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Resumen. 

La mayoría de las infecciones por el virus de papiloma humano (HPV) se 

resuelven sin intervención clínica, pero una minoría evoluciona hacia 

lesiones crónicas de distintos grados, incluyendo cáncer cervical-uterino. 

En la mayoría de los casos el sistema inmune media la eliminación de la 

infección; sin embargo, en un considerable número de casos la evasión de 

la respuesta inmune, por medio de mecanismos no comprendidos  

totalmente, conduce a la persistencia del virus y al desarrollo de lesiones 

cervicales tempranas. 

En el presente trabajo evaluamos la respuesta in vitro de leucocitos 

de sangre periférica (LSP) de pacientes con lesiones cervicales escamosas 

intraepiteliales tempranas (LSIL) hacia antígenos de la proteína L1 de HPV y 

antígenos comunes en vacunación. Encontramos que tanto los LSP de 

pacientes con LSIL como de un grupo normal presentaron una baja 

proliferación en respuesta a la incubación con proteínas solubles de L1 de 

HPV-16 y -18, pero las células de donadoras con infección por HPV-16 y -18 

proliferaron cuando los antígenos fueron presentados por medio de células 

dendríticas. Por otra parte, observamos que los LSP de las pacientes con 

LSIL mostraron una tasa de proliferación significativamente menor en 

comparación con la de donadoras sanas cuando fueron incubados en 

presencia de una mezcla de antígenos de virus de poliomielitis, y hepatitis 

B, C. tetani, C. diphtheriae  y B. pertussis, aun cuando encontramos 

concentraciones semejantes de anticuerpos contra esos antígenos en los 

sueros de ambos grupos. Evaluando posibles causas de la limitada 

respuesta en los LSP de las pacientes con LSIL, no encontramos diferencia 

ni en la frecuencia de células reguladoras (marcadores 

CD4+CD25+FoxP3+), ni en los niveles de citocinas del perfil Th2 (IL-4, IL-5 e IL-

10) en plasma o en medios condicionados por LSP activados, en 

comparación con el grupo normal.  

Sin embargo, detectamos una menor producción de IL-2, y la 

presencia de una mayor proporción de células CD8+IFN+ como respuesta 

a un estímulo policlonal, en los LSP de pacientes con LSIL en comparación 

con los LSP de donadores normales. 

Por tanto, sugerimos que la respuesta hacia antígenos de HPV se 

presenta en una baja frecuencia tanto en LSP de donadoras normales 

como en pacientes con LSIL, y requiere de fuertes estímulos para ser 

reactivada exvivo. Además, observamos un estado de inmunodeficiencia 

en la respuesta de células T en pacientes con LSIL que por alguna razón 

desconocida están presentes, pero son incapaces de montar una 

respuesta cuando son retados con sus antígenos, probablemente debido a 

una deficiencia en la producción de IL-2 in situ. 
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Abstract 

 

Most infections with human papilloma virus (HPV) are resolved without 

clinical intervention, but a minority develops into chronic injuries of varying 

degrees, including cervical-uterine cancer. In most cases the immune 

system carries the elimination of infection, but in a significant number of 

cases the evasion of the immune response, by mechanisms that are not 

fully understood, leads to viral persistence and development of early 

cervical lesions. 

 

In this study we evaluated the in vitro response of peripheral blood 

leukocytes (PBL) of patients with low grade squamous intraepithelial 

cervical lesions (LSIL) to antigens from HPV L1 protein and from common 

vaccines. We found that PBL of patients with LSIL and a normal group had a 

low proliferation in response to incubation with soluble L1 proteins from HPV-

16 and -18, but cells from patients infected with these viral types 

proliferated significantly when the antigens were presented by dendritic 

cells. Moreover, the PBL of LSIL patients showed a significantly lower 

proliferation rate in comparison with that of healthy donors when were 

incubated in presence of a mixture of antigens from polio virus, hepatitis B 

virus, C. tetani, C. diphtheriae and B. pertussis, though in sera of both groups 

were found similar concentrations of antibodies against these antigens. In 

evaluating possible causes of the limited response in PBL from patients with 

LSIL, we found no difference neither on the frequency of regulatory cells 

(CD4+CD25+FoxP3+), nor on the levels of cytokines Th2 (IL-4, IL -5 and IL-10) 

in blood or media conditioned by activated PBL, compared with the 

normal group. 

 

However, we detected a lower production of IL-2, and the presence 

of a greater proportion of CD8+IFN+ in response to polyclonal stimulation, 

in PBL from patients with LSIL compared to PBL from normal donors. 

 

Our results suggest that the response to HPV antigens is presented as 

a low frequency of PBL both in normal donors and patients with LSIL, and 

requires a strong stimulation to be reactivated ex vivo. Furthermore, a state 

of immunodeficiency is observed in T cell response in patients with LSIL, 

where specific cells are present but for some reason are unable to mount a 

response when are challenged with antigen, probably due to a deficiency 

in the production of IL-2 in situ. 
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Marco Teórico 

  

 

Características generales de los virus del papiloma humano. 

 

Los virus del papiloma conforman un grupo diverso y se hallan en más de 

veinte especies de mamíferos, así como en aves y en reptiles. Infectan la 

piel y las mucosas, y en los humanos causan un amplio espectro de 

lesiones que abarcan desde las verrugas comunes hasta tumores malignos, 

siendo la salud de las mujeres más afectada que la de los hombres. 

 

La clasificación taxonómica los incluyó durante mucho tiempo 

dentro de la familia de los papovavirus (Papovaviridae), junto con los virus 

polioma; sin embargo, como resultado de estudios funcionales y 

estructurales se concluyó que la relación entre estos dos tipos de virus es 

más superficial que natural, y por tanto, constituyen familias separadas. De 

este modo, el Consejo Internacional de Taxonomía de los Virus (ICTV, por 

sus siglas en inglés) reconoce oficialmente a la familia de los virus de 

papiloma (Papillomaviridae) (ICTV Virus taxonomy, 2008).  

  

El genoma de los virus del papiloma humano (HPV, por sus siglas en 

inglés: human papillomavirus) está constituido por ADN de doble cadena, 

de aproximadamente 8 kilobases de extensión, que adopta una forma 

circular (de Villiers EM et al, 2004); está contenido dentro de una cápside de 55 

nm de diámetro, sin envoltura, que contiene 360 copias de la proteína viral 

L1 y probablemente 12 copias de la proteína viral L2, formando un 

icosaedro (Chen XS et al, 2000). Las 360 copias de la proteína L1 se conforman 

en 72 capsómeros (pentámeros) que son los principales componentes de 

la estructura (Trus BL et al, 1997), en tanto que la proteína L2, con una 

proporción 1 a 30 con respecto a la L1, ocupa principalmente una posición 

interna (Kirnbauer R et al,1993) (Figura 1).  

 

No obstante su tamaño pequeño, la biología molecular del genoma 

de los HPV es compleja. Consta de una región de control transcripcional 

(URR, del inglés Upstream regulatory región, o LCR: Long control region) y 

de ocho marcos de lectura abierta donde se codifican otras tantas 

proteínas,  las  cuales   se  clasifican  como  tardías  (L,  del  inglés  late) y  
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Figura 1.  Esquema representativo del genoma circular del HPV-16, mostrando el sitio de 

origen de replicación (ori), la región de control transcripcional (URR) así como los marcos 

de lectura abierta donde son codificadas las proteínas de expresión temprana (E) y tardía 

(L), así como sus funciones generales. También se representa a  la estructura de la cápside 

viral, compuesta por 72 pentámeros de la proteína L1, formando un icosaedro.  Tomado y 

modificado del sitio de internet www.microbiologybytes.com. 

 

 

tempranas (E, del inglés early) dependiendo de la fase del ciclo de 

replicación viral en que se expresan. Brevemente, tres oncogenes: E5, E6 y 

E7 modulan el proceso de transformación; dos proteínas reguladoras: E1 y 

E2 modulan la transcripción y la replicación; la proteína E4 facilita la salida 

de los viriones recién formados, y dos proteínas estructurales: L1 y L2, 

componen la cápside viral, como se mencionó anteriormente (Revisado por 

Munger K y Howley PM, 2002) (Figura 1). 

 

 

El ciclo de replicación de los HPV 

 

El ciclo de replicación de los HPV presenta un estricto requerimiento de 

células epiteliales en proliferación, lo cual es una consecuencia de millones 

de años de co-evolución entre ambas especies (Revisado por Doorbar, 2004). 

La infección inicial requiere del acceso de las partículas infecciosas a las 

células en la capa basal del epitelio, lo cual a su vez, probablemente 

requiere de abrasiones en el epitelio estratificado, aun cuando tales 

abrasiones no sean evidentes; además, se sugiere que para que una lesión 

sea mantenida, el virus debe infectar células epiteliales troncales (Egawa K, 
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2003). La formación de lesiones cervicales por parte de virus de alto riesgo 

infectantes de las mucosas, puede también facilitarse por la infección de 

células de la unión escamo-columnar, localizada en el punto donde el 

epitelio plano y el epitelio cilíndrico convergen; dichas células 

subsecuentemente irán a formar parte de la capa basal del epitelio 

estratificado de la zona de transformación (Figura 2). Existe controversia 

acerca de la naturaleza de los receptores superficiales que facilitan la 

unión inicial del virus a la célula, aunque la mayoría de los estudios al 

respecto sugieren una dependencia de la presencia de la molécula 

heparán-sulfato como el ligando responsable de la unión inicial del virión a 

las células (Joyce JG et al, 1999; Giroglou T et al, 200). Igualmente, aunque con 

argumentos menos consistentes, se ha propuesto que la proteína laminina-

5, residente de la matriz extracelular actúa como un receptor inicial en la 

unión del virión a la superficie celular (Culp TD et al, 2006). Recientemente, se 

ha sugerido que esta unión inicial induce un cambio en la conformación 

de la cápside que expone al extremo amino-terminal de la L2 a la 

actividad de la proteasa furina o la estrechamante relacionada pro-

proteína convertasa 5/6, exponiendo entonces sitios de unión a un 

segundo receptor de la superficie celular de identidad desconocida y que 

participa en la internalización del virión (Richards RM et al, 2006). La molécula 

-6-integrina se encuentra entre los candidatos que para actuar como un 

segundo receptor (Evander M et al, 1997), aunque las evidencias que 

sostienen este argumento resultan controversiales. Por otra parte, y como 

caso particular, se sugiere que el HPV tipo 31 puede infectar a las células 

epiteliales en ausencia de heparán-sulfato (Patterson NA et al, 2005). 

 

Se considera que siguiendo a la infección y a la pérdida de la 

envoltura del virión dentro del ambiente reductor de la célula, el virus 

mantiene su genoma como un bajo número de episomas en las células 

basales del epitelio. El patrón de expresión genética del virus en estas 

células no está bien definido pero se piensa que las proteínas virales E1 y E2 

se expresan con el fin de mantener el ADN viral como un episoma (Wilson VG 

et al, 2002) y de facilitar la correcta segregación de genomas durante la 

división celular (You J et al, 2004). Se estima que el genoma viral es mantenido 

en la capa basal en alrededor de 10 a 200 copias por célula, y que las 

proteínas virales tempranas (E6, E7, E1 y E2) se expresan en un bajo nivel (De 

Geest K et al, 1993). Actualmente, es incierta la importancia de la 

participación  de  las  proteínas  oncogénicas  E6  y  E7 en  la proliferación 
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Figura 2. Representación del ciclo de replicación del virus del papiloma humano en el 

tracto genital femenino. Se considera que una infección productiva requiere de la 

infección de células troncales basales y culmina con la liberación de los nuevos viriones en 

las capas de células escamosas maduras, alterando con este proceso la arquitectura 

tisular en comparación con el tejido normal, por efecto de la acción de las proteínas 

virales. Estos procesos son detallados en el texto. (Modificado de Frazer I, 2004). 

 

 

de las células basales, y se ha sugerido que la expresión de E1 (y 

posiblemente también E2) pueda ser suficiente para el mantenimiento 

basal de los episomas virales (Zhang P et al, 1999) (Figura 2). 

 

En el epitelio sin infección, las células basales salen del ciclo celular 

poco antes de migrar hacia las capas de células suprabasales y de dirigirse 

hacia un proceso de diferenciación terminal. Los cambios incluyen el 

entrecruzamiento físico de filamentos intermedios de queratina, la 

formación de cubiertas córneas, y la secreción de lípidos, los cuales en 

conjunto llevan a la superficie epitelial a formar una barrera física contra el 

ambiente (Madison KC, 2003). En cambio, durante la infección por los virus de 

papiloma, la proteína E7 (y presumiblemente también la E6) se expresa en 

estas células, las restricciones sobre la progresión del ciclo celular son 

suprimidas y la diferenciación terminal normal es retardada (Sherman L et al, 

1997). Se considera que las proteínas E6 y E7 trabajan en conjunto para 
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lograr tales efectos, y en las lesiones causadas por tipos de HPV de alto 

riesgo oncogénico (tales como los HPV-16 y -18) las dos proteínas se 

expresan a partir de un ARNm bi-cistrónico (Stacey SN et al, 2000) codificado 

desde el promotor viral temprano (p97). Tanto la E6 como la E7 tienen 

funciones que estimulan la progresión del ciclo celular y ambas pueden 

asociarse con reguladores del mismo (Munger K et al, 2001) (Figura 2). 

 

La asociación de la proteína E7 con miembros de la familia de 

proteínas pocket que interactúan físicamente con otras proteínas para 

regular su actividad, está bien caracterizada. Por ejemplo, la pRb es un 

regulador negativo del ciclo celular que normalmente previene la entrada 

a la fase S del ciclo celular asociándose con los miembros de la familia de 

factores de transcripción E2F. La unión de E7 con pRb desplaza a E2F 

independientemente de la presencia de factores de proliferación externos, 

y conduce a la expresión de proteínas necesarias para la replicación del 

ADN. Además, la E7 puede también asociarse con otras proteínas 

involucradas en la proliferación celular (Munger K et al, 2001). 

 

Por su parte, la proteína viral E6 complementa el papel de la E7, y se 

cree que previene la inducción de la apoptosis en respuesta a la entrada 

a la fase S, forzada por E7. Aunque la asociación de E6 con p53, y la 

inactivación de la supresión y la apoptosis mediadas por p53 han sido bien 

documentadas, E6 puede también asociarse con otras proteínas pro-

apoptóticas, incluyendo Bak (Thomas M y Banks L, 1998) y Bax (Li B y Dou QP, 2000). 

Como consecuencia, la presencia de E6 se considera como un factor de 

predisposición en el desarrollo de cáncer asociado a HPV, conduciendo a 

la acumulación de errores en el ADN de la célula hospedera carente de 

los mecanismos de verificación correspondientes. 

 

Se cree que además de las proteínas E6 y E7, las otras proteínas 

virales tempranas (E1, E2, E4 y E5) se expresan previamente al 

establecimiento de la amplificación del genoma con el fin de asegurar el 

mantenimiento del episoma viral en un bajo número de copias. 

 

Para la producción de viriones infecciosos, los HPV deben amplificar 

sus genomas y empacarlos en partículas infecciosas. En ciertos grupos de 

virus, esto ocurre en las capas epiteliales medias o superiores, 

posteriormente a un incremento en la actividad del promotor tardío 
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(dependiente de la diferenciación). El promotor tardío se ubica dentro del 

marco de lectura abierta de E7 y se cree que su regulación positiva 

conduce a un incremento en la expresión de proteínas involucradas en la 

replicación viral (E1, E2, E4 y E5) sin afectar directamente la expresión de las 

proteínas E6 y E7, necesarias para la entrada a la fase S del ciclo. La 

amplificación de los genomas virales comienza en un sub-grupo de células 

del compartimento en proliferación y requiere de la expresión de todos los 

productos genéticos virales tempranos (Middleton K et al, 2003). 

 

Los mecanismos moleculares que conducen a la activación del 

promotor tardío y a la regulación positiva de la expresión de E1/E2 no son 

bien entendidos, así como tampoco la participación de E4 y de E5, siendo 

probable que este promotor esté constitutivamente activo en todas las 

etapas del ciclo productivo. Los modelos actuales sugieren que un 

modesto incremento en la activación del promotor durante la 

diferenciación puede conducir a un incremento en la cantidad de E1 y E2 

(y también de E4 y de E5), y a un subsecuente aumento en el número de 

copias de los genomas. Los genomas replicados recientemente pueden 

servir como patrones para la posterior expresión de E1 y de E2, lo cual 

puede facilitar la amplificación adicional de genomas virales y a su vez, 

una mayor expresión de las proteínas E1 y E2, necesarias para la 

replicación (Middleton K et al, 2003). 

 

El ADN de los virus del papiloma codifica dos proteínas estructurales 

que son expresadas en las capas superiores de los tejidos infectados una 

vez que la amplificación genómica se ha completado (Ozbun MA y Meyers C, 

1998), particularmente en un subgrupo de células que expresan a la 

proteína E4 (Doorbar J et al, 1997). La principal proteína de la cápside (L1) es 

expresada después que la L2, lo que conduce al ensamblaje de las 

partículas infecciosas en las capas superficiales del epitelio (Florin L et al, 2002) 

(Figura 2). Para tener éxito, el virus debe escapar eventualmente de las 

células infectadas y sobrevivir extracelularmente previamente a una 

reinfección. Los virus del papiloma no son líticos, y no son liberados sino 

hasta que las células infectadas alcanzan la superficie epitelial, son 

resistentes a la desecación (Roden RB et al, 1997) y su viabilidad extracelular 

puede ser reforzada si ellos son liberados de la superficie epitelial dentro de 

una escama córnea (Bryan JT y Brown DR, 2001). La retención intracelular de 

antígenos de los virus del papiloma hasta que la célula alcanza las capas 
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epiteliales más superficiales puede comprometer a la detección inmune 

del virus, particularmente porque el virus también tiene mecanismos 

moleculares que limitan la presentación de epítopes virales al sistema 

inmune en las capas inferiores (Ashrafi GH et al, 2002; Marchetti B et al, 2002; 

Matthews K et al, 2003). Aunque la expresión de proteínas virales puede inhibir 

la expresión de marcadores de diferenciación previniendo la formación de 

escamas córneas normales (Doorbar J et al, 1997), se ha sugerido que la 

proteína viral E4 puede contribuir directamente al egreso del virus de las 

capas epiteliales superiores disturbando la integridad de la queratina 

(Doorbar J et al 1991), y afectando el ensamblaje de la cubierta córnea (Bryan 

JT y Brown DR, 2000). 

 

 

La asociación de la infección por HPV con el desarrollo de cáncer cervical. 

 

La infección del cérvix con HPV, particularmente con los tipos 16 y 18, se 

asocia causalmente al desarrollo de cáncer cervical, transcurriendo 

previamente por estadios in situ (NIC: neoplasia intraepitelial cervical). Sin 

embargo, en individuos inmunocompetentes la infección es normalmente 

asintomática y eventualmente eliminada. Aun en casos donde la infección 

ha conducido a una displasia, las lesiones frecuentemente regresan, 

especialmente en los casos de displasias moderadas y en individuos 

jóvenes. Por otra parte, la persistencia viral se asocia con la progresión de 

las lesiones (desde NIC1 a NIC3 de acuerdo al grado de severidad), lo cual  

favorece el desarrollo del cáncer. 

