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RESUMEN 
 
 

El péptido IHSMNSTIL derivado de la secuencia 417-425 de la proteína L1 de HPV-16,  
ha sido identificado por nuestro grupo de trabajo, como un epítope que induce  activación 
de linfocitos T en pacientes  con el alelo HLA-B*039 y con infección de  HPV-16 y 18. En 
este sentido se ha observado que en mujeres infectadas con HPV´s de alto riesgo, 
independientemente del haplotipo HLA de histocompatibilidad,  muestran  anticuerpos IgA 
e IgG  presentes en  secreciones cervicales y sueros de sangre periférica, lo que sugiere que 
este péptido corresponde a un determinante antigénico  para la activación de  linfocitos T y  
linfocitos B durante la infección por HPV.  La alta homología (>80%) del péptido 
IHSMNSTIL  con secuencias encontradas en la proteína L1 de varios  HPV´s de alto 
riesgo, hace suponer que este péptido es un   epítope común entre los diferentes tipos de 
HPV de alto riesgo. En el presente estudio, en un  modelo in vivo, utilizando  ratones de la 
cepa Balb/c, se analizó la capacidad inmunogénica,  a través de la inducción de anticuerpos 
específicos, mediante la inmunización con el  péptido IHSMNSTIL (P16) y  sus homólogos 
pertenecientes   a la proteína L1 de virus de alto riesgo como HPV-18 (IHSMNSSIL) 
(P18); HPV-31 (IHSMNPAIL) (P31); HPV-33 (IHAMNPDIL) (P33);  HPV-52 
(IHKMDATIL) (P52); HPV-58 (IHTMDSNIL) (P58); o de bajo riesgo como HPV-6 
(IHTMNPSVL) (P6) y HPV-11 (IHTMNPSVL) (P11) que se asocian con  lesiones 
malignas y benignas del epitelio cervical respectivamente. 
 
Después de aplicar 4 dosis de 100 μg de péptido durante aproximadamente 40 días,  se 
lograron obtener altos títulos de anticuerpos específicos hacia cada péptido  antigénico.  A 
través de análisis de ELISA, se observó que los anticuerpos específicos al péptido P16 
mostraron  alta reactividad cruzada de reconocimiento  hacia  los péptidos homólogos 
derivados de los  HPV´s de alto riesgo (P18, P31, P33, P52, P58) y en menor grado hacia 
los péptidos  P6 y P11   de bajo riesgo. Por otro lado,  anticuerpos específicos  al péptido 
P16 y  a los  homólogos derivados de la proteína L1 de HPVs de alto riesgo: P18, P31, P33, 
P52 y P58 reconocieron fuertemente a VLP´s de la proteína L1 de HPV-16, mientras que 
anticuerpos obtenidos de ratones inmunizados con VLP´s  tuvieron baja reactividad hacia  
el péptido P16 y sus homólogos.  Estos resultados permiten sugerir que el péptido P16 y sus 
homólogos son sitios importantes de reconocimiento por anticuerpos en la estructura de la 
proteína L1 de estos tipos de HPV, además de que este sitio antigénico es potencialmente 
expuesto en la estructura conformacional de las VLP´s de la proteína L1 de HPV-16,  por lo 
que resulta  trascendental saber el papel neutralizante de estos anticuerpos hacia  partículas 
virales infecciosas, lo cual será de gran importancia para conocer su uso potencial  en la  
constitución de vacunas de tipo profiláctico contra esta enfermedad.  
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INTRODUCCIÓN 
 
El cáncer  cèrvico-uterino (CaCu)  representa la neoplasia de mayor incidencia en la 
población femenina, constituye una de las principales causas de muerte de cáncer en el país 
y se ha calculado que 16 mujeres mueren diariamente por este tipo de cáncer (1)  Una gran 
cantidad de estudios llevados a cabo a nivel mundial,  indican  que uno de los factores 
etiológicos más importantes  asociados al desarrollo  del CaCu  es la infección por el  virus 
del papiloma humano (HPV) de alto riesgo, el cual de acuerdo con algunos estudios, se ha 
encontrado presente en casi todos los tumores de cáncer cervical (99.7%) (2-5), siendo los 
principales tipos:  HPV-16, -18, -31, -33, -39, -45, -52, -58 y -69 (6-8). En  nuestro país se ha 
estimado que el  HPV-16 se encuentra en el 50% de los casos; el HPV-18 en el 15%; los  
HPV-31, 33 y 35, en conjunto, el 12%; y otros tipos virales, en el porcentaje restante (1, 7-9). 
Asimismo, en México y en la mayoría de los países en vías de desarrollo, la infección por 
virus papiloma humano y la incidencia de cáncer cèrvico-uterino se incrementan día a día, 
debido a  que la infección por HPV es asintomática y se mantiene  latente   por períodos 
largos de tiempo. Además se ha estimado que cerca  del 60% de la población sexualmente 
activa está infectada por algún tipo de HPV, por lo que  el contagio se propaga 
constantemente (7-8). Esta situación,  ha  llevado a proponer  en los últimos años, la 
generación de  vacunas profilácticas y  de métodos que  permitan  detectar  y prevenir de 
manera oportuna  la infección producida  por HPV de alto riesgo. 
 
Los HPVs  están constituidos por una doble cadena de DNA que codifica para  8 proteínas 
(6 de transcripción temprana (E) y  2 de transcripción tardía (L). Este DNA  esta  envuelto 
por una cubierta o cápside  constituida en aproximadamente 90% por la proteína estructural 
L1  y en el porcentaje restante por la proteína L2. (10).  De   aquí que,  las proteínas  L1 y L2   
están siendo utilizadas actualmente como antígenos para la generación de vacunas 
preventivas (11-12). De hecho, la propiedad que tienen estas proteínas  de auto ensamblarse 
cuando son expresadas en diferentes vectores (bacterias, células de insecto, células  de 
mamífero, etc.), ha hecho posible la generación y purificación de partículas similares a 
virus (del inglés Virus Like  Particles, VLP´s) propias para inducir inmunidad en animales  
e individuos vacunados (11).   Varios estudios que han utilizado VLP´s para vacunación,  
han mostrado  la generación de anticuerpos  capaces de neutralizar  o inhibir la entrada de 
estos virus a células blanco (11-13),  no obstante estas respuestas han sido altamente 
específicas hacia el tipo particular de HPV del cual derivan las secuencias de las proteínas 
L1 y L2 (13), lo cual hace necesario el uso  de  vacunas multivalentes  para dar una mayor 
protección.  
   
