser importante para el 

reconocimiento por parte del sistema inmune humoral, y que los virus que evolutivamente 
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han sufrido mutación en esta posición, logran escapar al reconocimiento humoral 

aumentando el riesgo de generar CaCu.  

 

Por otro lado, dado que esta diferencia se presenta únicamente en el grupo de mujeres con 

CaCu positivas para el VPH16 E, y no entre el grupo de mujeres con CaCu positivas para el 

VPH16 AA, ni con ningún otro de los grupos (ver tabla 9 y 11), y dado que la región donde 

se localiza dicha mutación, probablemente queda expuesta en la superficie de la cápside 

(Chen y cols. 2000), es posible que el componente genético de las mujeres con CaCu 

positivas para el VPH16 E, influya en el menor reconocimiento del péptido derivado de la 

variante AA-a. Se sugiere analizar, en futuros estudios, un mayor número de muestras para 

corroborar si esta diferencia se mantiene. También, sería interesante analizar el componente 

genético de mujeres positivas para el VPH16 E y compararlo con el de mujeres positivas 

para el VPH16 AA, para determinar como influye el componente genético encargado de 

codificar la región variable de los anticuerpos en el reconocimiento humoral. 

 

La mutación H228D, fue explorada con los péptidos 6E y 7AA (Ver tabla 10), cabe recordar 

que las secuencias obtenidas en este estudio (Ver tabla 3), y los tipos mas frecuentes de 

VPH (Ver tabla 4), presentan un aminoácido D, en la posición 228 (Ver tabla 4), lo cual se ve 

reflejado en los resultados obtenidos con los ELISA´s, ya que el péptido 7AA es 2.3 veces 

mejor reconocido, en comparación con el péptido 6E. Esta diferencia es estadísticamente 

significativa (P=0.005), llama la atención, que el péptido 6E tuvo la seropositividad mas baja 

de los once péptidos utilizados en este estudio, y el péptido 7AA tuvo la tercera 

seropositividad mas alta de los once péptidos, no obstante la absorbancia promedio fue 

similar para los dos péptidos, fue la segunda región mejor reconocida por los anticuerpos 

(Ver tabla 10). 

La región de la cual deriva el péptido 7AA (227-240), ha sido descrita como la región mejor 

reconocida por los anticuerpos de toda la proteína L1,  (Dillner y col 1990; Heino y col 1995), 

sin embargo en este estudio, encontramos que la región de la cual derivan los péptidos 3E, 

4AAc y 5AAa (197-216), es la región mejor reconocida de toda la proteína (Ver tabla 10). 

 

Casi todos los casos en que hubo seropositividad al péptido 6E, también la hubo al péptido 

7AA (93%), en contraste, solo algunos de los casos en que hubo seropositividad al péptido 

7AA también la hubo al péptido 6E (33%). Algunas mujeres con CaCu positivas al VPH16, 
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reconocen al péptido 6E, en contraste, en el resto de los grupos, solo una mujer que no 

presenta lesión pero que es positiva para el VPH16 E lo reconoce, puesto que los péptidos 

usados, son los mismos en todos los grupos, la diferencia en el reconocimiento puede 

deberse a que estas mujeres ya habían estado expuestas al virus y presentan anticuerpos 

de memoria. 

Un análisis más detallado de los resultados, permite observar que, las únicas dos pacientes 

con CaCu, seropositivas al péptido 6E, pero no al 7AA (Ver figura 18A), reconocen 3 veces 

mejor (Absorbancia mayor), al péptido 6E, en comparación con el péptido 7AA, lo cual 

sugiere que estas pacientes, presentan anticuerpos específicos contra la secuencia del 

péptido 6E derivado de la proteína L1 del VPH16 E de referencia (Ver figura 18C). El cual es 

muy poco frecuente, por lo que seria conveniente, incluir en el diseño de vacunas contra 

VLP`s del VPH, las variantes mas frecuentes en cada población, en el caso específico de la 

población mexicana las variantes del VPH16 que incluyan una D en la posición 228 de la 

proteína L1. En la figura 18C, se puede observar que existe reconocimiento del péptido 6E, 

pero es muy débil, posiblemente debido a que  la secuencia en su mayoría si es reconocida, 
pero el aminoácido H en la posición 228, afecta la unión de los anticuerpos, razón por la cual 

el reconocimiento por parte de los anticuerpos se ve afectado.  