 

Los virus de papiloma cuyo genoma ha sido completamente 

secuenciado, y cuyo gene para L1 presenta una secuencia diferente en 

por lo menos un 10% con cualquiera otro conocido, son tradicionalmente 

descritos como tipos. En el hospedero más intensamente estudiado: el 

humano, se han descrito cerca de 100 tipos con base en la 

caracterización de genomas completos, y se presume que puedan existir 

un gran número más, con base en la detección de amplicones 

subgenómicos. Muchos de estos tipos de HPV son ubicuos y están 

globalmente distribuidos. Los virus de papiloma causan tumores benignos 

(verrugas y papilomas) en sus hospederos naturales y ocasionalmente en 

especies relacionadas. Los papilomas son inducidos en la piel y en epitelios 

mucosos, frecuentemente en sitios específicos del cuerpo. Sin embargo, 
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algunas proliferaciones papilomatosas inducidas por tipos específicos de 

virus de papiloma portan un alto riesgo para la progresión hacia una lesión 

maligna (Revisado en Clifford GM et al, 2003; Munoz N et al, 2003; Matsukura T y Sugase 

M, 2001; zur Hausen H, 2002). 

 

El término “subtipo” se usó en la década de 1980 para identificar 

muestras purificadas de tipos de HPV con patrones de restricción 

divergentes. Subsecuentemente, este término fue redefinido para referirse 

a una muestra purificada cuya secuencia de L1 es de 2 a 10% diferente de 

cualquier otro tipo conocido. Asimismo, las “variantes” de un tipo difieren 

por cerca del 2% del aislado originalmente, el cual es referido en este 

contexto como un “prototipo” o “genoma de referencia”, mientras que las 

nuevas variantes pueden ser designadas por abreviaciones arbitrarias. 

Tales variantes mostraron la máxima divergencia cuando fueron 

muestreadas de grupos étnicos que evolucionaron por un largo tiempo sin 

contacto, por ejemplo africanos e indios americanos. Hay indicios de que 

las variantes de un mismo tipo difieren biológica y etiológicamente (Xi LF et 

al, 1998, Villa LL et al, 2000). Tales diferencias pueden contribuir a las 

disparidades observadas en la incidencia de cáncer cervical en diferentes 

regiones del mundo. 

 

La infección por HPV es muy común, aun cuando la mayoría de los 

individuos infectados elimina la evidencia del virus sin desarrollar 

manifestaciones clínicamente reconocibles. Por tanto, muy pocas mujeres 

infectadas por HPV progresan a cáncer cervical invasivo. Un factor bien 

establecido que explica parcialmente el riesgo diferencial para el 

desarrollo del cáncer es el tipo de HPV. Alrededor de 40 tipos de HPV 

infectan el tracto anogenital (Zur Hausen H, 1996). Con base en datos 

acumulados de 11 estudios caso-control de la asociación entre cáncer 

cervical e infección por HPV de varios países (Munoz N et al, 2003), 15 tipos de 

HPV se clasifican como de alto riesgo para el desarrollo de cáncer cervical 

(Figura 3), 3 se clasifican como de probable alto riesgo, 12 se clasifican 

como de bajo riesgo y 3 se consideran como de riesgo indeterminado. 

Además de la infección por HPV, se consideran como factores de riesgo: 

un número múltiple de parejas sexuales, el hábito de fumar, y el uso de 

anticonceptivos orales. 
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Figura 3. Porcentajes acumulados y números de casos de cáncer cervical atribuidos a los 

genotipos de HPV más frecuentes. Los datos provienen del análisis de estudios 

internacionales que incluyeron 25 países distribuidos en África (Norte y Sur), Asia, América 

(Norte, Centro y Sur), y Europa. (Muñoz N et al, 2004) 

 

 

Las estimaciones de la prevalencia de la infección de HPV entre 

mujeres alrededor del mundo oscilan entre 2% y 44% de la población (Bosch 

FX y Sanjosé S, 2003). La amplia variación en los estimados se explica en gran 

medida por diferencias en el intervalo de edades de las poblaciones 

estudiadas y en la sensibilidad de los métodos basados en ADN usados 

para la detección de la infección por HPV. En general, los estudios basados 

en ADN, combinados con la medición de anticuerpos tipo-específicos 

contra antígenos de la cápside de los HPV, han mostrado que la mayoría 

(>50%) de mujeres jóvenes activas sexualmente, han sido infectadas por 

uno o más tipos de HPV genitales en algún punto en el tiempo.  

 

La mayoría de las mujeres infectadas con un tipo específico de HPV 

no muestra evidencia del mismo sino de 6 a 12 meses más tarde (Franco EL et 

al, 1999; Ho GY et al 1998); mientras ciertos estudios han sugerido que la 
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infección con tipos oncogénicos y no oncogénicos muestra una duración 

similar (Richardson H et al,  2003), otros muestran una mayor duración para los 

tipos oncogénicos (Franco EL et al, 1999, Ho GY et al, 1998). Sin embargo, parece 

que el HPV-16 tiene un tiempo de eliminación particularmente más largo 

con respecto a otros tipos de HPV (Liaw KL et al, 2001;  Richardson H et al, 2003). 

Tanto los tipos de HPV oncogénicos como los no-oncogénicos causan 

lesiones cervicales intraepiteliales escamosas de bajo grado (LSIL, por sus 

siglas en inglés: low-grade squamous intraepithelial lesions), mientras que la 

mayoría de las lesiones que son clasificadas como de alto grado (HSIL, por 

sus siglas en inglés: high-grade squamous intraepithelial lesions), carcinoma 

in situ, o carcinoma invasor son positivas para tipos oncogénicos de HPV. 

Aproximadamente el 70% de los cánceres cervicales invasivos son 

causados por HPV-16 (54%) ó HPV-18 (17%) (Munoz N et al, 2003) y alrededor 

del 90% de las verrugas genitales son causadas por HPV-6 ó HPV-11 (Greer 

CE et al, 1995). Las HSIL son las lesiones precursoras del cáncer invasivo, ya 

sea como paso subsecuente de las LSIL, o bien como eventos tempranos 

directos, causados por los tipos de HPV oncogénicos. Por tanto, la 

incidencia de cáncer cervical ha decrecido en áreas en las cuales han 

sido empleados programas para la detección de lesiones precancerosas. 

Mundialmente, el cáncer cervical es el segundo cáncer más común en 

mujeres, y casi el 80% de todos los casos ocurren en los países en vías de 

desarrollo (Jones SB, 1999). Se estima que en el año 2000, ocurrieron 470,000 

nuevos casos en el mundo; la mayor tasa de mortalidad debida a cáncer 

cervical ocurre en los países menos desarrollados (Pecorelli S et al, 2003). Las 

infecciones por HPV también han sido halladas como causa de otros 

carcinomas anogenitales incluyendo el de pene (Rubin MA et al, 2001), 

vaginal (Dailing JR et al, 2002), vulvar (Trimble CL et al, 1996), y cánceres anales 

(Clark MA et al, 2004). Recientemente, el HPV también ha sido implicado 

como un posible agente etiológico en cánceres no anogenitales, tales 

como carcinomas de células escamosas de cabeza y cuello (Gillison ML y 

Lowy DR, 2004). 

 

 

La respuesta inmune hacia los virus. 

 

La defensa del hospedero resulta de la colaboración entre la inmunidad 

innata (fagocitos, proteínas solubles y barreras epiteliales) y la inmunidad 

adaptativa (anticuerpos, células efectoras y citotóxicas). El sistema inmune 
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innato detecta a los patógenos y actúa como primera línea de defensa, 

eliminando a la mayoría de las intrusiones; no tiene memoria específica, 

pero es responsable de activar a la inmunidad adaptativa. La respuesta 

adaptativa a su vez, activa mecanismos efectores humorales y celulares 

exquisitamente específicos hacia los antígenos foráneos así como células 

de memoria de larga vida (Figura 4).  

 

En el inicio de una infección, la muerte o el daño celular liberan 

moléculas intra-celulares que son reconocidas, junto con moléculas 

propias de los patógenos, mediante receptores presentes en los elementos 

efectores celulares del sistema inmune innato con limitada diversidad y 

cuya activación se manifiesta como inflamación (Trinchieri G & Sher A, 2007). Al 

mismo tiempo, las células locales del parénquima y los fagocitos activados 

secretan citocinas inflamatorias y otras moléculas de defensa. Como 

resultado de esta respuesta inicial, las células dendríticas, las únicas células 

presentadoras de antígenos (APC, por sus siglas en inglés: antigen 

presenting cells) que pueden activar a los linfocitos T naive, son a su vez 

activadas para dar inicio a la respuesta inmune adaptativa (Shortman K y Liu 

Y-J, 2002). 

 

La inmunidad adaptativa, en contraste, es casi infinitamente flexible 

y está basada en receptores de linfocitos T y B generados durante la 

ontogenia por medio de re-arreglos genéticos. La respuesta inmune innata 

genera señales que identifican a la naturaleza del antígeno y determinan 

el tipo apropiado de respuesta efectora inducida a los linfocitos después 

de la unión del antígeno (Bohem T, 2011). 

 

La inmunidad humoral, a cargo de las células B y efectuada por los 

anticuerpos, favorece la eliminación de partículas virales libres de los 

fluidos corporales y puede prevenir la reinfección viral (McHeyzer-Williams M, et 

al 2012); en tanto, las respuestas inmunes efectuadas celularmente son 

esenciales para la eliminación de células infectadas por virus y la 

generación de memoria inmune.  

 

Los linfocitos T juegan un papel central en la respuesta inmune 

adaptativa al participar de manera determinante tanto en la inmunidad 

celular como en la inmunidad humoral. Reconocen antígenos en forma de 

péptidos  pequeños,  unidos  a las  proteínas  codificadas  en  el Complejo  
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Figura 4. Representación esquemática de los compartimentos innato y adaptativo del 

sistema inmune celular, con las células presentadoras de antígenos como elementos  de 

comunicación entre ambos. Se ilustran células relevantes en la respuesta inmune antiviral, 

así como sus funciones generales. 
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principal de histocompatibilidad (MHC por sus siglas en inglés: Major 

Histocompatibility Complex) y presentados como complejos asociados a la 

membrana en la superficie celular (Vyas JM et al, 2008). Hay dos  subgrupos  

principales,  identificados  por  los  marcadores superficiales CD4 o CD8. 

 

Las células T CD4+ reconocen antígenos exógenos, tomados del 

medio extracelular, fragmentados en el endosoma y presentados por 

moléculas MHC clase II (MHC-II); las células T CD8+ reconocen antígenos 

endógenos, que casi siempre derivan de la síntesis de proteínas 

intracelulares fragmentadas en el proteosoma hasta péptidos cortos y que 

son presentados por moléculas MHC clase I (MHC-I).  

 

La interacción entre la célula T y la APC es muy compleja, dado que 

los linfocitos naive antígeno-específicos difícilmente son activados por 

antígeno únicamente. Por lo tanto, deben presentarse varias otras 

interacciones ligando/receptor en un orden regulado antes de que la 

célula T se active y comience a proliferar hacia células T efectoras 

“armadas”.  La activación de las células T CD4+ resulta en la secreción de 

una variedad de citocinas que ayudan y regulan a otras células. El patrón 

de expresión de citocinas define a los dos principales subtipos de células T 

CD4+ conocidas como células Th1 y Th2 (Kalinsky P & Moser M, 2005), así como 

a un subgrupo de células reguladoras (Figura 5). 

 

Las células Th1 secretan interferón- (IFN-), Interleucina-2 e 

Interleucina-12 entre otros productos y crean un medio en el cual 

macrófagos, células asesinas naturales, y linfocitos T CD8+ citotóxicos son 

activados, generando inmunidad celular.  

 

Las células Th2 secretan Interleucina-4 (IL-4) e Interleucina-10 (IL-10) y 

otras citocinas y ayudan a los linfocitos B activados por antígeno a 

diferenciarse hacia células plasmáticas y a secretar anticuerpos, las 

moléculas efectoras de las respuestas humorales. También refuerzan la 

actividad de células del sistema inmune innato, como los macrófagos. 

 

Una tercera categoría de células T, células T reguladoras (Tregs) con 

el    fenotipo   CD4+CD25+,    expresan   como   “rúbrica”   al   factor   de 
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Figura 5. Representación de los diferentes fenotipos que pueden adquirir los linfocitos T 

CD4 después de ser activados por las células presentadoras de antígenos, de acuerdo 

con la secreción de citocinas, así como sus funciones. Tomado y modificado del sitio de 

internet www.hetalternatief.org. 

 

 

transcripción FoxP3 y usualmente secretan IL-10 y Factor de proliferación 

transformante beta (TGF-, por sus siglas en inglés Transforming growth 

factor). Se cree que las células con este fenotipo reconocen antígenos 

propios y funcionan para prevenir autoinmunidad; sin embargo, también 

regulan las respuestas hacia los antígenos exógenos, y se consideran 

implicados en infecciones virales crónicas e inmunopatológicas, así como 

en la evasión tumoral de la respuesta inmune (Vignali DAA et al, 2008).  
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La respuesta inmune hacia el HPV 

 

Existen evidencias de que la resolución de una infección por el virus de 

papiloma humano involucra a la respuesta inmune; por ejemplo, la 

inmunosupresión de pacientes recipientes de trasplantes o de pacientes 

infectados con HIV se asocia con una persistente displasia y con un mayor 

riesgo para la progresión a la transformación celular maligna (Sillman FH et al, 

1997, Ferenczy A et al, 2003). En dicha resolución probablemente se refleja la 

acción concertada de componentes inmunes innatos y adaptativos 

antígeno-específicos actuando localmente en la mucosa anogenital para 

mantener la homeostasis tisular. Sin embargo, los detalles precisos de este 

proceso, en el contexto de la historia natural de la carcinogénesis 

asociada al HPV no son completamente comprendidos. 

 

Las infecciones por HPV no son sistémicas, restringiéndose al sitio 

inicial de la infección. Por tanto, la primera línea de defensa debe 

presentarse en las mucosas por medio del sistema inmune innato. En 

estudios al respecto, se observó que la regresión de verrugas genitales se  

asocia con un incremento en la infiltración de macrófagos, células asesinas 

naturales (NK por sus siglas en inglés: natural killer) y células T CD4+ (Coleman 

N et al, 1994). Pacientes respondedores al tratamiento de las verrugas con 

IFN- e IFN-2 mostraron un marcado incremento en células inflamatorias 

tipo Th1 infiltradas, macrófagos y células NK, cuyas células CD4+ tuvieron 

una respuesta de proliferación hacia la proteína L1 del HPV-11. Sólo 15% de 

los pacientes respondedores tuvieron lesiones con linfocitos infiltrados que 

proliferaron en respuesta a la proteína E7 del HPV 11, independientemente 

de que las respuestas de proliferación fueran detectadas en la sangre 

periférica. En los pacientes no respondedores se observó la ausencia de 

células de Langerhans, con menor infiltración de células T y 

concentraciones reducidas de IL-1, GM-CSF y TNF. También mostraron 

altos niveles de expresión de E7. 

 

 

La respuesta inmune humoral contra el HPV. 

 

La respuesta inmune humoral en contra de los virus de papiloma 

patógenos se dirige principalmente hacia la cápside, cuyo componente 

principal es la proteína L1, que se ensambla en 72 pentámeros para formar 
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un virión. Esta respuesta reconoce predominantemente determinantes 

conformacionales expuestos sólo cuando la proteína L1 se configura 

correctamente, como ocurre en el virus nativo (Kirnbauer R et al, 1992). Por 

tanto, los anticuerpos neutralizantes inmuno-dominantes generalmente son 

dirigidos en contra de epítopes conformacionales de L1 que son tipo-

específicos (Christensen ND y Kreider JW, 1990; Christensen ND y Kreider JW, 1991; 

Christensen ND et al 1990; Ghim S et al, 1991; Kirnbauer R et al, 1994; Roden RBS et al, 1995) 

aunque se ha observado una limitada reactividad cruzada entre tipos 

relacionados estrechamente tales como el HPV-16 y el -33, el HPV-18 y el -

45, y el HPV-6 y el -11(Christensen ND et al, 1996; Combita AL et al 2002; Giroglou T et 

al, 2001; Roden RBS et al, 1996, White WI et al, 1998). 

 

La unión del anticuerpo a la cápside viral puede ser medida 

mediante ELISA usando partículas tipo-virus (VLP por sus siglas en inglés: 

virus-like particles) como substrato (Christensen ND et al, 1994). Las VLP se 

corresponden con una cápside correctamente conformada por la 

proteína L1 vacía (sin ADN), que morfológicamente es idéntica a un virión 

de HPV nativo, conteniendo los principales epítopes neutralizantes 

(Hagensee ME et al, 1994;  Christensen ND et al, 1996).  

 

La capacidad para la neutralización viral puede ser ensayada in vivo 

usando viriones purificados y células “blanco” susceptibles (Christensen ND y 

Kreider JW, 1990), o in vitro usando pseudoviriones codificando un gene 

reportero expresable en una célula “blanco” susceptible (Roden RB et al 1996). 

 

La detección de la respuesta humoral hacia la cápside de los virus 

de papiloma ha permitido determinar que aparece más lentamente que 

aquellas hacia la mayoría de las infecciones por virus patógenos (Carter JJ et 

al, 2000). Los títulos de anticuerpos que siguen a la infección natural son 

bajos, y es difícil estandarizar los ensayos para su detección (Ferguson M et al, 

2005). Para los virus de papiloma mejor estudiados (HPV-6, -11, -16 y -18), los 

tiempos promedio de seroconversión exceden a los seis meses, y parece 

que de un 30% a un 50% de individuos con evidencia de infección genital 

persistente por HPV nunca adquieren anticuerpos (Carter JJ et al 2000). 

Después de la eliminación de la infección viral, los títulos de anticuerpos 

hacia la cápside caen. Sin embargo, aproximadamente el 50% de 

individuos seropositivos para HPV-16 y negativos para ADN de HPV-16 

mantendrán anticuerpos entre 5 a 7 años (Wang SS et al 2004). La 
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desaparición de anticuerpos después de la infección no está bien 

documentada para otros tipos de virus. Donde las infecciones persisten, los 

anticuerpos también parecen persistir, y los pacientes con cáncer derivado 

de infecciones por HPV genital de alto riesgo pueden tener títulos de 

anticuerpos hacia la cápside medibles muchos años después de la 

infección que ocasionó el cáncer, aunque la seropositividad para el tipo 

de HPV correspondiente en pacientes con cáncer está generalmente 

reportada entre 30% y 50% (Carter JJ et al,  2000). Por otra parte, anticuerpos 

hacia los virus de papiloma cutáneos comunes (HPV-1 y -2) son 

encontrados entre 30% y 50% de niños con verrugas, y con una frecuencia 

similar en grupos de adolescentes no seleccionados (Carter JJ et al, 1993; Cubie 

HA et al, 1998). Los anticuerpos hacia la cápside de los virus de papiloma 

causantes de cáncer en la piel de pacientes inmunosuprimidos (HPV-5 y -8) 

sin embargo, parecen ser raros en la población sana (Favre M et al, 1998). Por 

tanto, la concentración de anticuerpos hacia la cápside es 

probablemente una medida de la infección persistente por HPV, aunque 

muchos individuos con infección no tienen anticuerpos, y la intensidad en 

la que los anticuerpos son producidos puede ser determinada por el sitio 

de la infección, la carga viral  o la inflamación local.  