Por otro lado,   nuestro grupo de investigación  ha identificado que la secuencia 417-425 
(IHSMNSTIL) de la proteína  L1 de HPV-16, la cual es altamente conservada entre 
secuencias L1 de varios  HPV de alto riesgo asociados a CaCu (HPV-16, -18, -31, -33, -52, 
-58 entre otros),  es  fuertemente reconocida por anticuerpos presentes en sueros de más del 
90% de  mujeres  que cursan con   infección por  virus de papiloma humano de alto grado 
(14-15), lo cual nos lleva a proponer que este péptido y sus homólogos puedan ser antígenos 
útiles para detectar infecciones producidas por HPVs de alto  riesgo, así como considerar su 
uso  potencial en la composición de  vacunas de tipo profiláctico. En consecuencia, con la 
finalidad  de  analizar  la capacidad inmunogénica  del péptido IHSMNSTIL y de sus 
homólogos de las proteínas L1 de HPV-18, -31, -33, -52, -58 y –6/11,  utilizamos el  
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modelo in vivo de ratones de la cepa Balb/c  para analizar la generación de anticuerpos 
específicos y la capacidad de éstos para reconocer  estructuras similares a virus compuestas 
por la proteína L1 de HPV-16  (VLP´s de HPV-16).  
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MARCO  TEORICO 
 
1.- CÁNCER CÉRVICO-UTERINO Y HPV. 
 

Etiología del cáncer cérvico-uterino. 
 
El cáncer cervical es  uno de los más frecuentes  en las mujeres,  cada año son detectados 
500 mil nuevos casos y  alrededor   de 250 mil  mujeres mueren cada  año en el mundo (16).  
Actualmente la OMS reconoce al virus de papiloma humano  (HPV) como el principal 
agente etiológico. La observación inicial   dada por Zur Hausen al final de los años 70,  de 
que la infección con el virus de papiloma humano era la  responsable de cáncer cervical en 
humanos, fue  subsecuentemente confirmada  a través  del tiempo al  cruzar  secciones y 
casos control en  estudios   epidemiológicos(12, 21).  Estas conclusiones junto con  estudios 
llevados a cabo   in  Vitro,  han permitido establecer los mecanismos moleculares que 
determinan  que  la infección  con  HPV  promueve  la inmortalización  de células 
epiteliales  e  inicia el desarrollo de cáncer cervical (12,22-23)

 

Los estudios iniciales para determinar la etiología del cáncer cervical,  se enfocaron en su  
asociación con  muchas infecciones de transmisión sexual, incluyendo  Herpes simplex 
virus tipo 2, Chlamydia trachomatis, Trichomonas vaginalis, Cytomegaloviru, Neisseria 
gonorrhoeae y Treponema palidium .(16)  No obstante en estudios posteriores, con ayuda de  
técnicas de biología molecular, se han podido analizar y cotejar las secuencias de  DNA de 
los diferentes tipos de  HPV. En un estudio previo donde se analizaron  cientos de muestras  
tumorales de  22 países,  se observó que el HPV  estuvo presente  en el 93%  (rango del 
75% al 100%)  de especimenes con cáncer cervical (8,16). No obstante, en otro estudio hecho 
por Walboomers,    mediante PCR para detectar 15 de los principales genotipos de alto 
riesgo (16,18,31,33,35,39,45,51,52,56,58,59,68,73 y 82),  se encontró que  más del 99% de 
los casos de cáncer cervical  fueron positivos para  al menos uno de estos tipos de HPV 
(13,21).  Además  se detectó infección en el   94 %  de mujeres con lesiones cervicales 
preinvasivas;  y en un 46% de las mujeres  que habían  mostrado una citología normal. (8,16) 

En adición al cáncer de cérvix, una buena proporción  de cánceres anal, perianal, vulvar y 
de  pene  se encuentran fuertemente asociados con  infecciones por HPV. (23)  Varias 
evidencias  epidemiológicas sugieren que estos tipos de cáncer  son enfermedades 
transmitidas sexualmente, puesto que mujeres con múltiples parejas sexuales e inicio de 
vida sexual activa  a edades  tempranas y sin protección predisponen a la obtención de 
infecciones por HPV(16-17).  Otros factores adicionales como son el bajo estatus económico, 
la historia de reproducción, hábito de  fumar, el uso de anticonceptivos orales, factores de 
dieta, la inmunosupresión y poca frecuencia para realizarse el Papanicolau  pueden ser 
factores implicados  en el riesgo de desarrollar neoplasia cervical (16-24)

 
En adición a los datos epidemiológicos, varias evidencias celulares y moleculares 
fundamentan la asociación de HPV con el desarrollo de cáncer cérvico-uterino tales como:  
1) la presencia regular del DNA del HPV en tumores de biopsias en respectivos 
especimenes; 2)  la demostración de la expresión  de oncogenes virales (E6 y E7) en las 
células  tumorales; 3)  la identificación de las propiedades  de transformación de estos 
genes; 4) el requerimiento de la expresión de  E6 y E7  para el mantenimiento  del fenotipo 
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maligno en las células de cáncer cervical; 5) la interacción  de las oncoproteínas virales con 
las proteínas de regulación de la proliferación de  la célula huésped.(24) 

 
 

Características de los virus de papiloma humano. 
 
Se han identificado más de 100 tipos de HPV (8,25), los cuales pueden infectar epitelios  
como el de la piel, en donde se ha identificado al HPV-1 y   las mucosas como la de la 
región anogenital y el cérvix  en donde se han  identificado los tipos 11 y el 16.  Los  HPVs   
se clasifican en bajo y alto riesgo de acuerdo con el tipo de lesión que producen.  Los virus 
de bajo riesgo, como el HPV-6,-11,-40,-42,-44,-54,-61,-70,-72,-81 y -CP6108, se asocian a 
lesiones benignas, que además  de causar la verruga genital externa infectan el tejido 
cervical produciendo una lesión intraepitelial benigna o condiloma(8,25). En el caso de los 
HPV de alto riesgo, existen 30 tipos de HPV identificados, siendo los más frecuentes el 
HPV-16 y el HPV-18 los cuales pueden infectar el epitelio cervical y progresar a neoplasia 
intraepitelial cervical de alto grado (HSIL o NICIII) o a cáncer. (8,25) Otros tipos de HPV 
entre ellos (HPV-26, 53 y 66) son considerados de riesgo intermedio   y 12 más han sido  
clasificados  de bajo riesgo. De los tipos de HPV de alto riesgo,   aproximadamente  el 50-
60 % de los tumores de cáncer cérvico-uterino contienen  HPV-16 y  entre 10-20 % 
contienen HPV-18. (2) 

 

Los  virus de papiloma humano  pertenecen  a la familia  Papovaviridae  a la cual también 
pertenecen   el virus del polioma de ratón  (Po) y algunos virus vacuolizantes (Va), como el 
SV40 de monos. La familia Papovaviridae contiene 2 géneros:   Papillomavirus y 
Miopapovavirus (27). 
 