Al analizar los datos llama la atención que el 90% de las mujeres a las cuales no se les 

detecto VPH16, son seropositivas al péptido 7AA (Ver tabla 10), sin embargo esto se puede 

explicar, si se considera que los tipos de VPH más frecuentes, presentan un ácido aspartico 

(D), en la posición 228 (Ver tabla 6), esta región es altamente conservada entre estos tipos 

virales (Ver tabla 5), y además, es una región descrita como un importante epítope humoral 

(Dillner y cols 1990). Por lo que es posible que estas pacientes hayan estado expuestas al 

VPH16 en alguna etapa de su vida, lograron controlar la infección y ahora presentan 

anticuerpos de memoria, lo cual fortalece la propuesta de usar al péptido 7AA para detectar 

infecciones por VPH. 

Respecto a la mutación T292A, la cual fue analizada con los péptidos 8E y 9AA (Ver tabla 

2), no se encontró diferencia, ni en cuanto a la seropositividad (Ver tabla 10), ni en cuanto a 

la absorbancia (Ver figura 20), entre estos dos péptidos. El Hecho de que la enorme 

diferencia en el peso molecular no afecte el reconocimiento humoral, de esta secuencia, 

sugiere que la posición, donde se localiza una mutación puede ser igual o más importante 

que las propiedades del aminoácido por el que cambia. Por otro lado llama la atención, que 

sólo con el péptido 9AA se encontró una diferencia estadísticamente significativa, entre el 
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grupo de mujeres con CaCu positivas para el VPH16 y el grupo de mujeres sanas positivas 

para el VPH16, pero no ocurre lo mismo con el péptido 8E. 

 

Por su parte la mutación L500F, en el extremo carboxilo de la proteína L1, cuya posición es 

altamente conservada entre diferentes tipos virales (Ver tabla 6), fue analizada con los 

péptidos 10E y 11AA (Ver tabla 2), con estos péptidos se obtuvieron los valores de 

absorbencia mas altos (Ver figura 18D) y no existe diferencia estadísticamente significativa 

en cuanto a la seropositividad hacia estos dos péptidos. No obstante las pacientes con 

CaCu positivas para el VPH16 E, reconocen mejor al péptido 11AA, que las pacientes 

positivas  para el VPH16 AA (Ver tabla 9), lo cual puede sugerir que estas pacientes 

positivas para el VPH16 E, ya habían estado en contacto con el VPH16 AA, o que la 

secuencia del péptido 11AA es mas susceptible de ser reconocida por anticuerpos 

generados contra otro tipo viral. 

 

De manera general, las pacientes con CaCu, reconocen en promedio a 6 de los 11 péptidos, 

el doble del número promedio de péptidos que reconocen las mujeres negativas para el 

VPH16 (CN).  

En promedio los péptidos derivados del VPH16 E, son reconocidos en proporción similar a 

los péptidos derivados del VPH16 AA, tanto por las pacientes con CaCu positivas para el 

VPH16E, como por las pacientes con CaCu positivas para el VPH16 AA, de manera similar 

ocurre en el resto de los grupos de estudio (Ver figura 18), lo cual indica que los anticuerpos 

generados contra el VPH16 E reconocerán, también a la variante AA y viceversa. 

Por otra parte, los resultados de los ELISA´s permiten observar que, algunas regiones, son 

mejor reconocidas que otras (Ver figura 19), lo cual puede ser de utilidad en el diseño de 

nuevas vacunas contra el VPH, ya que tal vez no sea necesario incluir la cápside o la 

proteína L1 completa para generar anticuerpos contra la cápside del VPH, lo cual hasta la 

fecha, es muy difícil y costoso, por lo que no todas las personas pueden pagarlos. Sin 

embargo se podría utilizar una combinación de los péptidos derivados de las regiones más 

antigénicas y con los cuales se obtuvieron los porcentajes de seropositividad, más altos, 

como los péptidos 3E, 4AAc, 7AA y 11AA (Ver tabla 10), y con ellos podría ser suficiente 

para generar una vacuna contra el VPH, la cual sería más fácil de obtener y 

económicamente más accesible para un mayor número de personas.  
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Una combinación de péptidos que incluyeran cuando menos los péptidos 3E, 7AA, y 11AA, 

podrían ser suficiente para detectar infección por VPH16, ya que el 98% de las muestras de 

suero de mujeres con VPH16, que se analizaron en este estudio, presentan anticuerpos 

contra al menos uno de estos tres péptidos, y el 66% contra dos de estos tres péptidos.   