 

En contraste, se ha reportado que los anticuerpos que se presentan 

a continuación de una infección natural con HPV-16 son protectores 

contra una infección subsecuente con tipos de HPV específicos y 

relacionados (Ho GY et al 2002). Se desconoce si anticuerpos inducidos 

naturalmente hacia otros tipos de HPV confieren una protección similar. Por 

tanto, las respuestas inmunes específicas hacia la cápside son de limitada 

utilidad diagnóstica y parece que no están relacionadas con el proceso 

de eliminación viral. 

 

La proteína L2, constituyente menor de la cápside, es inmunogénica 

durante la infección natural (Viladiu P et al, 1997; Kanda T et al, 1995), aunque es 

difícil detectar anticuerpos hacia la proteína L2 después de la infección 

natural, quizá porque está ubicada dentro del virión y los epítopes 

relevantes se exponen únicamente después de que el virión se unió a la 

superficie celular (Day PM et al, 2008). 

 

Por otra parte, las respuestas inmunes humorales en contra de las 6 

proteínas no estructurales del virus de papiloma, expresadas comúnmente 
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durante la infección (E1, E2, E4, E5, E6, E7) han sido medidas usando 

proteínas de fusión recombinantes o péptidos lineares. La respuesta más 

consistente es vista en pacientes con cáncer cervical asociado con la 

infección por HPV-16, quienes muestran anticuerpos hacia la proteína E7 

(Jochmus-Kudelka et al, 1998).  

 

 

La respuesta inmune celular contra el HPV. 

 

La activación de los linfocitos T CD4+ y CD8+ depende de la presentación 

de antígenos por parte de las células presentadoras de antígenos 

profesionales, como lo son las células dendríticas, las cuales además de 

incorporar a los antígenos deben ser activadas por las señales de daño 

que se producen en el sitio afectado y que las dirigen a los órganos 

linfoides secundarios para encontrar a los linfocitos naive (Figura 6). De este 

modo, está plenamente demostrado que la inmunización con proteínas 

derivadas del HPV induce una fuerte respuesta con capacidad protectora, 

tanto en modelos animales como en humanos; sin embargo, no es tan 

clara la naturaleza de la respuesta inmune inducida durante la infección 

natural. La población de los linfocitos T específicos que controlan la 

infección o en su caso la transformación celular decae debido a la 

homeostasis, y sólo permanece un pequeño porcentaje de células cuya 

función es preservar el reconocimiento antigénico en forma de memoria. 

Se asume que esta población pueda ser reactivada in vitro fácilmente, 

ante la re-exposición a su antígeno específico, lo cual representa un reflejo 

de  la  respuesta inmune  que desarrolló  el donador  hacia el HPV.  De esta 

forma, las células inmunes son obtenidas y cultivadas en presencia de 

moléculas que representan al antígeno relevante que será evaluado para 

entonces medir su activación mediante alguna respuesta típica de estas 

células, por ejemplo la secreción de citocinas, la actividad citotóxica o la 

presencia de receptor específico mediante polímeros tetrámeros o 

pentámeros de moléculas del MHC (denominadas HLA en humanos: 

Human leukocyte antigens) asociados con péptidos específicos.  

 

 

Respuestas hacia las proteínas E2, E6, E7 y L1 se han encontrado 

tanto en sangre periférica de donadores sanos como de pacientes con 

diversos grados de lesión, aunque estas respuestas reflejan por lo general 
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una baja frecuencia de células respondedoras y debido a ello puede 

requerirse de fuertes estímulos para reactivar y detectar a estas clonas 

(Davidson EJ et al, 2003; Shepherd PS et al, 1996). Aunque al parecer existe una 

mayor frecuencia de clonas específicas infiltradas en el cérvix y en nódulos 

linfáticos,  existen   pocos   estudios  al   respecto debido  a  las  dificultades 

 

 

 

Figura 6. En esta figura se muestra cómo las células dendríticas toman muestras de 

proteínas de las células afectadas, las procesan hasta péptidos y en presencia de señales 

de daño expresan señales co-estimulatorias y migran hacia los nódulos linfáticos. Allí, 

presentan los péptidos asociados a las moléculas de histocompatibilidad clase I y clase II 

a los linfocitos T CD4+ y CD8+ (crosspriming) los cuales devienen células efectoras. Las 

células T CD4+ expresan la molécula CD40L con la cual recíprocamente estimulan a las 

células dendríticas que expresan CD40. Los linfocitos T adquieren moléculas de “homing” 

por lo cual se dirigen a los tejidos para atacar específicamente a las células portadoras de 

antígenos. Los linfocitos T CD8+ participan en la muerte de las células infectadas o 

transformadas y los linfocitos T CD4+ cooperan en el aumento de la producción de 

citocinas tal como la IL-2. En el proceso, son generadas clonas de linfocitos T de memoria. 

(Tomado y modificado de Tindle WR, 2002) 
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técnicas asociadas con la obtención de dichas células (Passmore JA et al, 

2006; Evans EML et al, 1997). Por otra parte, adultos sanos y pacientes con NIC 

asociada con HPV-16 mostraron reacciones positivas a pruebas cutáneas, 

como una medida de inmunidad celular a péptidos de E2, E6 y E7 (van den 

HM et al, 2008). 

 

Se considera que la respuesta inmune celular está dirigida 

principalmente hacia las proteínas de expresión temprana, principalmente 

la E6 y la E7 debido a que estas proteínas se expresan en las células 

infectadas y se requieren en las lesiones malignas para mantener el estado 

transformado de la célula. Linfocitos T anti E7 se han detectado por 

diversos métodos: proliferación de células T cooperadoras (De Gruijl TD et al, 

1998; Kadish AS et al, 1997), linfocitos T citotóxicos (Bontkes HJ et al, 2000), secreción 

de interferón gamma (van der Burg SH et al, 2001), y mediante tetrámeros de 

moléculas HLA (Youde SJ et al, 2000), hallándose estas respuestas 

principalmente en pacientes con lesiones persistentes, incluido cáncer, y 

en bajos niveles sistémicos. Aun cuando la respuesta celular mediada por 

linfocitos T CD8+ específicos hacia epítopes de E7 es hallada en pacientes 

con cáncer cervical, es claramente incapaz de eliminar la patología (Oerke 

S et al, 2005). 

 

En diversos estudios los linfocitos T CD8+ anti-E6 han sido encontrados 

de manera diferencial, presentes en donadores sanos pero ausentes en 

pacientes con infecciones avanzadas y en cáncer cervical, en tanto que 

la respuesta anti-E2 y anti-E6 se presentan sobre todo en donadoras sanas. 

Por ejemplo, en un estudio longitudinal la respuesta de CTL de mujeres con 

infección por HPV-16 y lesiones escamosas intraepiteliales mostró 

respuestas diferenciales hacia la proteína E6 asociadas con la persistencia 

viral (Nakagawa M et al, 2000). La ausencia de esta respuesta ha sido también 

detectada en pacientes con carcinoma (Bontkes HJ et al 2000). Puesto que la   

presencia de una respuesta de células T se encuentra  frecuentemente en 

sujetos sanos, se sugiere que juega un papel protector en contra de la 

infección persistente por HPV y el desarrollo de patologías malignas 

asociado (Welters MJ et al, 2003). 

 

En contraste con la distribución aparentemente diferencial en las 

respuestas hacia las proteínas virales tempranas, la respuesta de células T 
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anti-L1 se presenta en un espectro más amplio de distribución, pues ha sido 

comúnmente hallada tanto en pacientes con lesiones avanzadas como en 

donadoras sanas, lo cual sugiere que el procesamiento de las proteínas 

virales tempranas y tardías es diferente, probablemente debido a la 

asequibilidad de las proteínas durante el curso de la infección natural, 

siendo la principal proteína de la cápside de los viriones (L1) la forma más 

asequible para las células presentadoras de antígenos al inicio de la 

infección. De acuerdo con ello, respuestas de células T CD4+ y CD8+ 

fueron detectadas con mayor frecuencia en el compartimento cervical en 

comparación con la sangre periférica (Passmore JA et al, 2006). Aunque se ha 

propuesto que la respuesta anti-L1 carece de correlación con la 

enfermedad (van Poelgeest MIE et al, 2006), ésta fue detectada en un mayor 

porcentaje en pacientes con cáncer de vulva en comparación con 

donadores normales (Davidson EJ et al, 2003). En contraste, ha sido reportado 

que la detección de la proteína L1 mediante análisis histológicos, 

correlaciona con un buen pronóstico para la involución de las lesiones 

asociadas a la infección por HPV (Griesser H et al, 2009).  

 

 

La regulación negativa de la respuesta inmune contra el HPV. 

 

La evasión de la respuesta inmune por parte de las células infectadas se 

asocia con el desarrollo de patologías neoplásicas. Esta evasión puede 

verse favorecida por los mecanismos reguladores del sistema inmune. Por 

ejemplo, la tendencia de las células T para secretar citocinas del perfil Th2 

(IL-10, IL-4) con una consecuente inhibición de la actividad de las células 

citotóxicas (Bais AG et al, 2005). Por otra parte, se sabe que la respuesta 

específica de células T contra células tumorales y virus puede ser 

severamente restringida por las células T CD4+ reguladoras expresando 

(Fox)-P3 (CD4 + CD25 + FoxP3+). La presencia de varios tumores sólidos se 

asocia con frecuencias incrementadas de células T reguladoras circulantes 

(Zou W,  2006), incluyendo al cáncer cervical (Visser J et al, 2007; Molling JW et a,l 

2007).   

 

Por otra parte, como ya se mencionó, el ciclo de replicación del HPV 

presenta características que complican su reconocimiento por parte del 

sistema inmune. En primer lugar, durante las distintas etapas del ciclo 

participan diferentes proteínas virales, frecuentemente con una baja 
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expresión, y localizadas en el núcleo celular (Stoler MH et al, 1992). En segundo 

lugar, la replicación del HPV carece de una fase de lisis celular, puesto que 

los viriones, que son formados en la fase final de la diferenciación del 

epitelio cervical, son liberados en células que están ya programas para 

sufrir una “muerte natural”, y su salida se facilita por medio de la 

modificación del cito-esqueleto, más que por la ruptura de las células 

(Rudolf MP et al, 1999). Estas características, ente otras, le confieren un “bajo 

perfil” de expresión y tienen como consecuencia la ausencia de 

inflamación así como de una liberación sistémica de viriones, lo cual 

minimiza la liberación de señales de “alarma” que activen y recluten a los 

elementos efectores del sistema inmune. Además, es probable que 

durante la infección natural por el HPV, los antígenos virales sean 

presentados en condiciones poco favorables en ausencia de un proceso 

inflamatorio que induzca las señales secundarias co-estimulatorias; la 

presentación de antígenos bajo estas condiciones puede conducir a la 

inhibición más que a la activación de la respuesta inmune. Por ejemplo, se 

ha demostrado que implantes celulares que expresan a la proteína E7 no 

son rechazados entre ratones singénicos a menos que se induzca un 

estado de inflamación durante las primeras fases de la presentación de 

antígenos, lo cual sugiere que la expresión de E7 por sí misma se asocia 

con una presentación antigénica ineficiente que induce un estado de 

tolerancia inmunológica (Doan T et al, 1999).  

 

Por otro lado, ninguno de los genes del HPV codifica proteínas cuya 

función principal sea la evasión de la respuesta inmune y la capacidad del 

virus reside en el “bajo perfil” de su ciclo de replicación; sin embargo, se ha 

adjudicado a las proteínas virales no estructurales E6 y E7, además de la 

reconocida función de regular el ciclo de proliferación de sus células 

huéspedes, otras actividades implicadas en la evasión de la respuesta 

inmune. 

 

Entre esas funciones se han descrito: la capacidad de la proteína E7 

del HPV-16 para bloquear la señalización intracelular generada por los 

interferones tipo I (Barnard P et al, 2000), así como la activación del promotor 

de interferón beta (Park JS et al, 2000); la capacidad de E6 y E7 para inhibir la 

producción de la quimiocina MCP-1, atrayente de monocitos, células T y 

células NK (Kleine-Lowinski K et al, 2003); la inhibición de la producción de IL-8, 

citocina inicialmente descrita como quimio-atrayente para granulocitos  y 
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que ahora se conoce que también atrae a células T (Huang SM y Mc Cance 

DJ, 2002); y la inhibición de IL-18, un potente inductor de interferón gamma 

(interferones tipo II) (Cho YS et al, 2001; Lee SJ et al, 2001). En conjunto, estas 

actividades sugieren que las proteínas E6 y E7 son capaces de ejercer un 

mecanismo de evasión de la respuesta inmune al impedir la infiltración y la 

activación de células T, de macrófagos, de células asesinas naturales (NK), 

y de las células dendríticas. Sin embargo, aun no se ha establecido con 

certeza la relevancia que estos mecanismos tienen in vivo, además de que 

existen otras moléculas, como el Factor de necrosis tumoral (TNF, del inglés: 

Tumor necrosis factor), que también cumplen con la función de concertar 

la respuesta inmune en contra de las infecciones virales.   

 

Otra consecuencia de la capacidad del HPV para replicarse 

causando un mínimo de daño celular, es la limitación en la cantidad de 

proteínas virales que quedan accesibles a las células dendríticas por medio 

de la fagocitosis de células dañadas. La importancia de las células 

dendríticas en la respuesta inmune en el tejido cervical infectado se refleja 

indirectamente en la disminución de su número, la cual es más 

pronunciada conforme la lesión persiste o avanza (Jiménez-Flores R et al, 2006), 

aunque queda todavía por evaluar si esta disminución sea causa o efecto 

de la persistencia de las lesiones. Asimismo, además de las actividades 

inhibitorias y supresoras de quimiocinas y citocinas de las proteínas E6 y E7 

indicadas anteriormente, se ha descrito una disminución en la expresión de 

moléculas de adherencia (cadherina-E) en células que expresan a la E6 

(Matthews K et al, 2003), lo cual puede interferir con el contacto entre los 

queratinocitos y las Células de Langerhans; además, también ha sido 

reportada una disminución en la expresión del factor quimiotáctico MIP-3 

alfa (Guess JC McCance DJ, 2005), un potente atrayente de células 

presentadoras de antígenos, lo cual puede representar un posible 

mecanismo para evitar el reclutamiento de estas células, cuando las 

ubicadas originalmente han migrado.  
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Propósito y justificación. 

 

El cáncer cervical uterino (CaCu) es la segunda causa de mortalidad en el 

Mundo debida a padecimientos oncológicos en mujeres, y tiene la mayor 

tasa de incidencia entre la población femenina de los países en vías de 

desarrollo; en México, representa la principal causa de muerte por tumores 

malignos en mujeres, con un 14.4% del total (INEGI, 2002). 

 

La Organización Mundial de la Salud reconoce que el desarrollo de 

CaCu se asocia estrechamente con la infección por el virus de papiloma 

humano (HPV) y que la infección por este virus representa la enfermedad 

por transmisión sexual más difundida; asimismo, en más del 95% de 

muestras analizadas puede ser encontrado ADN de alguno de los tipos de 

HPV considerados de alto riesgo (principalmente los tipos 16 y 18). 

 

Se ha evaluado la capacidad del sistema inmune para limitar el 

desarrollo del CaCu, y respuestas específicas contra antígenos de HPV han 

sido inducidas o detectadas experimentalmente in vitro o en modelos 

animales. Este conocimiento ha conducido a la propuesta de desarrollar 

vacunas profilácticas y terapéuticas contra el virus. 

 

Actualmente, dos fórmulas empleadas en la vacunación profiláctica  

están disponibles comercialmente; sin embargo, el desarrollo de 

alternativas terapéuticas no ha tenido éxito. La optimización de las 

opciones profilácticas y el desarrollo de opciones terapéuticas pueden ser 

impulsados por una mejor comprensión de la respuesta inmune durante la 

infección natural por el HPV. Además, los tipos de HPV presentan ligeras 

diferencias en sus características genotípicas en las diferentes zonas 

geográficas, pero que pueden generar diferencias en la respuesta inmune. 

 

Por tanto, en este trabajo evaluamos la respuesta inmune de 

linfocitos T de pacientes con lesiones cervicales tempranas hacia proteínas 

de la cápside (L1) de los HPV-16 y -18, considerando que estas proteínas 

representan una fuente de antígenos importante durante estos estadios de 

la enfermedad.  
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Hipótesis. 

 

En la sangre periférica de pacientes con lesiones cervicales escamosas 

intraepiteliales tempranas existen linfocitos T específicos hacia la proteína 

L1 del HPV, en una proporción mayor en comparación con donadoras 

sanas. Asimismo, tanto los leucocitos de las pacientes con lesiones 

tempranas asociadas con HPV como de donadoras normales tendrán una 

respuesta semejante al ser estimulados in vitro con antígenos empleados 

comúnmente en vacunación, como un indicativo de memoria inmune. 
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Objetivos. 

 

 

 

Objetivo General. 

 

Analizar ex vivo la respuesta de linfocitos T específicos hacia antígenos 

derivados de la proteína L1 de HPV y antígenos usados comúnmente en 

vacunación, en pacientes con lesiones tempranas asociadas con 

infección por HPV.  

 

 

 

Objetivos Particulares. 

 

1) Obtener leucocitos de sangre periférica y muestras de tejido cervical de 

pacientes con lesiones tempranas asociadas con HPV y controles 

normales. 

 

2) Determinar el tipo de infección por HPV de las lesiones cervicales de las  

pacientes. 

 

3) Determinar la respuesta de proliferación de leucocitos de sangre 

periférica de  pacientes con LSIL y controles normales en presencia de 

antígenos de la proteína L1 de HPV y antígenos usados comúnmente en 

vacunación.  

 

4) Determinar la presencia de anticuerpos específicos hacia la proteína L1 

de HPV y antígenos usados comúnmente en vacunación, en sueros de 

pacientes con LSIL y controles normales. 

 

5) Determinar la concentración de citocinas Th1 y Th2 en sueros de 

pacientes con LSIL y controles normales. 

 

6) Determinar la concentración de citocinas Th1 y Th2 en medios 

condicionados por leucocitos de sangre periférica activados de pacientes 

con LSIL y controles normales. 
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7) Determinar la presencia de células T reguladoras (CD4+CD25+FoxP3+) y 

de células CD8+IFN+ en leucocitos de sangre periférica de pacientes con 

LSIL y controles normales. 

 

8) Evaluar la frecuencia de células CD8+ con reconocimiento específico 

por péptidos derivados de las proteínas L1 de los HPV-16 y -18. 
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Materiales y métodos. 

 

 

Donadoras y muestras biológicas. 