Los  virus del genero  Miopapovavirus  son más pequeños que los anteriores, ya que su 
diámetro es alrededor de 40 nanómetros, pero el resto de  características son las mismas, 
del otro género comprende los virus del polioma tipos virus BK, virus JC, y los virus  
vacuolizantes como el virus  SV40  (10,27)        
 
Los  virus del  género Papillomavirus son pequeños, miden alrededor de 55 nanómetros de 
diámetro, ADN bicatenario, cápside de 72 capsómeros y simetría icosahédrica y no tienen 
envoltura. (27) (Figura 1). Tienen un peso molecular aproximado de 5.3 * 10 daltones (20) 

 
La estructura icosahédrica  de los HPV´s  está compuesta de 72 capsómeros, los cuales 
contienen 2 proteínas estructurales L1 y L2 (28-29). Cada capsómero está constituido por  un 
pentámero de la proteína L1,  proteína  que conforma hasta un 90% de la cápside o cubierta 
del virus(30.). Mientras que la proteína L2 que se encuentra insertada  internamente en la 
cápside y  constituye el 10% de su composición.(22,31-32).   Las  proteínas de transcripción 
tardía L1 y L2, se asocian  para constituir a las  partículas virales infecciosas de la cápside, 
la cual envuelve al ADN circular de doble cadena (11)
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Figura 1: Estructura icosahédrica del HPV tipo 16.  Tomada  de  

http://www.bch.bristol.ac.uk/staff/gaston/hpv/hpv_information.htm 

Los virus que pertenecen a  la familia del papiloma tienen una estructura  compuesta por 
una doble cadena de ADN circular que contiene aproximadamente 8,000 pares de bases   
(33). El genoma viral contiene marcos de lectura abierta (open reading frames [ORF]), una 
región  regulatoria  5’  no codificante (upstream regulatory región [URR]), también llamada 
la región larga de control  (long control región [LCR]).  Esta región contiene sitios  de 
unión para los factores de transcripción  del  ADN (34-35). Los ORF  pueden dar lugar a ocho 
diferentes proteínas (Figura 2): 6  proteínas de transcripción  temprana (E1, E2, E4, E5, E6 
y E7) y 2 de transcripción tardía (L1 y L2).  De las proteínas de transcripción temprana, las  
E1 y E2 se encargan de  regular la replicación del ADN y ARN viral; mientras que las 
proteínas que intervienen en control del ciclo celular así como de la transformación celular 
son E4, E5,  E6 y E7 (34) (Tabla 1). 
 
Los genes tempranos están expresados todo el tiempo dentro del ciclo viral, mientras que 
los genes tardíos solo son expresados  durante la fase productiva en queratinocitos 
diferenciados. (35) En  estadios tempranos de la infección por  HPV  existen interacciones 
proteína-proteína que alteran el ambiente celular, lo que permite la retención del genoma 
viral y crean un estado de inestabilidad genómica, la cual ayuda a la transformación celular 
(35-35).  
 
 Asimismo la integración  del genoma viral  al hospedero es  esencial para la progresión 
maligna y puede contribuir a la desregulación de la expresión de oncoproteínas virales 
requeridas  para la tumorigénesis. (35)

 
La inmortalización  celular debida a los  HPV  está restringida a los tipos de alto riesgo, y 
es inducida por la asociación de las proteínas E6 y E7  con proteínas  celulares, que regulan 
el crecimiento celular (34). La integración de E7  con la proteína  supresora de tumores 
Retinoblastoma  (p105Rb) y la E6 con el  supresor de tumor p53,  juegan un papel principal 
en estos procesos (36) 

 
La  proteína E6 de los HPV de alto riesgo se une a  la  proteína p53 y promueve su 
degradación  por la ruta de ubiquitina. Recientes  estudios han identificado una interacción  

 11



Entre la E6 de HPV16 y presuntas proteínas  de unión  a calcio que pueden ser importantes 
para la actividad transformante sobre p53(37) 

 
Las proteínas E2, E4 y E5 de los papilomavirus, son importantes en varias funciones 
virales, incluyendo la transcripción y replicación, interacciones con el citoesqueleto, e  
inmortalización: la función de E4 es destruir la matriz del citoesqueleto; la función de E5 se 
localiza en los compartimentos de la membrana celular donde posiblemente interacciona 
con la señalización de factores de crecimiento (38-44)

 
 
 
Tabla 1.   Funciones   de  los productos   génicos del HPV 
 
Proteínas  virales Funciones 
Tempranas  
E1 Replicación del DNA viral y mantenimiento 

episomal 
E2 Transcripción  viral y replicación, 

transformación 
E4 Modifica el citoesqueleto para permitir la 

liberación del virus 
E5 Proteína transformante, inhibición de la 

degradación de EGFR 
E6  Proteína  transformante inactiva la proteína 

P53 e inhibe la apoptosis  
E7 Proteína transformante interfiere con Rb  y 

reactiva la síntesis de DNA del huésped. 
Tardías  
L1 y L2 Principales proteínas  de la cápside, L1 

constituye el 90%  y  L2  el 10%. 
 
EGFR: receptor  del factor de crecimiento epidermal. Tomado de (Zur Hausen 2000, 
Huibregtse 1991, Munger  K  1992, Di Maio D 1994,  Chen J. J 1995, Syrjanen S M 1999  
(33, 45-49). 
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 Figura 2.  La organización circular del DNA del  HPV  y  la integración  en el DNA  de la 
célula huésped DNA.  El genoma del papilomavirus (HPV) contiene entre 6800 y 8000 
pares de bases y es dividido en ocho marcos de lectura abierta  E6, E7, E1, E4, E5, L1, L2 y 
LCR, región larga de control del genoma viral. Tomado de Zur Hausen 2002  (50, modificado  por  

ORTIZ  ROGELIO)

 
 
 

Ciclo de vida de los virus de papiloma humano. 
 