La diferencia estadísticamente significativa, encontrada entre el grupo de mujeres con CaCu 

positivas para el VPH16 y el grupo de mujeres sanas negativas para el VPH16, con varios 

péptidos (Ver tabla 10), entre los que se encuentran los péptidos 3E y 11AA, sugiere que 

estos péptidos podrían utilizarse como marcadores para la detección específica del VPH16. 

 

Es posible que péptidos derivados de regiones conservadas entre diferentes tipos virales, 

puedan utilizarse en el diseño de una vacuna capaz de generar anticuerpos contra 

diferentes tipos virales, ya que la proteína L1 del VPH16, contiene epítopes antigénicos 

comunes en varios tipos de VPH (Heino y cols. 1995; Combita y cols. 2002). 

Cabe mencionar que se encontró una mayor seropositividad entre los grupos, conforme 

aumenta la severidad de la infección por VPH, incluso en el grupo de pacientes con CaCu, la 

absorbancia promedio se encuentra por arriba del punto de corte, lo cual pudiera estar 

relacionado al hecho de que los sueros de algunas mujeres, contienen anticuerpos que 

reconocen péptidos de algunas regiones pero no de otras (Ver figura 18), este hecho es 

menos frecuente conforme aumenta la infección por VPH16, sugiriendo que ciertas regiones 

son reconocidas en etapas mas tempranas de la infección. 
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CONCLUSIONES. 

1.- Los objetivos de este estudio se cumplieron, ya que permitió conocer la secuencia 

completa de la proteína L1 del VPH16 AA-c, de alta frecuencia en México la cual hasta 

ahora era desconocida. 
 

2.- Siete de las diecinueve mutaciones en el gen, repercuten en la proteína AA-c, la cual 

tiene mayor similitud con la secuencia de la proteína L1 del VPH16 E, que la secuencia de la 

proteína L1 del VPH16 AA-a (con 9 mutaciones). 
 

3.- Algunas de las mutaciones, presentes en la proteína L1 de los VPH16 AA´s, modifican 

algunos enlaces entre los aminoácidos, lo cual pudiera influir en la formación de las 

partículas virales, ya que se localizan en regiones de unión con otros monómeros de la 

proteína L1. Otras pudieran afectar la unión al ADN humano, sin embargo se requieren 

estudios específicos al respecto.  
 

4.- Se encontró una elevada presencia de anticuerpos contra los péptidos derivados de la 

proteína L1 del VPH16 en pacientes con CaCu. La cantidad de anticuerpos contra L1 

aumenta, conforme aumenta la gravedad de la infección por VPH. 
 

5.- No existe diferencia estadísticamente significativa en el reconocimiento de péptidos 

derivados del VPH16E y Péptidos derivados del VPH16AA, por parte de los anticuerpos 

generados en pacientes positivas al VPH16 E o al VPH16 AA. 
 

6.-Estos resultados sugieren que la vacunación basada en VLP´s del gen L1 del VPH16E 

pudieran proteger a la mayoría de las mujeres mexicanas, contra eventuales infecciones por 

las variantes VPH16 AA-a o VPH16 AA-c, sin embargo hacen falta estudios más específicos. 
 

7.- De acuerdo a la heterogeneidad de reconocimiento observada en las pacientes 

infectadas por el VPH16 AA-a o VPH16 AA-c, los péptidos 3E, 4AAc, 7AA y 11AA, pudieran 

utilizarse como marcadores, en pruebas de detección del VPH.  
 

8.- Algunas pacientes reconocen mejor algunas regiones que otras, y regiones que para 

algunas pacientes pueden ser muy antigénicas para otras no y viceversa, lo cual destaca la 

importancia de las características genéticas de cada persona.  
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