 

Pacientes atendidas en la Clínica de Displasias de la Fundación Cruz-

Talonia y en la Clínica de Displasias del Hospital General de México fueron 

estudiadas, bajo consentimiento informado. El material biológico fue 

manipulado de acuerdo con las directrices institucionales de 

experimentación y seguridad.  La población de estudio fue seleccionada 

de mujeres referidas a colposcopia debido a una citología anormal, y 

mujeres sin una historia de anormalidades citológicas que fueron atendidas 

para una auscultación ginecológica rutinaria. A todas las mujeres se les 

realizaron análisis citológicos e histopatológicos de muestras bajo 

colposcopia. El diagnóstico citológico fue clasificado de acuerdo con el 

Sistema Bethesda (Solomon D, 1989). Biopsias de tejido con lesiones 

evidenciadas por tinción aceto-blanca, o tejido normal alrededor de la 

zona de transformación fueron obtenidas bajo colposcopia, colocadas en 

un tubo conteniendo solución amortiguadora de fosfatos estéril, y 

procesadas el mismo día para la obtención del ADN. También se 

obtuvieron muestras de sangre de las pacientes y de las donadoras 

controles con citología normal, y además de un grupo de mujeres jóvenes 

quienes fueron vacunadas con tres dosis de Gardasil® (Merck S&D, USA). 

 

 

Detección de ADN de HPV mediante PCR. 

 

Todos los reactivos usados para la purificación y amplificación de ADN se 

compraron de Invitrogen, USA. Las biopsias cervicales se trataron con 

proteinasa K. El ADN se extrajo con una mezcla de fenol/cloroformo y se 

precipitó con etanol. El ADN de HPV fue amplificado usando los 

oligonucleótidos MY09 (5’-CGTCCMARRGGAWACTGATC- 3’) y MY11 (5’-

GCMCAGGGWCATAAYAATGG-3’), los cuales amplifican un fragmento 

conservado de 450 pb del gene de L1 (Manos MM et al 1989). El ADN 

genómico (100 ng) fue desnaturalizado mediante incubación a 95oC por 

30 s, la unión de los oligonucleótidos se realizó a 45oC por 30 s y la 

polimerización a 72oC por 60 s. El ciclo se repitió 30 veces. La amplificación 
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específica de HPV-6, -11, -16, -18, -31, -33, -39, -45, -52 y -58 se realizó 

usando un lote de oligonucleótidos para la PCR de E7 descritos 

previamente (Walboomers et al, 1999). El ADN genómico (100 ng) se 

desnaturalizó mediante incubación a 95oC por 60 s. La unión de los 

oligonucleótidos se llevó a cabo a 45oC por 2 min y la polimerización a 

72oC por 90 s. El ciclo se repitió 40 veces. Para asegurar la integridad del 

ADN, el gene de -actina fue amplificado para todas las muestras.  

 

 

Ensayos de proliferación de linfocitos. 

 

a) Mediante incorporación de timidina tritiada. 

 

El suero de muestras sanguíneas se separó de la fracción celular mediante 

centrifugación. Las muestras de suero se inactivaron mediante incubación 

a 57oC por 30 minutos y entonces se crio-preservaron a -70oC hasta su uso. 

La fracción celular se mezcló 1:1 v/v con solución amortiguadora de 

fosfatos (SAF), se cargó sobre un gradiente de Histopaque con 1.077 de 

densidad (Sigma-Aldrich, USA) y se centrifugó para enriquecer la fase 

conteniendo a los leucocitos de sangre periférica (LSP). Entonces, 5x105 LSP 

se sembraron en placas de 96 pozos (Corning, USA) en 200 L de IMDM 

(invitrogen, USA) suplementado con 10% de suero autólogo (IMDM-10S), en 

presencia de 1L de Infanrix Hexa® (antígenos de virus de poliomielitis, y hepatitis B, 

Clostridium tetani, Corynebacterium diphtheriae  y Bordetella pertussis, GSK 

Biomedicals, Bélgica) ó 1 L de Cervarix® (proteína L1 de HPV16/18, 

GlaxoSmithKleen, Bélgica) durante 5 días. Entonces, se adicionaron 0.5Ci 

de timidina tritiada (Dupont NEN, USA) por pozo y se incubaó por 16 horas 

más. Finalmente, los LSP se cosecharon y se determinó la incorporación de 

timidina tritida. El índice de proliferación corresponde con el cociente de:  

cpm obtenidas de los LSP con el antígeno / cpm de los LSP control para cada muestra. 

 

b) Mediante marcaje con carboxifluoresceína y citometría de flujo. 

 

Leucocitos de sangre periférica se obtuvieron de forma semejante al 

apartado anterior, y se marcaron con carboxifluoresceina 2 M en SAF, a 

temperatura ambiente durante 15 minutos. Posteriormente, se pusieron en 

cultivo en 200 L de IMDM (invitrogen, USA) suplementado con 10% de 

suero autólogo (IMDM-10S), en presencia de 1 L de Cervarix® (proteína L1 
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de HPV16/18, GlaxoSmithKleen, Bélgica) durante 5 días.  Transcurrido este 

tiempo, las células fueron cosechadas s y marcadas con 1 L de anti-

CD4/PE (R&D Systems, USA) y 1 L de anti-CD8/APC (R&D Systems, USA) a 

4oC durante 30 min. El decremento en la marca de carboxifluoresceina se 

ensayó mediante citometría de flujo. 

 

 

Detección de anticuerpos séricos mediante ELISA. 

 

Anticuerpos séricos de pacientes con LSIL y de donadores sanos fueron 

probados mediante ELISA. Para este propósito, inmuno-placas (Costar-

Corning, USA) se cubrieron con 50 L/pozo de Infanrix-Hexa® ó de 

Cervarix® diluidas 1:20 en SAF e incubadas a 4oC toda la noche. Después 

de lavar las placas, los posibles sitios de unión inespecífica fueron 

bloqueados con albúmina sérica bovina (Research Organics, USA) al 2% 

por 2 hr a 37oC. Entonces se adicionaron 50 L de suero sanguíneo diluido 

1:500 a cada pozo y se incubaron por 2 hr a 37oC. Posteriormente, se 

adicionaron 50 L/pozo de IgG de cabra anti-IgG humana conjugada con 

fosfatasa alcalina (Invitrogen, USA) diluida 1:5000 y se incubaron por 1 hr a 

37oC. Finalmente se adicionó a los pozos substrato de fosfatasa alcalina 

(Sigma-Aldrich, USA) diluida en una solución de dietanolamina al 10% 

(masa/volumen) (Sigma-Aldrich, USA). La absorbancia fue leída a 405 nm 

en un lector de placas para ELISA (Molecular Devices, USA). Los valores 

finales se obtuvieron después de substraer la absorbancia de la reactividad 

no-específica obtenida en los pozos con solución salina a la reactividad 

obtenida en los pozos con antígeno. 

 

 

Determinación de células CD4+CD25+FoxP3+ mediante citometría de flujo.  

 

5x105 LSP se incubaron con 1 L de anti-CD4/PerCP (R&D Systems, USA) y 1 

L de anti-CD25/PE (R&D Systems, USA) a 4oC durante 30 min, se lavaron 

dos veces y subsecuentemente se fijaron y permeabilizaron (Cytofix/ 

CytoPerm y Perm/Wash BD Biosciences); finalmente, se marcaron con anti-

FoxP3/APC (eBioscience, USA) e isotipos correspondientes. Después de tres 

lavados finales, las células se resuspendieron con paraformaldehído al 2% 

en SAF y se determinó el porcentaje de células CD4+CD25+FoxP3+ 

mediante citometría de flujo en un equipo FacsAriaII (BD, USA). 
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Purificación y maduración de células dendríticas derivadas de monocitos.  

 

Los LSP se fraccionaron por adherencia a platos de plástico durante 2 hr a 

37oC. La fracción adherente se cultivó por 4 días en medio IMDM-10S 

suplementado con 30 ng/mL de rhGM-CSF (R&D Systems, USA) y 20 ng/mL 

de rhIL-4 (R&D Systems, USA). Posteriormente, las células se cosecharon y se 

incubaron durante una hora con 5 L/mL de Cervarix® a 37oC. Finalmente 

las células se mantuvieron en cultivo por dos días más en IMDM-10S en 

presencia de Cervarix® o de péptidos sintéticos, con rhGM-CSF, rhIL-4 y 20 

g/mL de poli-I:C (Sigma-Aldrich, USA) para inducir su maduración. 

 

 

Ensayo para la proliferación de linfocitos inducida por células dendríticas.  

 

Los LSP fueron incubados con 2 M de carboxifluoresceina (Sigma-Aldrich) 

durante 15 min a temperatura ambiente. Después de tres lavados con 

IMDM-10S, 5x105 células fueron incubadas en 200 L de IMDM-10S durante 5 

días con 1 L de Cervarix®. Alternativamente, los LSP fueron incubados con 

células dendríticas autólogas derivadas de monocitos y células dendríticas 

“cargadas” con Cervarix®. Después de 5 días las células fueron 

cosechadas y marcadas con 1 L de anti-CD4/PE (R&D Systems, USA) y 1 L 

de anti-CD8/APC (R&D Systems, USA) a 4oC durante 30 min. El decremento 

en la marca de carboxifluoresceina fue ensayado mediante citometría de 

flujo. 

 

 

Determinación de células CD8+IFN+ inducidas con fitohemaglutinina.  

 

5x105 LSP fueron sembrados en placas de 96 pozos (Corning, USA) en 200L 

de IMDM-10S, en la presencia de fitohemaglutinina (invitrogen, USA) diluida 

1:100 como concentración final, e incubados durante 5 días. Después de 

este tiempo, las células fueron cosechadas y marcadas con 1 L de 

CD8/APC y 1 L de anti-IFN/FITC (R&D Systems, USA), durante 30 min a 4oC, 

y finalmente, el porcentaje de células CD8+IFN+ se evaluó en un citómetro 

FACSAriaII (BD, USA). 
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Cuantificación de citocinas.  

 

5x105 LSP fueron incubados en 200 L de IMDM con 2.5 L de esferas 

acopladas a anti-CD3/CD28 (Dynabeads CD3/CD28 Human T-Activator, 

Invitrogen, USA). Después de 4 días el medio condicionado por las células 

fue colectado y almacenado a -70oC. La concentración de citocinas en 

esos medios fue determinada por medio de citometría de flujo mediante 

un kit para la determinación de citocinas Th1/Th2, de acuerdo con las 

instrucciones del proveedor (Cytometric Bead Array: Human Th1/Th2 cytokine kit, BD 

Biosciences, USA). Los niveles de citocinas en el plasma sanguíneo fueron 

determinados con el mismo kit, a partir de muestras sanguíneas después de 

la separación de la fracción celular, y también de acuerdo con las 

instrucciones del proveedor.   

 

 

Obtención de péptidos sintéticos derivados de las proteínas L1 de los HPV-

16 y -18 con afinidad por el antígeno de histocompatibilidad HLA-A2. 

 

El alelo de histocompatibilidad HLA-A2 se presenta con una frecuencia 

aproximada al 50% en la población mexicana (Weckman AN et al 1997 y De Leo 

C et al, 1997). Con la finalidad de obtener péptidos con afinidad por esta 

molécula, las secuencias de las proteínas L1 de los HPV-16 y -18 fueron 

introducidas en de un programa conteniendo un algoritmo de predicción 

de la afinidad de péptidos por las moléculas codificadas por el Complejo 

Principal de Histocompatibilidad, disponible en la internet y desarrollado 

por la BioInformatics and Molecular Analysis Section (BIMAS), 

Computational Bioscience and Enginnering Lab (NIH, USA) 

(http//thr.cit.nih.gov/molbio/hla_bind). Posteriormente, la síntesis de péptidos a 

partir de las secuencias con los índices de afinidad más altos fue solicitada 

(invitrogen, USA). 

 

 

Evaluación de la afinidad de péptidos sintéticos por la molécula HLA-A2, y 

obtención de complejos tetrámeros.  

 

1.5x105 células de la línea T2, de origen linfoide y con defectos en el 

procesamiento endógeno de antígenos y por tanto, con expresión 

superficial de moléculas HLA-A2 “vacías” (Anderson KS et al, 1993) fueron 
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incubadas en medio de cultivo RPMI suplementado con 3% de SFB en 

presencia de cada uno de los péptidos sintéticos de la L1 a una 

concentración 200 M. Transcurrido el tiempo del cultivo, las células fueron 

cosechadas, lavadas con solución salina y marcadas por 30 minutos a 4oC 

con el anticuerpo W6/32, específico hacia las moléculas HLA-I. 

Posteriormente, las células fueron lavadas e incubadas 15 min a 4oC en 

presencia de una IgG de cabra, anti-IgG de ratón marcada con 

isotiocianato de fluoresceína. Finalmente, la intensidad de fluorescencia 

fue determinada por medio de citometría de flujo, incluyendo un control 

de células incubadas en ausencia de péptido y un control de células 

incubadas con el péptido de influenza GILGFVFTL. Con esta información, y 

de acuerdo con el proveedor (Pro immune, U.K.) complejos tetrámeros de 

HLA-A*0201 con los péptidos ILEDWNFGL (HPV-16), ILEDWNFGV y SLVDYTRF 

(HPV-18), además de GILGFVFTL (influenza) fueron sintetizados. 

 

 

Detección de linfocitos T CD8+ con reconocimiento específico hacia 

péptidos derivados de la proteína L1 de los HPV-16 y-18.  

 

Para este propósito fueron generadas células dendríticas derivadas de 

monocitos, como se describió anteriormente. Durante el proceso de 

maduración fueron adicionados los péptidos correspondientes. Una vez 

obtenidas las células dendríticas cargadas con péptidos, fueron lavadas y 

puestas en co-cultivo con LSP autólogos de pacientes con LSIL. Transcurrido 

el tiempo de cultivo, las células fueron recuperadas y marcadas por 20 min 

a temperatura ambiente con el tetrámero correspondiente y 

posteriormente con anti-CD8/APC durante 15 min a 4oC, al igual que LSP 

no estimulados. Finalmente, el porcentaje de células CD8+Tetrámero+ fue 

determinado para cada muestra mediante citometría de flujo. 

 

 

Análisis estadístico.  

 

Todas las muestras fueron ensayadas por triplicado y los datos numéricos 

fueron expresados como un promedio de los valores obtenidos. La prueba 

“t” de Student fue usada para comparar la media de los grupos 

pertinentes. Todas las pruebas fueron de dos colas y una P<0.05 fue 

considerada estadísticamente significativa. 
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Resultados. 

 

 

Linfocitos T de pacientes con lesiones cervicales escamosas intraepiteliales 

tempranas (LSIL) tuvieron una respuesta significativamente menor a 

antígenos de vacunas que donadoras normales. 

 

Después del diagnóstico clínico y molecular, las donadoras de la Clínica de 

Displasias de la Fundación Cruz-Talonia fueron divididas en dos grupos: El 

grupo LSIL (Low-grade squamous intraepithelial lesions, n=20; edad 

promedio: 26.65 años en el intervalo 18-35 años), y el grupo de donadoras 

normales (n=20; edad promedio: 37.93 años, en el intervalo 22-46 años). El 

análisis por PCR indicó que cinco muestras fueron positivas para la 

presencia de ADN de HPV. La genotipificación de las muestras positivas 

demostró  la  presencia  de una  infección individual por los tipos de HPV-6, 

-11, -16, -18, ó -58. 

 

Con el fin de ensayar la presencia de células reactivas hacia 

antígenos bien conocidos, leucocitos de sangre periférica (LSP) de 

pacientes con LSIL, de mujeres vacunadas con Gardasil® (proteínas L1 de 

los HPV-6, -11, -16 y -18), y de controles normales se incubaron con 

Cervarix®, una vacuna que contiene antígenos de las proteínas L1 de HPV-

16 y HPV-18. En México, la administración de Cervarix® está restringida 

básicamente a la práctica privada; por tanto, las mujeres incluidas en este 

estudio no habían sido vacunadas con esta fórmula. Como se muestra en 

la Figura 1A, las células de mujeres vacunadas con Gardasil® proliferaron 

en promedio 8.48 veces con respecto a los controles, en respuesta a los 

antígenos virales contenidos en Cervarix®. Interesantemente, las células de 

las mujeres con LSIL infectadas con HPV mostraron una respuesta negativa, 

incluso por debajo a la detectada en los controles normales. Para 

demostrar que la respuesta de proliferación en este ensayo fue dirigida en 

contra de un antígeno conocido, los LSP fueron también incubados con 

Infanrix Hexa®, una vacuna administrada como parte de la campaña 

nacional de vacunación. Como era esperado, las células de los controles 

normales y de las mujeres vacunadas con Gardasil® fueron capaces de 

proliferar en presencia de los antígenos contenidos en Infanrix® 

(IP=25.33±4.4  y  26.75±6.0,  respectivamente).  En  contraste,  los  LSP  de  las  
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Figura 1. Respuesta de proliferación de LSP de pacientes con LSIL y donadoras normales 

hacia antígenos definidos. A) LSP de pacientes con LSIL (LSIL, n=20), donadoras normales 

(Normal, n=20), y mujeres previamente vacunadas con Gardasil® (Vac Gsl, n=5) se 

incubaron con Cervarix®, una vacuna recombinante que contiene antígenos de la 

cápside de HPV-16 y HPV-18. Después de 5 días, la proliferación fue determinada 

mediante la incorporación de timidina tritiada. B) LSP de pacientes con LSIL (LSIL, n=20), 

donadoras normales (Normal, n=20), y mujeres vacunadas con Gardasil® (Gsl, n=5), se 

incubaron con antígenos de Infanrix Hexa®, una vacuna que contiene antígenos de virus 

de poliomielitis y hepatitis B, Clostridium tetani, Corynebacterium diphtheriae y Bordetella 

pertussis, y que es administrada durante la infancia. Después de 5 días la proliferación se 

determinó por medio de la incorporación de timidina tritiada. Se obtuvo una diferencia 

estadística significativa entre los grupos Normal y LSIL (* p < 0.005). Índice de proliferación: 

cpm en LSP con antígeno / cpm en LSP control. 
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pacientes con LSIL mostraron una respuesta a la vacuna que fue 

significativamente menor que la detectada en las donadoras normales 

(IP=7.75±2.2) (Figura 1B). Estos resultados sugieren la existencia de una 

deficiencia en la respuesta de las células T de pacientes con LSIL.  

 

 

Anticuerpos séricos contra antígenos de la vacuna Infanrix Hexa® se  

hallaron tanto en pacientes con LSIL como en donadores normales. 

 

Nuestros resultados mostraron una disminución en la respuesta de las 

células T en los pacientes con LSIL. Por tanto, para determinar si la 

respuesta de anticuerpos estaba también disminuida, evaluamos la 

presencia  de anticuerpos contra  Infanrix® en sueros de pacientes con LSIL 

y controles normales por medio de ELISA, usando a esa vacuna como 

fuente de antígenos “blanco”. Detectamos niveles de anticuerpos similares 

en las muestras de sueros de pacientes con LSIL y donadoras normales sin 

infección por HPV (2.35 ± 0.66 y 1.96 ± 0.76, respectivamente) (Figura 2). 