En  los HPV existen por lo menos dos ciclos virales demostrados:  1.- La infección  lítica y 
2.-  la infección lisogénica.   En la infección lítica los HPV llegan a las células con 
capacidad para replicarse, penetran al citoplasma y posteriormente al núcleo; ya estando en 
el núcleo se replican en zonas episomales sin integrarse en el genoma celular y se producen 
gran número de copias virales, las copias virales completan su estructura  con el ensamblaje 
de la cápside; el gran número de partículas  virales completas causan la muerte de la célula 
y quedan libres, habitualmente estas partículas virales completas ya están en las células 
diferenciadas muy cercanas a la superficie de los epitelios.  La infección lisogénica se 
caracteriza por afección directa del genoma celular; en este caso los HPV se consideran de 
alto riesgo (HPV 16, 18) después de alcanzar al núcleo celular, algunos genes virales son 
integrados dentro del genoma de la célula huésped, principalmente  los segmentos E6-E7. 
La replicación de los virus en este caso entra en un lapso de espera hasta que la célula 
huésped replica su propio DNA junto con el del DNA viral(20) 

 
Como el virus del papiloma tiene tropismo por los epitelios, infecta las células básales de 
piel y mucosas a través de microlesiones (51). En las  células infectadas se replica y produce 
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50 a 100 copias del genoma viral, que reparte en sus dos células hijas durante la división  
celular, para mantener su población.  Después de la amplificación del genoma se 
empaqueta en viriones infecciosos, los cuales se liberan en la superficie epitelial durante la 
descamación (52)

 
El genoma viral se mantiene con pocas copias episomales en las células de la capa basal y 
parabasal y se amplifica en las células  infectadas que migran cruzando al epitelio hacia la 
superficie. El orden tiene que ser preservado para que se produzcan los viriones 
infecciosos, aunque el tiempo de los eventos del ciclo de vida pueden variar (53)

 
El ciclo de replicación del  HPV dentro del epitelio cervical tiene características singulares: 
la infección ocurre en el estrato celular  escamoso-columnar de la transición entre el útero y 
vagina, de modo que alcanza  a células no diferenciadas en el nivel suprabasal. En este 
estadio, el  genoma viral permanece en una conformación episomal y se transcriben 
principalmente los genes E1, E2, E4 y E5, y sólo muy discretamente E6 y E7 (54).    

Conforme las células epiteliales básales cambian del estado proliferativo  al de 
diferenciación y se  mueven hacia la luz cervical, se da la formación de viriones; sin 
embargo, la producción de viriones es tan sutil que no alcanza a haber una lisis importante 
de las células, este estado puede permanecer casi inalterado durante varios años, 
produciendo algunas alteraciones celulares en forma de displasia (55-58).   Un promotor  de la 
región tardía  activa  la expresión de L1 y L2  para dar lugar  a viriones que son liberados  a 
la capa externa del epitelio escamoso  por muerte celular. 
 
Los viriones penetran  el epitelio a través  de micro abrasiones e infectan a las células tallo 
que están localizadas en la capa basal del epitelio. En estas células  el DNA viral se 
encuentra en forma episomal, y las proteínas E1 y E2 inducen la replicación del virus 
aprovechando la maquinaria celular.   La expresión  de las proteínas virales no estructurales  
(E6) y (E7)   retrasan el ciclo celular  deteniéndolo y  diferenciando, que es normalmente 
observado  en las células epiteliales  moviéndose arriba de  la membrana basal hasta  llegar 
a producir   queratinocitos maduros.  Esto retrasa el ciclo celular  deteniendo  y permitiendo  
una replicación episomal más lejana, utilizando al huésped  y su maquinaria de replicación 
del  DNA   en las células  suprabasales epiteliales,  y produciendo grosor en la piel  o 
(verrugas) características de algunas infecciones con papilomavirus. Cuando la 
diferenciación y la replicación de células epiteliales  hacia  la no-replicación de 
queratinocitos maduros eventualmente ocurren, las proteínas estructurales del virus L1 y L2  
son ensambladas en el núcleo celular.  La maduración de los viriones  entonces son 
ensamblados y  liberados hacia  el epitelio  con las células epiteliales superficiales. (12)  (ver 
figura  3) 
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Figura 3.  Etapas  del ciclo de vida del  virus de papiloma humano y su localización en 
el epitelio escamoso. 
El epitelio cervical escamoso y estratificado, la arquitectura celular y la expresión de 
proteínas del virus del papiloma humano (HPV)  después de la infección, las células  hijas 
de la célula tallo del epitelio se dividen a lo largo de la membrana basal y maduran 
verticalmente a través del epitelio sin más división  (lado derecho).  Después de la 
introducción del  HPV dentro de las células tallo, en la capa basal del epitelio, la expresión 
de proteínas virales no estructurales ocurre. Bajo la  regulación  de estas proteínas, la 
división celular  de la población se expande verticalmente y la diferenciación de las células  
epiteliales es tardía y menos completa. Los viriones maduros son producidos  solo en  las 
capas más superficiales del epitelio, las células presentadoras de antígeno  (APCs)  
intraepiteliales son eliminadas  en el epitelio infectado por  HPV. Tomado de Frazer Ian 
2004   (12, y modificado por  ORTIZ ROGELIO) 
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2.-  RESPUESTA INMUNE Y CANCER CERVICO-UTERINO. 
 

Infección por HPV y su control por el  sistema inmune. 
 
En  los pacientes con diversas enfermedades que cursan con inmunodepresión  se sabe que 
se incrementan las lesiones causadas por HPV. Por ejemplo, ciertos tipos virales causan 
enfermedad en pacientes tal como la epidermodisplasia verruciformis y las verrugas 
comunes que son enfermedades primarias en niños con inmunosupresión (59). Los pacientes 
afectados con el síndrome de la inmunodeficiencia humana adquirida (SIDA) son 
deficientes en  la respuesta inmune celular ya que la población de  linfocitos CD4+ se 
encuentra deprimida. Esta depresión  celular se acompaña de un incremento en el número 
de lesiones cutáneas  como las verrugas, condilomas acuminados y cáncer cérvico-uterino. 
Asimismo, pacientes con terapia inmunosupresora  también muestran un  incremento de 
lesiones causadas por HPV, ya que este grupo de pacientes se administran drogas que 
deprimen específicamente la respuesta inmune celular para evitar el rechazo del órgano 
transplantado, lo cual afecta la respuesta inmune a infecciones de tipo viral. En las 
pacientes embarazadas  también se observa una disminución fisiológica de la respuesta 
inmune celular;  lo que  se asocia con el incremento de  condilomas genitales durante la 
gestación. Muchas de estas pacientes presentan desaparición de los condilomas al terminar 
los cambios fisiológicos  del  embarazo, todas estas evidencias sugieren fuertemente que la 
respuesta inmune celular es importante para el control de lesiones producidas por HPV. (20, 

60)

 
La mayoría de los pacientes con alguna lesión neoplásica asociada al HPV no presentan 
inmunodepresión a nivel sistémico, más bien, se encuentran alteraciones a nivel local, 
inducidas por el HPV y otros eventos en el tumor. En las etapas previas al cáncer invasor, 
como son el condiloma acuminado y las neoplasias preinvasoras (neoplasia intraepitelial 
cervical-NIC), el sistema inmunológico aún es capaz de combatir y promover la regresión o 
mantener al tumor localizado. Por ejemplo, durante la regresión de las verrugas genitales se 
presentan infiltrados locales muy importantes de células mononucleares, incluyendo 
linfocitos T citotóxicos (CTL), células asesinas naturales (NK) y macrófagos que invaden 
la epidermis y destruyen las células neoplásicas.(61-62) Durante la evolución del tumor, las 
células tumorales adquieren nuevas lesiones genéticas que les confieren ventajas selectivas, 
para evadir cada vez un mayor número de mecanismos de control del sistema inmune, hasta 
que éste se hace ineficiente para combatir el tumor.(63) 

 
En  lesiones  de bajo grado, por lo general  se encuentran  infiltrados de linfocitos T, tanto 
linfocitos cooperadores  CD4+  como linfocitos citotóxicos  CD8+,  estos datos   sugieren 
que la respuesta inmune celular esta muy ligada a los eventos de regresión o progresión  de 
las lesiones causadas por HPV(20)

 
A pesar de la habilidad de los HPVs para impedir la defensa del huésped, la respuesta 
inmune mantiene  un control de  las infecciones  en la mayoría de los casos y solo una 
pequeña  cantidad de ellos puede progresar a cáncer. Esto  parece que es caracterizado por 
una fuerte inmunidad  mediada por células   de manera local y la generación  de anticuerpos 
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neutralizantes que se asocian  con la regresión de la lesión (63-64).  Una gran cantidad de  
anticuerpos  son generados en muchos  de los individuos infectados y  son altamente 
específicos hacia  epítopes conformacionales  de la  proteína estructural  L1 al HPV 
infectante. (64) 

 
La defensa del huésped es una asociación entre la inmunidad innata (fagocitos, proteínas 
solubles (ejem citocinas, complemento y barreras epiteliales) e inmunidad adaptativa 
(anticuerpos y células citotóxicas efectores).  El sistema inmune innato detecta patógenos  y 
actúa en la primera línea de defensa, eliminando la mayoría de los asaltos microbianos.   La 
inmunidad innata  no tiene una memoria específica, pero es responsable para activar la 
respuesta inmune adaptativa.   La respuesta inmune adaptativa genera respuesta 
exquisitamente específica  letal  hacia los antìgenos extraños, así como también células  de 
larga vida  con memoria hacia la infección. La inmunidad humoral mediada  por 
anticuerpos elimina partículas virales  libres  de  los fluidos  y puede prevenir la reinfección 
viral, mientras que la respuesta inmune mediada por células es  esencial para eliminar las 
células  infectadas  por virus  y la generación de una memoria inmunológica. (64,66) 

 
Los linfocitos T son los principales componentes  en el sistema inmune adaptativo, tienen 
un papel central en ambas respuestas inmunes la mediada por células y la humoral.  Las 
células T reconocen antígenos que han sido procesados en péptidos cortos (64) 

  
Las células presentadoras de antígenos (CPA) expresan receptores y secretan citocinas 
locales que  dictan  si o no  las células T las cuales  se dirigen  hacia  la vía  Th1 o  Th2 y/o 
el camino regulatorio.  Estas funciones de las CPA  son activadas  por la interacción  entre 
receptor-ligando de las CPA y el  patógeno, y también por citocinas liberadas por las CPA 
y otras en los alrededores inmediatos.  Las CPAs liberadas y las citocinas son el puente 
entre  la inmunidad innata y adaptativa. (64) 

 
Los linfocitos B se desarrollan en  la medula ósea y emergen como células maduras 
vírgenes y se diferencían a  células plasmáticas en los  órganos linfáticos secundarios donde 
son activados por CPA y  citocinas producidas por los linfocitos T auxiliares. Una vez que 
las células B virgen encuentra un antígeno es activada, esto emprende una fuerte regulación 
de  proliferación y un programa de diferenciación, en que las células B de memoria y 
efectoras plasmáticas producen anticuerpos  antígeno-específicos. Los anticuerpos en el 
plasma celular son secretados por largo tiempo. Éstos son solubles e idénticos a las 
versiones  que se unen  a la membrana  de las células  B.  En este primer encuentro con el 
antígeno, la  respuesta primaria de los anticuerpos es generada,  mas tarde al reencontrarse 
con el antígeno, se induce  una respuesta secundaria mas rápida, produciendo  altos títulos 
de anticuerpos con una alta afinidad para el blanco antigénico (64) ( ver   figura 4) 
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 Figura 4  Cinética  de las respuestas inmunitarias humorales primaria  y secundaria. 
 
En la respuesta inmunitaria primaria, los linfocitos B vírgenes son estimulados por el 
antígeno, se activan y se diferencian en células secretoras de anticuerpos que sintetizan 
anticuerpos específicos frente a dicho antígeno. Algunas de las células plasmáticas 
secretoras de anticuerpos sobreviven en la médula ósea  y continúan produciendo 
anticuerpos durante largos periodos de tiempo. Durante la respuesta primaria también se 
generan  linfocitos B de memoria de vida larga. Una respuesta inmunitaria secundaria se 
desencadena cuando estas células se exponen nuevamente al mismo antígeno, lo que 
origina una proliferación y diferenciación más rápida y la síntesis de mayores cantidades de 
anticuerpos específicos en comparación con la respuesta  primaria. Tomada de Abbas 2004    
(65)

 
 