Estos resultados sugieren que la diferencia en la respuesta de células T 

entre pacientes con LSIL y controles normales no se asocia con una función 

reducida de los linfocitos B. Por otra parte, cuando fue medida la 

concentración de anticuerpos capaces de reconocer a los componentes 

de la fórmula Cervarix (D.O.= 0.662 ± 0.13), los encontramos en los sueros de 

niñas vacunadas con Gardasil, pero no en los sueros de los grupos LSIL y 

Normal. 

 

 

Los LSP de pacientes con LSIL y de donadores normales presentaron niveles 

similares de linfocitos CD4+FoxP3+. 

 

Con la finalidad de evaluar si la respuesta disminuida de células T está 

asociada con la presencia de células T reguladoras, evaluamos mediante 

citometría de flujo los niveles de células T CD4+FoxP3+. No encontramos 

una diferencia significativa en la proporción de células CD4+FoxP3+ en LSP 

de pacientes con LSIL (3.96% ± 1.00) y controles normales (3.51% ± 1.18) 

(Figura 3). Estos resultados sugieren que la actividad de las células T 

reguladoras no apunta hacia el deficiente reconocimiento de antígenos 

por parte de los LSP en pacientes con LSIL. 
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Figura 2. Respuesta sero-reactiva de donadoras normales y pacientes con LSIL hacia 

antígenos de Infanrix Hexa® y Cervarix®. La presencia de anticuerpos IgG específicos 

contra antígenos contenidos en A) la vacuna Infanrix Hexa® (antígenos de virus de 

poliomielitis y hepatitis B, Clostridium tetani, Corynebacterium diphtheriae y Bordetella 

pertussis) y B) la vacuna Cervarix® (antígenos de la proteína L1 de las cápsides de los HPV-

16 y HPV-18), en sueros de pacientes con LSIL (LSIL), donadoras normales (Normal) y 

mujeres jóvenes vacunadas con Gardasil® (Vac Gsl), se determinó mediante ELISA. Los 

antígenos fueron diluidos 1:20 para cubrir la placa y las muestras de suero 1:500 para 

ensayar su reactividad. Cuando se probó Infanrix Hexa, no se encontró una diferencia 

estadística significativa entre los grupos. En la respuesta hacia Cervarix® se encontró una 

diferencia estadística significativa para  el grupo Vac Gsl con respecto a LSIL y a Normal (* 

p < 0.005). No se encontró una diferencia estadística significativa entre los grupos LSIL y 

Normal.  D.O.: densidad óptica. 
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Figura 3. Caracterización de la presencia de células con fenotipo regulador en LSP de 

pacientes con LSIL y donadoras normales. Leucocitos de sangre periférica purificados de 

donadoras sanas (Normal) y de pacientes con LSIL (LSIL) fueron analizados sin previa 

estimulación, para la expresión superficial de CD4 y de CD25, y para la expresión 

intracelular de FoxP3. La proporción CD4+CD25+FoxP3+/CD4+ se determinó para cada 

muestra. No se encontró una diferencia estadística significativa entre los grupos. 

 

 

La fitohemaglutinina les indujo alta producción de IFN y alta expresión de 

CD69 a linfocitos T CD8+ de pacientes con LSIL. 

 

Nuestros resultados indican que la ausencia de respuesta en pacientes con 

LSIL no se debe a la regulación por parte de las células T reguladoras. Por 

tanto, a continuación investigamos si linfocitos T CD8+IFN+, los cuales son 

conocidos por jugar un papel activo durante las respuestas virales, podían 

ser activados en dichos pacientes. Cuando la proporción de células T 

CD8+IFN+ se determinó mediante citometría de flujo no encontramos una 

diferencia significativa con respecto de los controles al estimular los LSP con 

Cervarix® o Infanrix®; sin embargo, cuando los LSP se estimularon con 

fitohemaglutinina, observamos una tendencia hacia una mayor proporción 

de células T CD8+IFN+ en LSP de pacientes con LSIL, con respecto al 

porcentaje de células con este fenotipo detectadas en donadoras 

normales (Figura 4). Estos resultados sugieren la presencia de altos niveles 

de linfocitos T citotóxicos CD8+IFN+ inducibles en pacientes con LSIL. Una 

tendencia semejante, aunque con una menor diferencia entre los grupos, 

fue observada cuando se midió la expresión del marcador de activación 

CD69 (Figura 5). 
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Figura 4. Proliferación de células CD8+IFN+ de pacientes con LSIL y donadoras normales 

después de la estimulación con fitohemaglutinina. LSP de pacientes con LSIL (LSIL) y 

donadoras normales (Normal) se cultivaron durante 3 días en presencia de Cervarix® 

(Cvx), Infanrix Hexa® (IH) y fitohemaglutinina (PHA) y entonces se analizaron para 

determinar la expresión superficial de CD8 y la expresión intracelular de IFN, mediante 

citometría de flujo. A) muestra un plot representativo obtenido de LSP de una paciente 

incubados en presencia (PHA) y en ausencia de fitohemaglutinina (-), como un control. B) 

muestra un gráfico representativo obtenido de LSP de un donador normal incubados en 

presencia (PHA) y en ausencia de fitohemaglutinina (-). Los gráficos en C) muestran la 

distribución de los porcentajes de células CD8+IFN+ para cada grupo de muestras. Tgo: 

Testigo control. 
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Figura 5. Expresión superficial de la molécula CD69 en LSP de pacientes con LSIL y 

donadoras normales después de la estimulación con fitohemaglutinina. LSP de pacientes 

con LSIL (LSIL) y donadoras normales (Normal) se cultivaron durante 3 días en presencia de 

Cervarix®, (Cvx) Infanrix Hexa® (IH) y fitohemaglutinina (PHA) y entonces se analizaron 

para determinar la expresión superficial de CD69, mediante citometría de flujo. Los 

gráficos muestran la distribución de los porcentajes de células CD8+CD69+ para cada 

grupo de muestras. Tgo: Testigo control. 

 

 

Los linfocitos T de pacientes con LSIL HPV-16+ y -18+ proliferaron 

fuertemente en presencia de células dendríticas. 

 

Nuestros resultados sugirieron que subpoblaciones de linfocitos T CD8+ 

citotóxicos susceptibles de producir IFN+ están presentes en pacientes con  

LSIL. Sin embargo, es sabido que la activación de células T CD8+ depende 

de la presentación de antígenos específicos por parte de células 

dendríticas, a su vez, activadas. Por tanto, a continuación evaluamos si 

linfocitos de pacientes con LSIL podían ser activados a proliferar como una 

respuesta hacia antígenos virales bien determinados presentados por 

células dendríticas autólogas. Leucocitos de sangre periférica de dos 

pacientes con LSIL, fueron co-cultivados con células dendríticas o células 

dendríticas previamente “cargadas” con Cervarix®. La primera paciente 

presentaba una infección por HPV-16; la segunda presentaba una 

infección por HPV-18, como fue demostrado por PCR. Se determinó la 

proliferación de linfocitos T CD4+ y CD8+ y las células de las pacientes no 

fueron  capaces  de  proliferar  en  la  presencia  de  los antígenos  de HPV  
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Figura 6. Obtención y maduración de células dendríticas provenientes de monocitos. 

Células dendríticas se obtuvieron a partir de la diferenciación de LSP adherentes con 

rhGM-CSF y rhIL-4, y posteriormente se incubaron con poli I:C para inducir su maduración. 

La expresión superficial de las proteínas de histocomopatibilidad clase I (HLA-I), y clase II 

(HLA-II) y CD83 se determinaron mediante citometría de flujo en presencia (línea gruesa) y 

en ausencia (línea delgada)de poli I:C. Ab 2º: Anticuerpo secundario marcado con 

fluoresceína. 

 

 
 

Figura 7. Proliferación de LSP de pacientes con LSIL en respuesta hacia antígenos de HPV 

presentados por células dendríticas. LSP de dos pacientes con LSIL, una infectada con 

HPV-16 (P1) y la otra con HPV-18 (P2) se marcaron con carboxifluoresceina (CFSE), e 

incubaron con Cervarix® que contiene antígenos de la cápside de HPV-16 y HPV-18, en 

ausencia de estímulos, como un control (LSP Ctrl);  en presencia de Cervarix® soluble 

(LSP+Cvx); con células dendríticas autólogas, como control (LSP+CDs); con células 

dendríticas autólogas previamente “cargadas” con Cervarix® (LSP+CDs/Cvx). El 

porcentaje en el decremento de la marca de CFSE, como un indicador de la 

proliferación, se muestra bajo la barra (M1) de cada histograma. 
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adicionados en forma soluble. El co-cultivo con células dendríticas indujo 

un modesto incremento en la proliferación de linfocitos T (Figuras 6 y 7). Sin 

embargo, su activación con células dendríticas pre-cargadas indujo un 

fuerte incremento en la proliferación tanto de células T CD4+ como CD8+ 

en ambas pacientes (Figura 8). Estos resultados indican que los linfocitos T 

CD4+ como los CD8+ de pacientes con LSIL son capaces de reconocer y 

proliferar en respuesta hacia antígenos de HPV, pero dependen de la 

presentación de antígenos por parte de células dendríticas. 

 

 

La proliferación de linfocitos T inducida por la incubación con Cervarix fue 

detectada mediante la determinación de células individualmente, en 

donadoras normales pero no en pacientes con infección por HPV. 

  

LSP de cuatro donadoras normales, dos pacientes con LSIL y una paciente 

con NIC-2 (HPV-16) fueron marcados con carboxifluoresceína e incubados 

con Cervarix (proteínas L1 de HPV-16 y -18), o fitohemaglutinina, como 

control. En los LSP de las cuatro donadoras normales se presentaron 

pequeños porcentajes de células que proliferaron en presencia de Cervarix 

y que mostraron diferencias con respecto al testigo (0.10, 0.13, 0.26, y 

0.29%) y que pueden ser observadas en los gráficos correspondientes, 

obtenidos a partir de la citometría de flujo; en contraste, no se observó una 

diferencia en la proliferación con respecto a los testigos en los LSP de 

ninguna paciente, aun cuando los controles de células estimuladas con 

fitohemaglutinina proliferaron consistentemente (Figura 9). 

 

 

Los linfocitos T de pacientes con LSIL producen niveles más bajos de IL-2 

que los de donadoras normales.  

 

Nuestros resultados han mostrado que células T CD4+ y CD8+ de pacientes 

con LSIL pueden ser activadas específicamente por células dendríticas 

presentando un antígeno viral bien determinado. Puesto que la 

presentación antigénica y la actividad celular efectora son reguladas por 

citocinas, evaluamos los niveles de IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, TNF e IFN en sueros 

de pacientes con LSIL y controles normales. No fueron halladas diferencias 

entre  las  pacientes  y  las  donadoras  normales  en  la  concentración  de  
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Figura 8. Proliferación de linfocitos T CD4+ y CD8+ de pacientes con LSIL en respuesta 

hacia antígenos de HPV presentados por células monocíticas y células dendríticas. LSP de 

dos pacientes con LSIL, una infectada con HPV-16 (P1) y la otra con HPV-18 (P2) se 

incubaron en presencia de Cervarix® que contienen antígenos de la cápside de HPV-16 y 

HPV-18, para evaluar la inducción a la proliferación. LSP de los pacientes P1 y P2 

marcados con carboxifluoresceina (CFSE) se incubaron: en ausencia de estímulos, como 

un control (LSP Ctrl);  en presencia de Cervarix® soluble (LSP+Cvx); con células dendríticas 

autólogas, como control (LSP+CDs); con células dendríticas autólogas previamente 

“cargadas” con Cervarix® (LSP+CDs/Cvx). Las barras muestran el porcentaje de células 

que proliferaron en respuesta a cada estímulo. 
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Figura 9. Proliferación de linfocitos CD8+ de pacientes con infección por HPV y donadoras 

normales en respuesta hacia antígenos de HPV, determinada mediante citometría de flujo. 

LSP de donadoras normales (D1-4), pacientes con LSIL (P1,2) y una paciente con NIC-2 y 

HPV-16 (P3) se marcaron con carboxifluoresceina e incubaron en presencia de Cervarix®, 

de fitohemaglutinina (PHA) o en ausencia de estímulo, como control (Testigo). Transcurrido 

el tiempo de incubación, las células se cosecharon y se determinaron el porcentaje de 

células CD8+ y la disminución de carboxifluoresceína, como indicativo de proliferación. 
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Tabla 1. Determinación de la concentración de citocinas en sueros de pacientes con LSIL 

y donadoras normales sin HPV. Las concentraciones de citocinas Th1 (IL-2, IFN, TNF) y Th2 

(IL-4, IL-5, IL-10) en pg/mL, se determinron en sueros de pacientes con LSIL (LSIL) y de 

donadoras normales (Normal), por medio de citometría de flujo (Cytometric Bead Array). 

No se encontraron diferencias estadísticas significativas para la producción de citocinas 

entre los dos grupos. En varios casos se presentaron concentraciones tan bajas que la 

interpolación en las curvas de referencia de los valores de fluoresecencia obtenidos 

arrojaron valores negativos. 

 

 

ninguna  de las  citocinas circulantes  que se evaluaron  (Tabla 1).  Por 

tanto, decidimos explorar la producción de estas citocinas por LSP de 

pacientes con LSIL y LSP de controles normales después de inducir su 

activación por medio de un agonista de CD3/CD28. Observamos que LSP 

de pacientes con LSIL y de controles normales produjeron y secretaron 

niveles similares de citocinas del perfil Th2 (IL-4, IL-5, IL-10) (Figura 10). Por 

otra parte, al evaluar la producción de citocinas del perfil Th1 encontramos 

niveles semejantes de TNF e IFNen ambos grupos. Sin embargo, la 

producción de IL-2 fue reducida significativamente en pacientes con LSIL 

(Figura 11). Estos resultados parecen indicar que la producción y secreción 

de una de las principales moléculas reguladoras de la activación de 

células T, la IL-2, está sumamente comprometida en pacientes con LSIL. 

 

 

Los sueros de pacientes con LSIL presentan una menor concentración de 

receptor soluble para IL-2 (shIL-2R) con respecto a donadoras normales sin 

HPV y pacientes con CaCu. 

 

Con la finalidad de evaluar si la deficiencia de IL-2 pudiera estar 

relacionada con la concentración del receptor soluble para IL-2 (shIL-2R) 

evaluamos en los sueros de las pacientes y las donadoras normales, así 
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como en un grupo de sueros de pacientes con CaCu (n=8) la presencia de 

esta molécula. Como se muestra en la Figura 12, tal como ha sido 

reportado previamente (Hildesheim et al, 1997), el grupo de sueros de 

pacientes con CaCu presentó la mayor concentración promedio con una 

diferencia significativa con respecto a los otros dos grupos (0.7587 ± 0.123 

ng/100L); sin embargo, la menor concentración promedio de shIL-2R 

correspondió con el grupo LSIL (0.0998 ± 0.026 ng/100L), con una 

diferencia significativa con respecto al grupo normal (0.3049 ± 0.076 

ng/100L). 

 

 

 

 

Figura 10. Producción de citocinas Th2 después de la estimulación del receptor antigénico 

de células T en LSP de pacientes con LSIL y donadoras normales sin HPV. LSP de pacientes 

con LSIL (LSIL) y de donadoras normales (Normal) se estimularon en cultivo con esferas 

activadoras recubiertas con anti-CD3/CD28. Después de 5 días en cultivo se ensayaron 

por medio de citometría de flujo (Cytometric Bead Array) las concentraciones de las 

citocinas Th2: IL-4, IL-5, e IL-10. No se encontró una diferencia estadística significativa para 

la producción de citocinas entre los dos grupos. 
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Figura 11. Producción de citocinas Th1 después de la estimulación del receptor antigénico 

de células T en LSP de pacientes con LSIL y donadoras normales sin HPV. LSP de pacientes 

con LSIL (LSIL) y de donadoras normales (Normal) se estimularon en cultivo con esferas 

activadoras recubiertas con anti-CD3/CD28. Después de 5 días en cultivo se ensayaron 

por medio de citometría de flujo (Cytometric Bead Array) las concentraciones de las 

citocinas Th1: IL-2, TNF, e IFN. Se encontró una diferencia estadística significativa para la 

producción de IL-2 (* p < 0.05) entre los dos grupos. 

 

 

Determinación de células T CD8+ específicas hacia péptidos derivados de 

la proteína L1 de los HPV-16 y -18. 

 

Para este propósito, fueron incluidas muestras de 15 pacientes 

provenientes  de la Clínica  de Displasias  del  Hospital General  de  México,  

con diagnóstico de LSIL (edad promedio: 30.33 años, en el intervalo de 21-

42 años). El análisis de ADN a partir de biopsias de tejido para genotipificar 

HPV dio como resultado una muestra positiva para cada uno de los tipos 

de HPV-6, -11, -33, -51 y -53. Con la finalidad de evaluar la presencia de 

células T CD8+ específicas hacia péptidos derivados de la proteína L1 de 
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los HPV-16 y -18 en los LSP de las pacientes con LSIL, en primer lugar fueron 

sintetizados péptidos de la L1 con alta afinidad teórica por las proteínas de 

histocompatibilidad HLA-A2, de acuerdo con un programa de algoritmos 

de predicción. Posteriormente, la afinidad fue evaluada 

experimentalmente por medio de su capacidad para estabilizar moléculas 

HLA-A2 “vacías” en la superficie de la línea celular T2. De acuerdo con 

estos resultados y las consideraciones del proveedor correspondiente fue 

solicitada la síntesis de tres complejos tetrámeros de moléculas HLA-A2 

asociados con péptidos con las secuencias ILEDWNFGL (HPV-16), 

ILEDWNFGV (HPV-18) o SLVDYTRFV (HPV-18) (Figura 13). Posteriormente, fue 

determinado el porcentaje de células CD8+ marcadas por los tetrámeros 

en LSP de 15 pacientes con LSIL incubados en presencia de células 

dendríticas “cargadas” con los péptidos. Únicamente encontramos en la 

muestra de una paciente un porcentaje de células positivas al tetrámero, 

significativamente diferente a las células control: 0.09% a 1.16% para el 

péptido SLVDTYRFV de HPV-18 (Tabla 2 y Figura 14). En la genotipificación 

de esta muestra no fue encontrado ADN de HPV. Este resultado 

nuevamente nos indica que la respuesta de células T hacia antígenos 

derivados de HPV se presenta en una baja frecuencia. 

 

 

 

 

Figura 12. Determinación de la concentración de receptor soluble para IL-2 (shIL-2R) en 

sueros de pacientes con LSIL y donadoras normales sin HPV. Las concentraciones de 

receptor soluble para IL-2 se determinaron en sueros de pacientes con LSIL (LSIL) y de 

donadoras normales (Normal) y pacientes con cáncer cervical uterino (CaCu), por medio 

de ELISA. Se encontró una diferencia estadística significativa para el grupo CaCu con 

respecto a los grupos Normal (*p < 0.005) y LSIL (**p < 0.0005), así como entre los grupos 

Normal y LSIL (***p < 0.05) 
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Figura 13. Evaluación de la afinidad de péptidos derivados de las proteínas L1 de HPV-16 y 

HPV-18 hacia la proteína HLA-A2. Células T2 se incubaron con péptidos sintéticos 

derivados de las proteínas L1 de los HPV-16 y -18 y se determinó la estabilización de las 

moléculas HLA-A2 mediante citometría de flujo. Como control negativo se midió la 

fluorescencia en células sin péptido y como control positivo se midió en células T2 

incubadas con un péptido derivado del virus de la influenza (infl). IMF: Intensidad media 

de fluorescencia (* péptidos seleccionados para la síntesis de tetrámeros). 