Las infecciones virales son primariamente intracelulares, y los antígenos virales escapan al 
alcance de los anticuerpos. La respuesta humoral es importante sólo para infecciones 
virales productivas, en las que las partículas virales salen al espacio extracelular por 
exocitosis o durante la lisis celular por efecto del propio virus o las células citotóxicas del 
paciente. En el espacio extracelular las partículas virales son atrapadas por linfocitos B con 
receptores (anticuerpos de membrana), específicos para algunos epítopos de las proteínas 
virales. Una vez unido al  receptor, el antígeno es internalizado por endocitosis y digerido 
hacia el  lisosoma para producir pequeños péptidos que se unen a moléculas de clase II, del 
complejo principal de histocompatibilidad (HLA-II). Posteriormente, los péptidos son 
presentados en la superficie celular para ser reconocidos por linfocitos T auxiliares CD 4+ 
(Th2). Una vez activados, los linfocitos Th2 estimulan a los linfocitos B para producir 
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anticuerpos neutralizantes contra las partículas virales, los cuales juegan un papel muy 
importante para evitar la diseminación de la infección. Las moléculas HLA-II están 
presentes en células del sistema inmune: linfocitos B, linfocitos T activados y células 
profesionales presentadoras de antígenos (CPA) y algunas células epiteliales 
especializadas; se componen de dos cadenas, α y ß, ambas codificadas en los loci HLA-
DR, -DQ o -DP. El amplio polimorfismo que presentan está concentrado en la región de 
unión de los péptidos, lo cual permite que los diversos alelos reconozcan péptidos 
diferentes y, con ello, estén asociados a respuestas inmunes diferentes.(66-68) 

 
En las infecciones no productivas, como serían los casos de las neoplasias intraepiteliales 
(NIC) de alto grado y el cáncer invasor, solamente se producen proteínas tempranas del 
virus y no proteínas tardías, por lo que las partículas virales no se presentan en el espacio 
extracelular, y por tanto no se esperaría una respuesta humoral contra los antígenos virales. 
Sin embargo, en el suero de las pacientes con cáncer cervical frecuentemente se encuentran 
anticuerpos contra la proteína E7 del HPV 16 o el HPV 18. Igualmente, se han detectado 
anticuerpos contra las proteínas E2 del HPV 16 y del HPV 18, E4 y E6 del HPV 16. 
Además, se ha encontrado que los títulos de anticuerpos contra las proteínas E2, E6 y E7 
aumentan con el estadio clínico y varían de acuerdo con la manera en que es tratada la 
enfermedad. No se sabe cómo se genera esta respuesta humoral, pero quizá durante la lisis 
de células cancerosas por linfocitos T citotóxicos, salgan antígenos virales al espacio 
extracelular. Por otra parte, no se conoce cuál es el papel de la respuesta inmune humoral 
en los tumores invasores, es decir si juega un papel en contra del tumor, quizá en 
colaboración con las células NK  y los macrófagos, o si solamente se presenta como un 
efecto secundario asociado al desarrollo de la enfermedad. De cualquier manera, estos datos 
sugieren que estas proteínas virales derivadas de genes de transcripción temprana son 
inmunogénicas y  pueden representar blancos para el sistema inmunológico (63, 66) 

 
Como se mencionó anteriormente, el  sistema inmune es importante en el control de la 
infección por HPV, no obstante  la prolongada persistencia de la infección viral y la 
concurrente  aparición de lesiones intraepiteliales escamosas (SIL), sugiere  la presencia de 
mecanismos de escape  al control  inmunológico  durante la evolución de SIL a  carcinoma 
in situ y cáncer invasor. En este caso, diferentes modificaciones en el mecanismo del 
procesamiento y presentación de antígenos por moléculas del complejo principal de 
histocompatibilidad pueden ocurrir (50, 67). 
 
La inmunodeficiencia humoral caracterizada por la falla al producir anticuerpos  no 
incrementa la susceptibilidad a desarrollar lesiones por HPV.  Una  alta prevalencia de 
anticuerpos hacia HPV -16 E6 y E7  puede ser observada en pacientes con cáncer cervical  
con respecto a individuos sanos (33 vs 23 %) respectivamente,  suministrando evidencia  de 
HPV depende de la progresión. (67) 

 

 La respuesta inmune hacia las proteínas E6 y E7 expresadas en las células tumorales de  
cáncer cervical,  es la respuesta  con  los linfocitos T citotóxicos (CTL). La  generación de  
CTLs  específicos para HPV requiere del  exitoso  procesamiento  endógeno de estas 
proteínas oncogénicas  y la  subsecuente presentación  a linfocitos  T CD8 + en el  contexto 
de los  HLA-I . (64, 67-69) 
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Vacunas  contra la infección por  HPV. 
 
Dos tipos de vacunas han sido generadas para contrarrestar la infección producida por HPV 
y el desarrollo de cáncer cérvico-uterino: Las vacunas de tipo profiláctico y las vacunas 
terapéuticas(70). El propósito  de las vacunas profilácticas es reducir la incidencia del cáncer 
cervical  por la prevención de la infección por el virus a través de la inducción de 
anticuerpos neutralizantes contra  las proteínas de la cápside; mientras que las  vacunas 
terapéuticas son diseñadas para inducir la respuesta inmune celular  capaz de limpiar la 
infección persistente con  HPV o para erradicar células transformadas por oncoproteínas del   
HPV.   (32, 71). Las vacunas profilácticas diseñadas para la prevención de la infección por 
HPV tienen como objetivo inducir inmunidad contra las proteínas estructurales tardías L1 y 
L2    tipo especificas además pueden suprimir la replicación del virus en individuos quienes 
fueron  ya infectados, previniendo de esta forma  la transformación   de células blanco. En 
estos casos se han ideado  vacunas quiméricas de HPV compuestas por partículas virales 
que incorporan a las proteínas L1/L2 estructurales y  a las proteínas oncogénicas E6/E7.  (72) 

 

La proteína L1 de la cápside ha sido  blanco  para la inducción de anticuerpos 
neutralizantes  utilizando DNA que codifica para esta proteína, proteína sintética  en forma 
desnaturalizada o ensamblada en capsómeros  o partículas semejantes a virus (VLP´s) que 
simulan a viriones, pero sin contener el DNA codificante para los virus (11). Los  VLPs 
purificados  de diferentes sistemas de expresión han sido usadas para la inmunización  por 
vía intramuscular  o por una ruta oral.  Los VLPs han sido expresados en bacterias, 
bacuolavirus, levaduras, también como células de plantas incluyendo papas y tabaco.(32). 
Estas partículas  representan   el candidato a vacuna líder  para el tratamiento y prevención  
de cáncer cervical humano. La vacunación con VLPs  constituidas de la proteína  L1 de 
HPV-16, 18, 6 y 11 han inducido anticuerpos neutralizantes en varios  modelos animales a 
los que  protegen contra el desarrollo de  lesiones. (70) 

 

Varios modelos de estudio han utilizado VLPs  constituidas por la proteína L1  y las VLPs 
quiméricas con la finalidad de activar linfocitos T y B mediante células presentadoras de 
antígeno  alimentadas con estas partículas, como es el caso de células dendríticas  que 
expresan una alta cantidad de moléculas MHC clase I y clase II  y  moléculas 
coestimuladoras CD 80  y CD 86   (70) 

 
En el  caso particular de las vacunas profilácticas basadas en VLP´s compuestas por la 
proteína L1 de   HPV tipo 16 (HPV16 L1),  su aplicación ha sido bien tolerada  en humanos 
y capaz de generar altos niveles de anticuerpos  neutralizantes. Se han realizado  estudios  
en las cuales  fueron incluidas 2392 mujeres jóvenes  entre 16 y 23 años las cuales 
recibieron  40 μg por dosis de VLPs  con intervalos  de 0, 2 y 6 meses, y se encontró una 
respuesta en  la  cual las  mujeres  fueron seguidas en  una  media  de 17.4 meses  después 
de la  vacunación y la incidencia de  persistencia  a infección por HPV-16 fue de 3.8 %,  
estos  autores concluyen  que la administración de la vacuna HPV-16 reduce la incidencia   
tanto  la  infección  por HPV-16  como la neoplasia intraepitelial  cervical relacionada y 

 20



que la inmunización  a mujeres  con  HPV 16 negativas puede eventualmente reducir  la  
incidencia de cáncer cervical(73)

 
En otro estudio realizado  con VLPs del HPV tipo 11 se llamaron a  voluntarios  adultos  
sanos, en fase I se encontró la dosis para  el tratamiento en humanos.  Esta vacuna fue 
tolerada e induce altos niveles de anticuerpos de unión  y  neutralizantes.  Un marcado 
incremento en  la linfoproliferación hacia antìgenos del HPV-11 fueron  notados después de 
la segunda vacunación (74). Estos estudios,  han mostrado que la generación de anticuerpos 
neutralizantes han sido altamente específicos hacia  estructuras conformacionales de las 
partículas  virales utilizadas para la inmunización, de tal suerte que  las vacunas 
profilácticas que  actualmente se están  evaluando son: una vacuna tetravalente (gardasil) 
producida por los laboratorios Merck e incluyen   VLP´s de  HPV-16, 18, 6 y 11, los 
principales tipos de HPV asociados a lesiones cervicales. Otra vacuna producida por 
laboratorios Glaxo (cervarix)  sólo incluye VLP´s de HPV-16 y 18.  Estas vacunas 
cotizadas en alrededor de  100 dólares por dosis, pueden conferir   protección  a la 
población femenina en  aproximadamente un 70% ante el riesgo de contraer infección por 
estos tipos de HPV y eventualmente cáncer cérvico-uterino. Ya que  estos dos tipos virales 
son frecuentemente expresados en el 70% de los tumores cervicales(75-76). 

 

 

Ante esta perspectiva, sería de gran importancia  establecer tipos de vacunación más 
accesibles a la población de países subdesarrollados y  propios a las variantes virales 
predominantes en  las diversas regiones del mundo.  En este sentido, el grupo de trabajo ha  
venido estudiando secuencias homólogas antigénicas  encontradas en las proteínas L1 de 
los principales tipos de HPV asociados a cáncer cérvico uterino, con la finalidad de 
utilizarlas como inmunógenos en la generación de respuesta mediada por linfocitos T y B 
en  pacientes con infecciones producidas por HPV. Recientemente se identificaron  dos 
péptidos antigénicos  homólogos derivados de la proteína L1  del HPV  16 y 18, con una 
alta especificidad para el alelo  de histocompatibilidad HLA-B *3901. Estos péptidos 
inducen una estimulación de células T  en pacientes con cáncer cervical avanzado, positivo 
para  las infecciones HPV-16 o 18  y para esta molécula de histocompatibilidad, además los 
linfocitos estimulados fueron capaces de matar a células tumorales derivadas de un paciente 
con cáncer cérvico-uterino positivo para infección por HPV-18 y para el  alelo HLA-B 
*3901. (14) El nonapéptido  IHSMNSTIL descrito en este estudio, comparte  homología 
>70% con secuencias  encontradas en las proteínas L1 de varios HPV´s  altamente 
asociados a cáncer cérvico-uterino y además   estructuralmente se localiza en los dominios 
alfa-hélices  h2 y h3 de la estructura  de la proteína L1, los cuales son importantes en la 
unión de los pentámeros  de la proteína L1 para constituir a la cápside viral. 
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Figura  5.  Vista del pentámero de  la proteína L1, y las interacciones de las alfa hélices  y 
la localización del péptido  IHSMNSTIL  entre las alfa hélices  2 y 3 y  el número de 
aminoácidos  que lo conforman. Tomada de  Chen Xiaojiang 2000 (11) 

 
De acuerdo con la localización de esta secuencia antigénica IHSMNSTIL en la estructura 
de la cápside viral, se procedió a analizar  previamente si pacientes con infecciones por 
virus de HPV de alto riesgo presentaban anticuerpos  específicos IgA e IgG  hacia este 
péptido. (15) 
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Al analizar sueros y secreciones  cervicales de mujeres con lesiones cervicales   
intraepiteliales escamosas  asociadas  a HPV de alto  riesgo (LSIL) y pacientes con cáncer 
cervical,  comparadas con mujeres con infecciones por HPV de bajo riesgo y mujeres sanas 
 (controles),  se encontró que la   respuesta de IgG e IgA fue similar   en mujeres con HPV  
de bajo riesgo asociadas a LSIL  y controles (P=0.1). En contraste, más del 90 %  de 
pacientes con HPV de alto riesgo asociado a LSIL  y pacientes con cáncer cervical fueron 
seropositivos al péptido IHSMNSTIL. Este resultado permitió discriminar de manera 
significativa mayor  seropositividad hacia este antígeno  en mujeres  con infección por HPV 
de alto riesgo en comparación  con aquellas de bajo riesgo  o donadoras sanas (15),  lo cual 
sugiere que este péptido antigénico es determinante en la generación de respuesta inmune 
específica. Por lo que en el presente estudio, se analiza  a través de un modelo murino de 
ratones Balb/c, la generación de anticuerpos específicos a este antígeno a través de la 
inmunización y la reactividad cruzada de anticuerpos generados al inmunizar ratones con 
secuencias homólogas al péptido IHSMNSTIL, así como el reconocimiento de estos 
anticuerpos hacia partículas similares a virus de la proteína L1 de HPV-16. 
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PLANTEAMIENTO  DEL PROBLEMA 
 