 

 

 

.  

 

Figura 14. Marcaje de LSP de una paciente con LSIL con tetrámeros de HLA-A2 asociados 

a los péptidos ILEDWNFGL, ILEDWNFGV y SLVDTYRFV, derivados de las proteínas L1 de los 

HPV-16 y -18. LSP de una paciente con LSIL y tipo de HPV indeterminado incubados con 

células dendríticas autólogas y sin estímulo se marcaron con tetrámeros de HLA-

A2/péptido y anti-CD8. Mediante citometría de flujo se determinó el porcentaje de células 

CD8+Tetrámero+, el cual se indica en el cuadrante superior derecho para cada gráfico. 
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Tabla 2. Determinación de la presencia de linfocitos T CD8+ con reconocimiento 

específico de péptidos derivados de las proteínas L1 de los HPV-16 y -18. LSP de pacientes 

con LSIL incubados con células dendríticas autólogas “cargadas” con péptidos (+CD) y 

LSP sin estímulo (-CD) se marcaron con complejos tetrámeros de moléculas HLA-

A2/péptidos (PE), y anti-CD8 (APC). Posteriormente, se determinó el porcentaje de células 

CD8+Tetrámero+ mediante citometría de flujo.  
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Discusión. 

 

 

Se espera que la mayoría de las lesiones tempranas causadas por la 

infección con HPV regresen espontáneamente (Moscicki et al 2006), lo cual se 

asocia normalmente con el desarrollo de una respuesta celular eficiente 

hacia antígenos virales (Stanley M et al 2006); en tanto, la progresión de 

lesiones precursoras (LSIL y HSIL) hacia cáncer cervical se asocia con una 

infección persistente por tipos de HPV oncogénicos, junto con 

anormalidades locales y sistémicas que pueden conducir al impedimento 

de la función de las respuestas de células T. De acuerdo con ello, en el 

presente trabajo hemos mostrado que pacientes con LSIL exhiben una 

baja frecuencia de células T específicas hacia antígenos de HPV, y 

probablemente en un bajo estado de activación. Además, los linfocitos de 

sangre periférica (LSP) de pacientes con LSIL proliferaron escasamente en 

respuesta hacia antígenos definidos incluidos en los esquemas de 

vacunación, aun cuando detectamos anticuerpos hacia esos antígenos 

tanto en pacientes con LSIL como en controles normales, sugiriendo un 

impedimento específico de la respuesta de las células T. A partir de los 

resultados obtenidos, resaltan los siguientes puntos:  

 

a) La respuesta de células T hacia antígenos de la proteína L1 de HPV 

se presenta en una baja frecuencia, y posiblemente con un limitado 

estado de activación. 

 

Por distintos medios se detectan linfocitos T específicos hacia antígenos 

de proteínas estructurales y no estructurales de los HPV en la sangre de 

individuos infectados. En este trabajo nos planteamos evaluar la respuesta 

de células T hacia antígenos de la proteína L1 de HPV-16 y -18 en la sangre 

periférica de pacientes con lesiones tempranas causadas por los HPV, en 

comparación con donadoras normales. Nos encontramos con la limitante 

de que los tipos de HPV-16 y -18, los más comunes en los estados 

avanzados en la enfermedad, se encuentran en baja frecuencia en los 

estados tempranos: de 20 pacientes incluidas en este estudio, únicamente 

una presentó ADN para HPV-16 y una para HPV-18. De cualquier modo, 

asumimos que se ha reportado previamente que linfocitos T específicos 

hacia HPV-16 pueden ser reactivados in vitro a partir de LSP en un alto 

porcentaje de pacientes con infección por HPV-16, e incluso de donadores 
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sanos, como un reflejo de infecciones previamente resueltas (Welters MJ et al, 

2003). A pesar de ello, no pudimos detectar por medio de la incorporación 

de timidina tritiada un grado de proliferación significativamente diferente 

con respecto a los testigos, ni en LSP de pacientes con LSIL ni en donadoras 

normales, aun cuando el ensayo mostró la proliferación de LSP de mujeres 

jóvenes vacunadas con Gardasil. Esta diferencia sugiere que la respuesta 

hacia antígenos de HPV tanto en individuos sanos como en pacientes con 

lesiones tempranas se presenta en una baja frecuencia y probablemente 

la detección de células de memoria requiere de ensayos donde las células 

son evaluadas individualmente, como lo es el caso del ELISPOT (Welters MJ et 

al, 2003; van Poelgeest MIE et al, 2006). De acuerdo con ello, y aun cuando será 

necesario aumentar el número de muestras, mediante citometría de flujo 

encontramos pequeños porcentajes de células CD8+ que proliferaron en 

respuesta al estímulo de proteínas de la cápside de los HPV-16 y -18, en los 

LSP de donadoras normales, pero no en LSP de pacientes con infección 

por HPV, incluyendo una cuya biopsia resultó ser positiva para HPV-16; por 

tanto, es probable que además de la baja frecuencia de la respuesta 

inmune natural hacia el HPV, se presente adicionalmente alguna 

deficiencia en las pacientes con LSIL. La baja frecuencia de linfocitos T 

específicos hacia antígenos de HPV ha sido demostrada también con 

tetrámeros de HLA-A2 asociados con el péptido 11-20 de la proteína E7 de 

HPV-16 (Youde SJ et al, 2000), aun cuando experimentalmente dicho péptido 

es sumamente antigénico. Cuando evaluamos la presencia de células 

específicas hacia péptidos derivados de la proteína L1 de los HPV-16 y -18 

por medio de tetrámeros de HLA-A2, únicamente encontramos respuesta 

hacia uno de tres péptidos, en una de quince muestras analizadas, lo cual 

confirma la baja frecuencia de células respondedoras en los LSP de las 

pacientes con lesiones tempranas; sin embargo, cabe mencionar que los 

reportes referentes a las respuestas de células T hacia péptidos de L1 no 

destacan secuencias claramente inmunodominantes, y más bien se 

observan respuestas hacia péptidos con secuencias distribuidas 

ampliamente en la proteína.  

 

Las células respondedoras se presentan en una baja frecuencia, y 

probablemente también en un estado de activación limitado. En ese 

sentido, encontramos que linfocitos T de pacientes con LSIL asociada con 

HPV-16 y -18 no proliferaron en presencia de antígenos virales solubles, pero 

proliferaron significativamente cuando los antígenos fueron presentados 
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por células dendríticas. Coincidentemente, en cáncer cervical observaron 

que la estimulación de linfocitos infiltrantes de tumor y de nódulos linfáticos 

con su antígeno cognado en presencia de ligandos de receptores tipo-Toll 

usados comúnmente reforzó significativamente la función de las células T 

efectoras (de Vos Van Steenwijk PJ et al, 2010). En cáncer vulvar se observó 

también la necesidad de un adecuado procesamiento y presentación de 

antígenos para demostrar la presencia de linfocitos específicos hacia la 

proteína L1 en baja frecuencia, puesto que se requirió de la estimulación in 

vitro de las células efectoras con células dendríticas (Davidson EJ et al, 2003).    

Por tanto, es posible que ocurra la presencia de células T específicas pero 

con un estado de activación limitado debido a la carencia de una 

estimulación apropiada, desde los estadios tempranos de infección con 

HPV hasta los estadios malignos. 

 

Los mecanismos que conducen a este estado de activación parcial 

para los linfocitos T deben ser todavía más estudiados para ser resueltos, 

pero pueden estar asociados con la limitada presentación de antígenos 

en ausencia de inflamación que ocurre en los estadios tempranos de la 

infección con HPV (Joffre O et al 2009). En este sentido, varias líneas de 

evidencia muestran que la falla en la presentación de antígenos por las 

células dendríticas puede contribuir al desarrollo de tumores (Maecker B. et al, 

2006; Ratta M et al, 2002; Beckebaum S, et al., 2004). 

 

 

b) Linfocitos T de pacientes con LSIL muestran una menor proliferación 

en respuesta hacia antígenos comunes en vacunación y una menor 

producción de IL-2 al ser estimulados, que linfocitos T de donadoras 

normales. 

 

Junto con la deficiencia en la proliferación de células T en respuesta 

hacia antígenos empleados comúnmente en vacunación, observamos 

una menor producción de IL-2 con respecto a los controles normales, 

cuando esas células fueron activadas por medio de su receptor de 

antígenos. Tratando de encontrar una posible respuesta hacia esta 

deficiencia, evaluamos la presencia de células con fenotipo regulador en 

los LSP de pacientes con LSIL, puesto que la respuesta de las células T hacia 

células canceradas y virus está fuertemente regulada por las células T 

CD4+ reguladoras (Tregs) expresando el factor de transcripción fork-head 
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box (Fox)-P3 (CD4+FoxP3+); además se han reportado frecuencias 

aumentadas de células Tregs circulantes en varios tumores sólidos (Zou W 

2007), incluyendo cáncer cervical (Visser et al 2007, Molling et al 2007). Aquí 

hallamos que los números de células T reguladoras CD4+FoxP3+ no están 

aumentados en las pacientes con LSIL. Esta observación está de acuerdo 

con un reporte previo que mostró una frecuencia de células CD4+ Tregs 

similar entre mujeres con CIN0 y pacientes con CIN1/2 (Molling et al 2007) y 

con otro reporte, donde los niveles más altos de expresíon de FoxP 

asociado a mucosas correspondió al grupo CIN2/3 (Scott et al 2009). En 

conjunto, estos resultados pueden sugerir que las células CD4+ Tregs no 

están involucradas en la supresión inmune durante estadios tempranos en 

el desarrollo del cáncer. Sin embargo, es conocido que la proliferación de 

las células Tregs es impulsada por la producción de IL-2 (Zorn et al 2006), y que 

las respuestas de las células Tregs y Th se desarrollan en una forma y orden 

paralelos con la finalidad de regular la magnitud de la reacción inmune 

(Taylor et al 2006). Probablemente, la reducción significativa en la producción 

y secreción de IL-2 en las pacientes con LSIL, puede contribuir a la 

ausencia de expansión de células Tregs observada en este estadio de la 

enfermedad. 

 

Las células T productoras de IFN juegan un papel crucial en la 

eliminación de las células tumorales (Shankaran V et al 2001). Se ha 

demostrado que aunque se detectan células CD4+ y CD8+ específicas 

contra  HPV activadas en los linfocitos infiltrantes del tumor (TIL, del inglés: 

Tumour infiltrating lymphocytes) y células de nódulos linfáticos que drenan al 

tumor  de la mayoría de los pacientes con cáncer cervical, sólo se 

presentan unas pocas células productoras de IFN en estas pacientes, 

sugiriendo que las células T son funcionalmente inactivas (de Vos van Steenwijk 

et al 2010). En nuestro trabajo, encontramos que la estimulación con PHA de 

LSP de pacientes con LSIL resulta en una proporción significativamente 

mayor de células CD8+IFN+ comparado con aquellas obtenidas en 

donadoras sanas, lo cual sugiere la existencia de subpoblaciones de 

células respondedoras con un estado de activación limitado en los 

estadios tempranos de lesiones cervicales pre-malignas. 

Coincidentemente, Lee y colegas (Lee et al 2006) hallaron que linfocitos T 

CD8+ de pacientes con LSIL o ASCUS estimulados con enterotoxina B de 

Staphylococcus tuvieron una deficiencia en la producción de IL-2 pero no 

de IFN, sugiriendo que la habilidad efectora de las células CD8+ no es 
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afectada, aunque esta población no puede ser expandida. Al respecto, 

queda por resolver si la expansión en el porcentaje de células CD8+ IFN+ 

observada en los LSP de pacientes con LSIL estimuladas con mitógenos 

corresponde con clonas específicas hacia antígenos del HPV. 

 

Se considera que una respuesta inmune efectiva contra el HPV está 

basada en la reacción tipo Th1, la cual involucra citocinas tales como IL-2, 

IL-12, TNF e IFN. Se ha observado que la eliminación del virus es 

precedida por la expresión de citocinas tipo Th1 en ausencia de citocinas 

tipo Th2 (Scott M et al 1999), y dada la naturaleza antagónica de las funciones 

Th1 y Th2, se asume que las células infectadas son protegidas de la 

respuesta inmune cuando el patrón Th2 está presente, con un papel 

significativo para la IL-10 (Azar K et al 2004). Sin embargo, en estadios más 

avanzados, incluyendo el cáncer cervical, es posible detectar una gran 

producción de citocinas de ambos perfiles, cuestionando el papel del 

perfil Th2 en el desarrollo del cáncer cervical (Tjong MY et al 2007). De acuerdo 

con ello, no encontramos diferencias en la secreción de citocinas del perfil 

Th2 entre LSP de pacientes con LSIL y donadoras normales, cuando el 

receptor de antígenos de las células T fue estimulado. Por otra parte, 

nuestras observaciones de que la secreción de IL-2 inducida por la 

estimulación del receptor de antígenos de las células T fue 

significativamente menor en LSP de pacientes con LSIL en comparación 

con aquellos de donadores normales, son consistentes con la noción de 

que el perfil Th1 es necesario para la resolución de la infección, ya que la 

deficiencia en la producción de IL-2 se refleja más allá del nivel local, en la 

periferia. Sin embargo, tampoco encontramos diferencias en la 

producción de IFN ni TNF entre los LSP de pacientes con LSIL y donadoras 

normales.  

 

Se ha observado previamente una producción disminuida de IL-2 por 

LSP de sujetos infectados por HPV, estimulados in vitro tanto con antígenos 

específicos de HPV y antígenos no relacionados, así como estímulos 

policlonales (Clerici et al 1997, Lee et al 2004, Tsukui et al 1996). Además, se ha 

demostrado que células T CD8+ de pacientes con LSIL tuvieron una 

deficiencia en la producción de IL-2 cuando fueron estimulados con 

enterotoxina B de Staphylococcus (Lee et al 2004). En todos los casos, una 

característica común fue la relación directa entre la intensidad en la 

deficiencia en la producción de IL-2 y el grado de progreso de la lesión. 
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Una explicación propuesta para esta deficiencia es que el sistema inmune 

quede exhausto como resultado de la inflamación debida al HPV y otros 

patógenos que se asocian con LSIL y HSIL (Lee et al 2004). Otras posibles 

causas de la inhibición de la proliferación y la producción de IL-2 sin 

interferencia en la función efectora de los linfocitos T pueden estar 

asociadas con procesos metabólicos, por ejemplo rutas asociadas con 

grupos tiol, involucrando a IL-2 (Hadzic et al 2005). Sin embargo, los eventos 

precisos que conducen a esta deficiencia no se han determinado 

totalmente. 

 

Los resultados anteriores sugieren un papel clave para IL-2 en la 

resolución de la infección y la eliminación de tumores. Acorde con ello, la 

concentración de IL-2 disminuye en los estadios avanzados de la 

enfermedad, cuando la producción de otras citocinas muestra un nuevo 

incremento en la mayoría de los estadios avanzados, probablemente 

como resultado de una inflamación exacerbada (Bais et al 2007). Se sabe 

que el establecimiento adecuado de una memoria CD8+ depende en 

gran medida de la función cooperadora de las células T CD4+, y la IL-2 ha 

sido propuesta como una señal requerida durante la activación inicial 

para una expansión secundaria de células T CD8+ (Williams et al 2006), 

particularmente en el caso de infecciones crónicas (Bachmannn et al 2007). 

Por tanto, la activación parcial de células T CD8+ detectadas en la sangre 

de pacientes con LSIL podría ser explicada por la deficiencia en la 

producción de IL-2 observada en esos leucocitos. Además la actividad 

cooperadora de las células T CD4+ necesita de una eficiente activación 

por parte de las células dendríticas para  activar eficientemente a las 

células T CD8+ (Feau et al 2011) las cuales a su vez, son conocidas 

productoras de IL-2 (Granucci et al 2001).  

 

Se ha sugerido que mientras disminuye la producción de IL-2 por parte 

de los linfocitos T, aumenta la concentración del receptor soluble de la 

interleucina 2 (shIL-2R) en el plasma sanguíneo. Esta molécula es producida 

por las células mononucleares del sistema inmune incluyendo a los 

linfocitos T y refleja un estado generalizado de activación de la respuesta 

inmune. Resulta evidente que los estadios avanzados de la enfermedad se 

asocian con altas concentraciones de shIL-2R (Hildesheim A et al, 1997; Ung A et 

al 1999). Sin embargo, la correlación entre el avance de la enfermedad y el 

aumento en la concentración del shIL-2R resulta controversial. Mientras se 
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ha sugerido la existencia de una correlación positiva entre el avance de la 

enfermedad y la concentración del receptor soluble (Hildesheim A et al, 1997), 

otro estudio sugiere que una alta concentración de shIL-2R se asocia con 

un alto riesgo de padecer LSIL pero no con HSIL, además de que no resulta 

claro si el aumento en la concentración de shIL-2R en los estadios 

tempranos de la enfermedad es debida a una respuesta dirigida 

específicamente hacia la erradicación del HPV (Ung A et al, 1999). Nuestros 

resultados muestran, en contraste, una menor concentración de shIL-2R en 

los plasmas sanguíneos de pacientes con LSIL, con una diferencia 

significativa con respecto a las donadoras normales, lo cual puede reflejar 

la deficiencia sistémica observada en la respuesta de células T, que no se 

limita a la respuesta hacia el HPV. 

 

Por tanto, en este trabajo presentamos evidencia de que pacientes con 

LSIL muestran una deficiencia en la respuesta de células T, la cual no está 

asociada con un incremento en células T reguladoras o un incremento en 

citocinas inhibitorias tipo Th2. También mostramos que  LSP de pacientes 

con LSIL pueden ser activados in vitro para reconocer HPV, siempre y 

cuando los antígenos les sean presentados por células dendríticas 

autólogas, y que pueden ser obtenidas cantidades significativas de células 

CD8+IFN+ de pacientes con LSIL después de una estimulación con un 

mitógeno. El hecho de que LSP de esas pacientes fueran pobres 

productoras de IL-2 sugiere que una deficiencia in situ de IL-2 puede ser un 

mecanismo por el cual las células infectadas escapen a la vigilancia 

inmunológica y por tanto, establecen las condiciones para la subsecuente 

expansión de clones malignos. 
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Conclusiones. 

 

 

1. La estimulación exvivo de leucocitos de sangre periférica con 

antígenos de la proteína L1 de HPV-16 y -18 induce una reducida 

respuesta de proliferación tanto en donadoras normales como en 

pacientes con lesiones cervicales intraepiteliales tempranas, lo cual 

sugiere que la respuesta inmune natural hacia los HPV genera una 

limitada memoria inmunológica. 

 

2. Las células T asociadas con la respuesta inmune natural hacia 

antígenos de la proteína L1 en pacientes con lesiones cervicales 

intraepiteliales tempranas, además de presentarse en una baja 

frecuencia requieren de fuertes estímulos para ser reactivadas 

exvivo, por lo que pueden estar presentes pero ser incapaces de 

montar una respuesta.  

 

3. Los linfocitos T efectores en pacientes con lesiones cervicales 

intraepiteliales tempranas presentan una menor proliferación y una 

menor producción de IL-2 cuando son activadas vía su receptor 

antigénico en comparación con linfocitos de donadoras normales. 

Esta deficiencia no se asocia con una mayor presencia de linfocitos T 

reguladores ni una mayor producción de citocinas del perfil Th2. 
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Peripheral blood Iymphocytes from low-grade 
squamous intraepitheliallesions patients recognize 
vaccine antigens in the presence of activated 
dendritic cells, and produced high levels of 
CD8 + IFNy + T cells and low levels of IL-2 when 
induced to proliferate 
Jorge Hernández-Montes1, Leticia Rocha-Zavaleta2, Alberto Monroy-García1.6, Benny Weiss-$teider' , 
Maria del Carmen Zaragoza-Drtega', Fernando Cruz-Talonia3, Omar Cruz y (fUr, Laura Bonifaz-Alfonso", 
Adriana Karina Chávez-Ruedas, Martha Patricia Rojo-Aguilar4, María Victoria Legorreta-Haquet5 and 
María de Lourdes Mora-García" 

Abstract 

Background: JV,ost ínfections with human papillomavirus (HP\I) are resolved without clínical intervention, oot a 
minority evolves into chronic lesions of distina grades, induding ceNical-uterine cancer. II i5 known that in most 
cases the immune system mediates eliminaliOf'l of HPV ¡nfectian. However, the mechanism of immune evasion 
leading to HPV persistence and development of early cervical !esions is not fully understood. The aim of the present 
work was to evaluate the potential of peripheral blood leukocytes (PBl) from low-grade squamous intraepithelial 
lesions (LSIL) patients lo be activated ex-viYo by vaccine antigens, the participation of cytotoxic Iymphocytes and 
regulatory T cells, and to determine the secretion of Thl and Th2 cytoklnes mediated by stimulation of T cell 
re<:eptors. 

Results: We faund that PBL from LSIL patiems showed a signifícantly lower projiferation rate to vaccine antigens as 
compared to that of heaJthy donors, even though there was not a difference in ¡he presence of amibodies 10 Ihose 
antigens in sera rrom bolh groups. We did nOI fínd differences in either the frequency of C04 + CD25 + FoxP3+ in 
PBl, or me levels of IL-4, IL-S and IL-10 in plasma or conditioned media from PBL incubated with TcR agonists 
in vi/ro, between Ihe two groups. However, we detected a lower production of IL -2 and a higher proportion of 
CD8+ IFNy+cells in PBL from LSIL patients as compared with PBL from normal donors. We also observed Iha! PBL 
from patients infected by HPV-16 and -18 were not able to proliferate in the presence of soluble HPV antigens 
added 10 the culture; however, a high level of proliferarian was attained when these antigens were presented by 
activated dendritic cells 
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Condusions: Our results suggesl thal the immunodefkiency reponed in L5Il patients could be due to the ¡nability 
of ~jf¡c cytotoxic T Iymphocytes tha t for sorne unknown reason are presenl but unable 10 mount a re5lXln5e 
when challenged with Iheir antigens, probably related to an in situ IL·2 production deficiency. 

Keywords: Peripheral blood Iymphocytes, HPV, LSlL IL-2 defíciency 

Background 

Evasion oí the immune response by malignanl eells is asso­
ciated with the development of neoplastic diseases, Severa! 
mechanisms ~ been described that neg.atively regulate the 
immune system against foreign anrigens.. Among these 
mechanisms a bias in the seaetion of cytokines produced by 
T cells towards the Th2 profile (lL-lo, 1L-4) as weU as the in­
hibition oC qtotoxic T cells (CTLs) has been proposed (I]. It 
has abo been suggested that an increased activity ol regula­
tOI')' T celIs may prevent an efftctive immune response 
against transfonned cells and associated pathogens [2,3). 

CervkaI cancer (CeCa) is strongly associated lo Human 
Papillomavirus (HPV) infection, and the progmsion oC !he 
disease depends on continuous viral replication and !he 
eventual integration of the viral genome into the host gen­
ome {4J, The presence oC specific T Iymphocytes to HPV 
antigens in healthy subject.s and in patients with diff'erent 
degrees oC iIlness has been described (S), The biological sig­
nificanee of these responses in healthy individuals has been 
interprete<! as the mark left by successful virus elimination 
[6J: however, the presence of this response in patients with 
CeCa might indicare a poor ability of the lymphocytes lo 
eliminate the virus, Specific T cell responses lo various HPV 
proteins have been found, indicating that viral antigen rec­
ognition is a constant during the different phases oC viral in­
fection [SJ. The presenee of coa + IFNy + Iymphocytes is a 
nonnal occurrence since the early stages of viral infection 
(7J. However, in a number of cases their activity is unable to 
eradicate infected cells, which may contribute lO me devel­
opment of malignancy, 

It is known that activation of CD8+ effector T celJs 
requires the collaboration of CD4-t T cells, in particular for 
the generntion of memory dones. In tum, the initia! activa­
!ion of naive CD4-t and CD8+ T cdls depends on speciBc 
antigen presentation by activate.:! dendritk cells. Antigen 
presentation 3nd ceIlular e/Jector activity during an antiviral 
response are regulated by cytoltines such as 1L-2. 11.,..-12 and 
IFNy, However, the instructi.ve mechanisms that de6ne the 
outcome oC the antigen-presenting cells to T Iymphocytes 
have not been fully elucidated [8J, In !he case of HPV, the 
nature of antigen presentation and the resulting effector re­
sponse is hampered by the fuct that HPV doe$ not have an 
active Iytic phase, thus limiting the inflammatol')' process, 
which seems to be an important requirement for activation 
of antigen-presenting ceUs [9}, 

The purpose of this study was to evaluare the capability 
ofT lymphocytes from Low-grade Squamous Intraepithelial 

Lesions (LSIL) patients to be activated by vaccine antigens. 
'The part:icipation oC dendritic eelIs, CD8 + lFNy cells and 
Tres cells during T cell activation was abo detennined, In 
addition, the production ofThl· and Th2-type interleukins 
by T eells stimulated by a CD3fCD28 agonist was quantified 
in an attempt lo identify host fuctors assodated wim !he de-
6cient anti-HPV response known lo be present in LSIL 
patients.. 

Materlals and methods 
SubjKU and biological samples 
Patients auending the Qjnic oC ~plasias of the Cruz­
Talonia Foundation were studied. Informed consent was 
obtained from all women induded in mis work. Human 
material was handled according to institutional experi­
mentation and safety guidelines, Tite study populatlon 
was sele<:ted from women referred foc colposcopy due to 

abnormal cytology (n = 20), and women without a history 
of cervical abnormalities who anended the c1inic for rou· 
tine gyne<:ological examination (n = 20), All women 
underwent cytological and histopathological analysis of 
colposcopy-directed samples. Cytology diagnosis was 
c1assified according to the Bethesda system [10). Golpos­
copy-directed biopsies were obtained from acetowhite or 
normal tissue around the transformation zone, Tlssue 
samples were placed in tubes containing sterile, contam­
inant·free phosphate-buffered saline and processed the 
same day for DNA isolation. Blood samples were 
obtained from either 20 LSIL patients, or 20 normal 
donors with normal cytology as control and a group of 5 
young healthy women who were previously vaccinated 
wim three doses of GardasU- (Men:k S&D, USA). 

HPV ONA detection by PCR 
A11 reagents used for !he isolation ilnd amplification of 
DNA were purchased Crom lnvitrogen, USA. Cervical bi­
opsies were treated with proteinasc K. DNA was 
extracted with phenoVchloroform and precipitate<! with 
ethanol. HPV DNA was amplified using the general pri ­
mers MY09 (S'-CGTCCMARRGGAWAcrGATC-3 ') 
and MYll (S ' .GCMCAGGGWCATAAYAATGG-3 '), 
which amplify a conserved 450-bp fragment from !he Ll 
gene [IIJ. Genomic DNA (100 ng) was denatured by 
heating to 95 oC for 30 s, Annealing of primers was per­
formed at 45 oC for 30 s and extension at 72 oC for 60 s, 
The cycle was repeated 30 times. Specific amplificatíon of 
HPV-6, -11, -16, -18, -31, -33, -39, -45, -52, and - 58 was 
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acnieved by usiog a set of primers for E7 spedfic PCR 
previously described in [12J . Genomic ONA (100 ng) was 
denatured by heating to 95 'C for 60 s. Annealing of pri­
mers was performed at 45 ' C fur 2 min and extension at 
72 ' C for 90 s. The cycle was repeated 40 times. To en­
sure DNA integrity, the ~-actin gene was amplified for all 
samples. 

Lymphocytes proliferatlon assay 
Serum {rom blood samples was separated from the cellu­
lar fraetion by centrifugation. $erum samples were heat­
inaetivated by incubation at 57 'C for 30 min and then 
crío-preserved at -70 'C until use. The ceJlular {raction 
was mixed 1:1 v/v with PBS, loaded onto a 1.077 Histo­
paque gradient (Sigma-Aldricn, USA) aod centrifuged to 
isolate the layer containing the peripheral blood leuko­
cytes (PBL). 5x 105 PBL were seeded in 96-microwell 
plates (Corning, USA) in 200 jlL of IMOM (Invitrogen, 
USA) supplemented with 10% oí autologous serum 
(lMDMIOS), either with medium alone, in the presence 
oC 1 jl.L oí Infanrix Hexa'" (GSK Biomedicals, Belgium) 
eorresponding to 6xlO-2 IU of diphtheria, 8xIO·~ IU oí 
tetanos, 50 ng of pertussis, 20 ng of hepatitis S, and 
0.16 IU of polio antigens, or in the presence of 1 IJL of 
Cervarixlll- (GlaxoSmithKleen, Belgium) corresponding to 
40 ng of eaen HPV-16/-18 L1 proteins, for 5 days. Thos, 
the assay consisted of three seIS oí samples: a) LSIL, b) 
normal, and el young women vacdnated with GardasilGb

• 

Each set of samples was challenged with Cervarix"" or 
lnfanrixill> . We use<! as a control a culture in the absenee 
of antigen. Tnen, 0.5 jl.Ci of tritiated thymidine (Dupont 
NEN, USA) was added per well and incubated for an­
otner 16 hours. Finally the PSL eells were harvested and 
the incorporation of tritiated thymidine determined. The 
proliíeration index corresponded to the ratio of: the cpm 
of cells ineubated witn antigen/epm of control cells for 
eaeh sample. 

Enzyme-linked immuno sorbent assay (ELISA) 
5erum antibodies from patients with LSIL and from 
healtny donors were tested in ELlSA. For this pourpose, 
immuno-plates (Costar-Corning,USA) were coated with 
50 ¡.¡L/well of Infanrix Hexa'" or witn 50 jJ.l./well of Cer­
varix· diluted 1:20 in PBS and incubated at 4 'C over­
night. Plates were washed and non-specific binding sites 
were blocked with 2% SSA (Research Organlcs, USA) for 
2 hr at 37 ·C. Then 50 IJL of blood serum diluted 1:500 
were added to the plate and incubated fOl 2 hr at 37 'C 
50 IJL of aikaline phosphatase-conjugated goat-anti 
human IgG (Invitrogen, USA) diluted 1:5000 were added 
and incubated for 1 hr at 37 'C Alkaline phosphatase 
substrate (Sigma-Aldricn, USA) diluted in a 10% (w/v) 
diethanolamine solution (Sigma-Aldrich, USA) was fi ­
nally added to the plates. The absorbanee was read at 

page 3 of 10 

405 nm in an ELlSA plate reader (Mole<:ular Devices, 
USA). The final values were obtained after subtracting 
the non-specific absorbance reaetivity obtained in wells 
with saline to the reactivity obtained in wells with 
antigen. 

Oeterminatlon of CD4 + C025 + FoxP3+ cells by flow 
cytometry 
5xl05 PSL were incubated with 1 ¡.¡L of antiCD4/PerCP 
(R&D Systems, USA) and 1 jl.L of antiCD25/PE (R&O 
Systems, USA) at 4 'C for 30 min, washed twice and sub· 
sequently permeabilized and labeled with antiFoxP3/ 
APC (eSioscience, USA) and isotypes involved. After 
three final washes, the cells were flXed with 2% parafor­
maldehide (Sigma-Aldrich, USA) and the percentage of 
CD4 + C025 + FoxP3+ cells was determined by flow 
cytometry (FaesAriall, SO, USA). 

Isolation and maturation of monocytic-derived dendritic 
cells 
PSL were fractionated by adherence to plastic dishes 
during 2 hr at 37 'C The adherent traction was then cul­
tured for 4 days in IMOM-IOS supplemented with 
30 ng/ml of rhGM-CSF (R&O Systems, USA) and 20 ng/ 
mL of rhlL-4 (R&O Systems, USA). The cells were then 
harvested, washed and incubate<! for one hour witn 5 
IlUmL oí Cervarixill> at 37 'C Finally the cells were kept 
in culture for two days more in IMDM-lOS with rhGM­
CSF, rhlL-4 and 20 jlglmL of poly [:C (Sigma- Aldrieh, 
USA), to induce their maturation, either in the presence 
or in the absenee of IjlL of Cervarix"'. 

Lymphocytes proliferation induced by dendritic cells 
assay 
PBL from two patients (one positive for HPV-16 and 
other for HPV-I8) were induced to proliferate in the 
presence of L1 (rom HPV-16 and -18 processed and pre­
sented by either a): monocytie cells or b): dendritie cells. 
For this purpose: a) PSL were incubated with 2 IJM of 
carboxyfluorescein (CFSE) (Sigma-Aldrich, USA) during 
15 min at room temperature (RT). After three wasnes 
with ¡MOMIOS, 5xlO~ eells were ineubate<! in 200 IJL of 
[MOMIOS during 5 days either with 1 lJl. oC Cervarix·, 
or in ahsence of antigen, as a control. b): PSL were la­
beled with CSFE during 15 min, RT, washed three times 
and then either incubated with autologous monocytic­
deri~'ed dendritic eells loaded during maturation witn 
I¡.¡L of Cervarix·, or with autologous dendritic cells used 
as a control. After 5 days the cells were harvested and 
stained with llJL oC CD4/PE antibodies (R&D Systems, 
USA) and 1 ¡.¡L of CD8/APC antibodies (R&D Systems, 
USA) at 4 ' C during 30 min. The deerease in the carbox­
yfluorescein label was assessed by flow eytometry, and 
used as an indieator of proliferatíon. 
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Determination of CDS +IFNy. cells induced wlth PHA 
5><}05 PBL were seede<! in 96-microwell plates (Corning, 
USA) in 200 I1L of IMOMIOS, in the presence of phyto­
hemasglutinin (PHA) (!nvitrogen, USA) d ilute 1:100 as 
the final concentration, or in absence of PHA as a con· 
trol, for 5 days. Mter this time. the cells were harvested 
and stained with 1 I1L of COS/APC and 1 I1L of IFNyl 
FlTC (R&O Systems, USA), for 30 min at 4 'C, and finally 
evaluated in a FACSAria II cytometer (BO, USA). The 
percentage of COS + IFNy + cells was determined for each 
sample based on the total cell number recovered in the 
culture. 

Quantification of cytokines 
5><lcr PBL were incubated in 200 IlL oC IMOM-lOS with 
2.5 I1L of antiC03/C02S beads (Oynabeads CD3/CD28 
Human T-Activator, Invitrogen, USA). After 4 days, lhe 
conditioned medium was collected and stored al -70 oc. 
The concentralíon of cytokines was determined by f10w 
cytometry according to manufacturer's instructions 
(Cytometric Bead Arrar: Human Thlrrh2 cytokine kit, 
BO Biosciences, USA). Plasma cytokines levels were 
determine<! with the same Thlrrh2 cytokine kit írom 
peripheral blood samples, after separation of the cellular 
fraction, also accordíng to manufacturer's instructions. 

Statlstical analysis 
AH samples were tested in triplicate and the numerical 
data are e;c:pressed as an average of the values obtaíned. 
The non-parametrical Man· Whitney U test was used to 
compare the mean of the pertinent groups. A P <0.05 
was considered statistically significant. 

Results 
Lymphocytes from LSIL patients had a signlficantly lower 
response to vaccine antigens than normal donors 
After dinical and molecular diagnosis, subjects were 
divided inlo two groups: the LSIL group (n:: 20; mean age: 
26,65 years, range: 18- 35 years), and the normal donor 
group (n =20; mean age; 37.93 years, range: 22-46 years). 
HPV analysis showed that five LSIL samples were positive 
for the presence of H PV ONA Genotyping of these posi· 
tive samples demonstrated the presence of individual in· 
fection by HPV types 6. 11, 16, 18 and 58. These samples 
were included in the set of 20 that formed the group 
named LSIL in the assays. In order to assess the presente 
of cells reactive to wel! known antigens, PBL from LSIL 
patients, women vaccinated with Gardasil"'. and normal 
controls were incubated with Infanri.x He:<a'''', a vaccine 
that is administrated in Me;c:ico as a part of the national 
vaccination campaign. As e;c:pected, cells from normal con­
trols and women vaccinated with Gardasil'" were able to 
proliferate in the presence of the antigens contained in 
Infanri;c:l8 . In contrast, PBL from LSLL patients showed a 

P~4ofl 0 

response to the vaccine that was significantly lower than 
the detected in normal donors (Figure 1). To demonstrate 
that the response was directed against an already known 
antigen, PBL were also incubate<! with Cervaru· . a vac­
cine that contains antigens from HPV16 and HPVl8. In 
Me;c:lco, administration oí Cervaru- is basica1ly restricted 
to private practice; therefore women induded in this work 
have not been vaccinated with this vaccine. M shown in 
figure 1, cells from women vaccinated with Gardasilllt pro­
liferated as a response to the viral antigens contained in 
Cervarn"'. Interestingly, cells from both HPV-infected and 
non-infected LSIL women showed a negative response, 
that was similar to that detected in normal controls. These 
results suggest the eDstence oC a deficiency on the re­
sponse oCT cells from patients with LSIL. 

Serum antibodles 10 vaccine an1¡gens are found in LSIL 
patien1S and normal donors 
Our results showed a decreased T ceU response in LSIL 
patients. Thus, lo determine if the antibody response was 
also diminished, we evaluated the presente of antibodies to 
Infanrix.1lt in sera from LSIL patients and normal controls 
by ELISA using Infanrix.1lI> as target antigens. We detected 
similar antibody levels in serum samples from LSIL patients 
and normal donors without HPV infection (2.35 ± 0.66 and 
1.96 ± 0.76, respectiveJy) (Figure 2). These results suggest 
that the difference in T ceH responses between LSLL patients 
and normal controls is not associated with a reduced func­
tion of B Iyrnphocytes. Additionally, we tested the presence 
of antibodies specífic to L1 from H PV- 16 and -18 in the 
sera of LSIL patients and normal donors, and obtained a 
minimal response; in contrast, we found those specific anti · 
bodies in sera from young women vaccinated with Garda· 
sil· (composed by L1 from HPV-6, -11, -16 and - lS). 

Similar levels of C04 + C025. FoxP3+ Iymphocytes were 
present In PBL from lSll patients and normal donors 
In order to evaluate if the diminished T ceU response in 
LSIL patients is associated with the presence oí Treg 
cells, we evaluated the leveJs of CD4 + CD25 + Fo;c: P3+ 
cells, No significant difference was found in the propor­
tion of C04 + C025 + Fo;c:P3+ cells in PBL from LSIL 
patients (3.96 ± 1.00) and normal controls (3.51 ± 1.18) 
(Figure 3). These results suggest that Treg cells do not 
account for the deficient antigen recognition by PBL 
cells in LSIL patients. 

PHA Induces the production of IFNy by CD8+ 
Iymphocytes from LSIL patients 
Our results indicate that lhe lack oC Iyrnphocyte response 
in LSLL patients is not due to negative regulation by Treg 
cells. Therefore, we ne:<t investigate<! whether C08 + 
lFNy + Iymphocytes, wruch are known to play an active 
role during anti-viral responses, can be activated in these 
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Flgur.' Response of P8L from l5IL p.tlents.nd norm.1 donors 10 .Iready known antlgens. A) P8L from LSIL palferm n.5I!.) «(\220), 

normal dor!or~ (Normal) (".,201 and women vaoccirlated with Gatdasil" (GsI) (n '" 5), ~~ locubilted w~h anligef1\ from Infan rix Hexa*, a vilCcine 
conlaining amigen5 of diphtherla. lelilf1U~ penussi~ he!»titis B and poIioYirus. YItlich is adminisletW during chiklhood. 8) P8L from L5U.. palients 
(lSIL) (n "" 20). oormal dOflClO (NormaQ (1'1" 201 and women va.cdna!ed with Gardasil · (WI) (n. 5) wefe iocubaled wilh Gatt!asil· a recombinam 
vacdr.e C0<11aining capsid amigens from HfVl6. and HPVI8. Prolifelalion was determined by meiJf1\ of thymidlne ioco<poralion afie< S days 
iocubiltion, ano::! the prolife.ation ¡ndeo: corresponded to cpm In [he presen<:e of antigenlcpm (O<1¡roI withoul anligen A Itatlsllca/ !>igniflCant 
diffefeflce was founo::! bet~ lSIl and normal group$, r p <:: 0.005). 

patients. PSL from LSIL patients and normal controls were 
stimulated wim PHA. The proportion of CD8. 1FNy. 
cells was determined by flow cytometry. We observed a 
high proportion of C08 + IFNy + cells in the PSL from 
L5IL patients, while almost no Iymphocytes of this pheno­
type were detecte<! in the normal donors (Figure 4). These 
results suggest the presence oE inducible C08. 1FNy. 
cytotoxic Iymphocytes in LSIL patients. 

Lymphocytes from l5IL patlents were strongJy Induced to 
proliferate in the presence of dendritic ceUs 
Our results indicate that subpopulations of indudble 
C08+1FNy+cytotoxic Iymphocytes are present in LSIL 
patients. However, it is known that activation oE C08. 
cells depends on specific antigen presentation byactivate<! 
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dendritic cells. Therefore, we next evaluated whether 
Iymphocytes from LSIL patients could be activate<! to pro­
liferate as a response to already known viral antigens pre­
sented by autologous dendritic cells. PBL fro m two LSlL 
patients. were co-cultured with dendritic cells or dendritic 
cells previously "Ioaded~ with Cervarbr.:"'. The first patient 
was infec[ed. by HPV18; the second one was infecte<! by 
HPVI6, as demonstrated by PCR. Proüferation of PBL was 
determine<!. As shown in Figure 5, PBL from the patients 
were able to proliferate in the presence of HPV antigens 
alone. Co-culture with dendritic cells induced a mooest in­
crement in PBL proliferation. However, activation by pre­
loaded dendritic cells induced a dramatic increase in PSL 
proliferation in both patients. These results inwcate that 
PSL from L51L patients are able to recognize and proliferate 
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Flgutll 2 A) Serore<lct~ response of oorm.1 donon (Notm.I).nd LSll¡Nlit'nts (lSIL) lO Infanrlx Hex." itntigen5. Analy§is of lhe 
presence of 19G an¡ibod>es spedfic 10 Infan rlx Hexa- anligens (diphtheria. te\anus. pertulSis, hepalilis B ~r.d poIioYirus) INoH delermined by EUSA 
Infanrix H!!xa antigens were diluled 1:20 10 (over p/ale and 5erlJm 5amples were diluled 1:500 10 aS5ay lheir selo<eactivily. NO staüSl icaliy 
slgniflCanl difference between LSIL ano::! ¡he r.QnTlaI group was founo::!. (8) SemreactM! response of normal cIonors (Normal). LSlL p.UienlS (LSIU 
and women vacci~ted wilh Gardasi'" 10 (ervarilr* amigens. At1aly§is of!he pre-;eoce of igG anllbodies spedfoc 10 (erv3li>:" (Ll protein from 
HPV-16 i!nd - 18 cap5ids) was dete.mined by eUSA. eerv",ix" anligens we<e diluled 1:20 10 COIIe< p!alt ano::! 5erlJm samples \Nefe diluted 1:500 10 
alSaY Iheir seforeaClivity. No ltatislicaliy signifICan! dilference between lSIL ancl lhe normal group was founo::!. OD~ Optical densily. 
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figure 3 Characterizatioo of lhe presence of c"lb witn 
reg ulatory pt¡enotype In ~pherlll bIood Iymphocytes from 
patlenu with L51L (LSIU .OO donon wlthout HPV (Nor .... I). 
Peripheral bIood rnononudea r cells iso!aled from healthy donors 
and flom ~L patients were analyzed wlthout prev;ouo; stimu!al!oo 
for surface e>CPfesslon of CD4 and C025 and IntriKellular exPfes'lioo 
of FoxPl CD4 + C025 + FoI<P3+1CD4+ ceHs ratias were dell'fmined 
fOl eadl sample. No stali5ticaUy sigllifocanl diff~e between LSIL 
and lhe normal glOVP was found. 

as a response to already known viral antigens, but the 
response complete!y depends on the presentation of anti­
gens by activated dendritic ceUs. 

Lymphocytes from LSIL patients produce lower levels of 
IL-2 than those from normal donan 
Our results have shown that PBL from LSIl. patients can be 
specificallyactivated by dendritic cells presenting an already 
known viral antigen. lnasmuch as antigen presentation and 

A) 

:.J: '. B) ' - - 1_) :, 
- "'. 
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cellular effector activity during a viral infecrion are regulated 
by cytokines, we evaluated the levels of serum lL-2, IL- 4, 
IL-6, lL-lO, TNFa and IFNy from LSIL patients and normal 
controls. No differences in concentraoon of any oí the dr­
culating cytokines tested were rOOM between LSIL patients 
and normal controls (data not shown). Thus, we dccided to 
explore the production of these cytokines by LSlL and nor­
ma! control PBL after the induction of proliferation by an 
agonist of CD3/CD28. We observed tIlat the PBL from 
LSIL patients and normal controls produced and secreted 
similar levels of 1L-4, IL-S, 1l.-1O, IFNy, and TNFa. How­
ever. production of lL-2 was significantly reduced in LSIL 
patients (Figure 6). These results seem to indicate tIlat pro­
duction and secretion oC the main regu1ator of T cell activa­
tion, 1L-2, is highly compromised in LSIL patients. 

Dlscusslon 
Progression of precursor lesions (LSIL and HSIL) to­
wards cervical cancer has been associated with persistent 
infection by oncogenic HPV types, along with local and 
systemic immune abnormalities, which may lead to 
impaired function of the T ceU response. Most LSIL are 
expected to undergo a spontaneous regression [13), 
which is normally associated with the development oí an 
effident cellular response to HPV antigens [14). In the 
present work we have shown that LSIL patients exhibit a 
deficient T ceH response, not only to HPV antigens, but 
also against various types of antigens, and that the lack 
of response is unrelated with a current H PV infection. 
Lymphocytes from LSIL patients showed significantly 
less proliferation as a response to a1 ready known vaccine 
an tigens and to H PV-derived antigens, than those írom 

e) 

FIgure 4 Prollteratlon of coa + lFNy + (tlls from LSIL pallents (LSIL), and normal donon INormal) after stlmulatlon wlth 
phytohtrnagglutlnln IPI-IA). PSI. (rom LSIL p.lliems were cultuflld fOO' 3 days In !he prelMCe el P!-IA. and then ana1ysed for suña<:e CD8 and 
imlacelfular IFNy e:xpress>on. The Pfoportlon of CD8+tFNy + SlImulated by PHA were evaluated by tIow C)10<n!'(')'. A) 5hows a repre<ief11allve pIoI 
obtained fl'om PBL el a LSIl. palient inc;ubaled with phytohemagglutinii1 (f'HA) and in absence of PHA. as a control (-). 8) ~ a repre<ief1tative 
pIoI obtalned from P8L r:J a normal donar Incubaled wilh phytol1emagglutinin (pHA) and in absence r:J PHA H. Bar¡ in O depict lhe mean o( 
COS +IFNy+pef<:emages for each \.tt of SIImp1~ error balS indicale!he standard error of the mean. A staliSli(a11y signiflCallve difference WM 

found betweeo !he groups with a p < 0.05". 
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Fl9ure 5 Prolik' lItlon 01 PBL Irom LSIL PIItlenu In response 10 HPV IInt!gens presented by rfIOnO(}'tk (a,b) lInd by dendritk cells (c.dJ. 
PSL Irom IWO LSIL ¡).llien!!, Infected by HpV·16 (PI), ~nd HpV·18 (P2) were Incubaled with Cervolfix"". lha! conlaiM upsid ant;gens of i"f'V'16, and 
HP\I·18, to evaluale!he indtJ<ed prolifeo-atlon, CarboxiAuoresc~n (CFSE) Iilbeled P8L from ¡).llienls PI aod P2 were Incubaled in the presence of 
soluble Cervarix· (PSL -+-Cervaríx) (b). and P8l ak>ne were u5ed (I! 11 conlrol (P8L) (iIO), aSE Iilbeled PSL from palient! PI aoe! P2 were CUllured 
wilh aulologous def'ldrílic ,ells (PBI. t OCs), PlevioJ~y '\oaded' with (eN3(óx- (d), Of wlth aulologous unlo.xled dendritic cells lIS a CO<1lro1 
(PSL -+- OCsICvx) (e). The pefce<1lage of deaw~ in urtx:.ófJourescein Iilbet as (lO indlcatOf of cell prolifeo-alion is §hown under lile bar (MI) of 
each hiSlogram, 

normal donors, even when the concentration of specific 
antibodies lO these antigens were similar fo r both groups; 
nevertheless we consider worthwhile to increase the 
number of samples in the near futu re to generalize our 
results. 

Specific T celI response to caneer cells and viruses is 
tightly regulated by regulalOry CD4+ cells (Tregs) expres­
sing fork-head box (Fox)-Pl (CD4-+-CD25-+-FoxP3-+-). 
Increased frequencies of circulating Tregs have been 
reported in various solid tumors [15), induding cervical 
cancer [2,3]. Here we found that CD4+C025tFoxP3+ 
regulatory ceH numbers are not increased in LSlL pa.tients. 
This observation ís in agreement with a previous report 
showíng a similar frequency of círculating CD4+ Tregs in 
women with ONO and patients with ONll2 [3) and with 
other report, where the higher levels of mucosa! FoxP3 ex­
pression were shown in the C1N2/3 group [161. Accord­
ingly. we did not find a correlation between the lack oC 
proliferation and IL-2 secretion with an increase<! presence 
of CD4 -+- C025 -+- FoxP3-+- eelis in our samples. 

IFNy-producing T cells playa crucial role in the elim· 
ination of tumor cells (17]. It has been demonstrated 
that a1though HPV-specific activated C04-+- and C08-+-

cells are detecte<! in tumor-inJlltrating Iymphocyt:es (TIL) 
and tumor-draining Iymph node cells (TOLNC) oC most 
cervical cancer patients, only a few IFNy-producing cells 
are Cound in these patients, suggesting that the T cells 
are functionally inactive (18). In our work, we found that 
stimulation of PBL from LSIL patients with PHA 
resulted in a significantly greater proportion of C08-+­
IFNy -+- ceUs compared witn those obtained in healthy 
donors, which suggest the existence of subpopulations of 
responder ceUs with a limite<! state of activation in the 
earliest stages of pre-malignant cervical lesions. In order 
lo detemtine whether these dones correspond lo HPV-spe­
cific T cells a more thorough characterization of these 
JXIpulations lO identity their antigenic specificity and their 
activation status ís needed. Coincidently, Lee and colleagues 
[19] found that C08-+- lymphocytes from LSlL or ASCUS 
patients stimulatoo with 5taphyúx.occus enterotoxin B had a 
defidency in the production of lL-2. but not of IFNy, sug­
gesting that the effector ability of coa+ cell is not aft'ected, 
although this JXIpulation cannot be expanda!. 

We found that Iymphocyt:es from HPV16- and HPV18· 
associated LSIL were not able te proliferate in the pres­
ence of soluble viral antigens derive<! from HPV-16 and 
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Figu ... 6 Cytokin@"!; production after stlmuiation of antlgenk receptor of P8L from piI~U wlth LSlL (LSll) and nDfmal dooon; without 
HPV (Normal). P6L from LSIL patient~ and normal dooo!"~ were stlmula¡ed in cu~ure with CD3/CD28 iKlivatlng be3ds. AAer S d.ly5 in culture, the 
oonc:entratlon ot Al Th2 (IL-4.IL·S. IL· lO) and 8) lhl OL·¡ TNFo. IFNy) cytokines in supernatants were a5\.i1)'ed by 1TlI!3Il r:I a C)IIometric Bead 
Nr;yy. A S!illjst~l~ 5ignifocant d;ffereoce was found fcor IL-2 productlon (" (J < 0.05). 

- 18 Ll proteins, even wnen tney did it against lnfanrix~ 
derived antigens. However, a strong T cell response was 
observed wnen tne antigens were presented by dendritic 
cells. A similar observation was made in cervical cancer, 
wnere stimulation of TIL and TDLNC with their cognate 
antigen in the presence of commonly used TolJ-like re­
ceptor ligands significantly ennanced the effector T -cell 
function. Therefore, it is possible tne presence of specific 
T cells but with limited activation status due to lack of ap­
propriate stimulation since the early stages of infection 
wíth HPY to malignant stages. Tne mechanisms leading 
to this state of partíal activation by T lympnocytes remain 
to be resolved, but may be associated with the limited 
antigen presentation and absence of ínl1ammation that 
occutS in the early stages of ¡nfection with HPV [9J. In 
trus sense, several lines of evidence show that failure in 
the presentation of antigens by dendritic cells, may con­
tribute to the development oftumors [20-22J. 

It has been considered that an effective immune re­
sponse to HPV is based on a Thl-type reaction, wnich 
involves cytokines such as IL-2, IL-12, TNFa and IFNy. 
It has been observed that the elimination of the virus is 
preceded by the expression of Thl cytokines in the ab­
sence of Th2-type cytokines [23], and given the antagon­
istic nature of ThI and Th2 functions, it is assumed that 
infected cells are protected from immune response when 
a Th2 pattern is present, with a significant role for IL-1O 

[24]. However, in more advanced stages, incIuding cer­
vical cancer, it is possible to detect a large production of 
cytokines of both profiles, questioning the role of Th2 
profile in cervical cancer deve[opment [25]. We found 
that IL-2 secretion induce<! by stimlllation of T cell anti­
gen receptor was significantly lower in PBLs from LSIL 
patients in comparison with those oC healthy donotS. 
These results are consistent with the nolion that Thl 
profile is necessary for me resolution of infection, as IL-
2 production shows a deficiency that is reHected beyond 
the local level, to the peripnery. However, we did nol 
find a difference in me production of IFNy, IL- lO, and 
TNFa between PBL from LSIL and normal donors. It 
has been previously reported a decreased production of 
IL-2 by PBL from HPV infected subjects, stimulated 
in vitro with both HPY specific and unrelated antigens, 
as well with polycIonal stimuli [19,26,27). In addition, it 
has been demonstr:ated that CD8+ T cells from LSIL 
patients have a defidency in the prodllction of IL-2 when 
they are stimulated with Staphylococcus enterotoxin B 
{19]. In aU these cases, a common feature was a direct 
relationship hetween the degree of the IL-2 defidency 
and the lesion progress. One proposed explanation for 
this defidency has been a depletion of the immune sys­
tem as a reslllt of inflarnmation due to HPV and omer 
pathogens that associate with LSIL and HSIL [19]. Other 
possible causes of inhibition of proliferation and IL-2 
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production without impairing eff"ector function in T Iym. 
phocytes could be associated with metabolic process, for 
example thiol-sensitive pathways, involvlng IL-2 [28J. 
However, the pre<:ise events that are lead to this defi­
ciency have not been fully determined. 

The aboye results suggest a key role for IL·2 in the 
resolution of the ¡nfection and elimination oí tumors. 
IL-2 concentration decreases with advanc:ing stages of 
the disease, when the production oí other cytokines 
show a new ¡ncrease in the most advanced sUges. 
probably as a result of enhanced inflammation 129}. In 
this respect we have previously SMwn that tIlt' p~ce of 
lL- 2 receptors on cancer cells couId compete lor the IL·2 
present in ¡jtu depleting the concentr.l.tion oC this growth 
factor that is absolutely needed lO activate cytotoxic 00ls 
(30]. It is known that an adequate memory CD8+ T cells 
setting is highly dependent on helper CD4+ T cell functlon, 
and IL-2 has been proposed as a signal required during 
priming far a secondary expans.ion. oC CD8+ T cells 1311. 
particu1arly in the case oí chronic infections [32J. Ther-efore, 
the restricted activation oí CDa+ T ceUs detected in the 
blood oí LSIL patients could be explained by the defi· 
ciency of IL-2 observed in these leukocytes. In 
addit ion, CD4+ helper activity needs dendritic cells for 
efficient priming oí T CD8+ cells 133] which in turo 
are known to be producers of IL-2 [34]. 

In this work we present evidence that LSIL patients 
show a deficiency in the T cell response. which i5 not 
associated with an increase in T regulatory cells or an in­
crease in Th2 inhibitory cytokines. We also showed that 
PBL from LSIL patients can be activated in I/itro to 
recognize HPV, and significant amounts of CD8 -+ IFNy + 
cells can be obuined from LSIL patients after mitogenic 
stimulation. However, LSlL patients are unable to mount 
a specific response when challenged with thase antigens 
unless they are presente<! by autologous dendritic cells. 
The fact that PBL from those patients were poor produ­
cers of lL-2 suggests that a deficiency in situ oC 11.--2 
could be a mechanism by which infected cells escape im­
mune surveillance and thus create the conditions for me 
subsequent expansion of malignant clones. 
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