En  México la infección por virus del papiloma humano y la incidencia de cáncer cèrvico-
uterino (CaCu) se incrementa día a día. Se ha estimado que  más del 60 % de la población 
sexualmente activa está infectada por algún tipo de HPV, ello se debe a que la infección por  
HPV  es asintomática  y se mantiene latente por largos periodos, por lo que    el contagio se 
propaga continuamente.  En consecuencia, resulta indispensable establecer metodologías 
que permitan  la detección oportuna  de  infecciones producidas por los tipos de HPV de 
alto riesgo (HPV-16, -18, -31, -33, -52, -58 etc) que se asocian  más frecuentemente con  
lesiones malignas del epitelio cervical. Actualmente el Papanicolaou es el método de 
detección más utilizado debido a su bajo costo y relativa accesibilidad a la población; no 
obstante éste método no da información sobre los tipos de HPV infectantes. Asimismo, los  
métodos que permiten identificar y tipificar  la infección  por HPV  a través  del análisis del 
DNA viral mediante técnicas de PCR, hibridación in situ, captura de híbridos, etc.,   no son  
accesibles para  la mayoría de la población debido a su alto costo. Por otro lado, gracias a la 
tecnología recombinante, se han podido sintetizar partículas similares a virus de HPV 
(VLPs), constituidas principalmente por las proteínas L1 y L2 de HPV-16 y 18. El uso de 
estas partículas se encuentra en evaluación clínica Fase III para prevenir infecciones por 
HPV, no obstante su alto costo en la síntesis y alta especificidad en los análisis previamente 
reportados, limitaría su uso en poblaciones en vías de desarrollo.  Por tanto,  es necesario 
desarrollar métodos y técnicas de mayor accesibilidad a la mayoría de la población  tanto 
para la detección como para la prevención  de estas  infecciones. En este contexto,  nuestro  
grupo de investigación  ha identificado que la secuencia 417-425 (péptido IHSMNSTIL) de 
la proteína  L1 de HPV-16, la cual es altamente conservada entre secuencias L1 de varios  
HPV de alto riesgo asociados a CaCu,  es  fuertemente reconocida por anticuerpos 
presentes en sueros de más del 90% de  mujeres  que presentan  infección por  virus de 
papiloma humano de alto grado, lo cual nos lleva a proponer que este péptido  pueda ser 
útil para detectar infecciones producidas por HPVs de alto  riesgo, así como considerar su 
uso  potencial en la composición de  vacunas de tipo profiláctico. Por tanto, el objetivo del  
presente trabajo  es el de evaluar la capacidad inmunogénica  del péptido IHSMNSTIL  y 
de sus homólogos de las proteínas L1 de HPV-18, -31, -33, -52, -58 y –6/11 en un modelo 
de ratón (Balb/c), para generar anticuerpos específicos hacia estos péptidos y con capacidad 
de reconocer  VLPs de HPV-16.   
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OBJETIVOS 

 
 
 

Objetivo  general 
 
 Evaluar la capacidad inmunogénica  del péptido IHSMNSTIL  derivado de la proteína L1 
del  HPV-16   y   de  sus homólogos   derivados  de los diferentes tipos de HPV  ( HPV-18, 
-31, -33, -52, -58 y –6/11) en ratones   de la cepa Balb/c 
 
 
 

Objetivos  particulares 
 
1.- Analizar  la presencia de anticuerpos  específicos  al péptido antigénico  IHSMNSTIL y  
a  sus  homólogos en suero de ratones Balb/c  inmunizados. 
 
2.-  Analizar la reactividad cruzada de anticuerpos específicos  al  péptido  IHSMNSTIL, 
contra  los  péptidos  homólogos a éste péptido. 
 
3.-  Evaluar el reconocimiento  de   partículas similares  a virus (VLP) de HPV-16 por los 
anticuerpos  específicos al péptido  IHSMNSTIL  y a sus  homólogos. 
 
 
 
 
 
 

 25



Hipótesis 
 
En  estudios  previos se ha identificado que el  péptido IHSMNSTIL, correspondiente a la 
secuencia 417-425 de la proteína  L1 del  HPV-16,   conserva   alta  homología con  
péptidos  derivados de la proteína L1 de varios  tipos de  HPV de alto riesgo asociados al 
desarrollo de cáncer cèrvico-uterino. Además recientemente detectamos que mujeres que 
cursan  con infecciones producidas por  HPV-16 y otros tipos de alto riesgo,  presentan 
altos títulos de anticuerpos séricos que reconocen a este péptido, sugiriendo una alta 
inmunogenicidad del mismo.  Por tanto,  si  aplicamos al péptido IHSMNSTIL y a varios 
de sus homólogos derivados de la proteína L1 de HPV-18, -31, -33, -52, -58 (principales  
tipos oncogénicos asociados con el desarrollo de neoplasias cervicales) así como el de 
HPV-6/11 (asociados a lesiones benignas del epitelio cervical)  en un sistema de la 
inmunización  in vivo (ratones de la cepa Balb/c),  esperamos encontrar anticuerpos péptido 
específicos, los cuales serán capaces de reconocer partículas similares a virus (VLPs) 
derivadas de la proteína L1 de HPV-16. 
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MATERIALES Y  METODOS 
 
 

Materiales 
 
Péptidos sintetizados  derivados de los  HPV  (tabla 2). (Invitrogene, USA). 
 
Albúmina  bovina serica  fracción 5,  pH 7, (Resarch organic, Cleveland  OH ) 
 
Anticuerpo (IgG)  anti ratón acoplado a fosfatasa alcalina (ZYMED, USA). 
 
Adyuvante completo e incompleto de Freund (Sigma, USA). 
 
Solución amortiguadora de fosfatos,   PBS  pH 7.2 (Apéndice) . 
 
Solución amortiguadora de  carbonatos-bicarbonatos  pH 9.6 (Apéndice). 
 
TBS-Tween  0.1 %   pH  7.6 (Apéndice). 
 
Dietanolamina  al 10%   (Sigma,  USA) (Apéndice). 
 
Substrato de fosfatasa alcalina (Sigma,  USA) (Apéndice). 
 
Jeringas  3 mL  (TERUMO, USA) 
 
Tubos siliconizados Eppendorff 1.5 mLl  (CLP, USA ) 
 
Tubos capilares  sin anticoagulante, 100 mm  (KIMAX, USA). 
 
Placas  para ELISA  de 96 pozos (Corning, USA).   
 
Lector de placas de ELISA (Filtro de 405 nm),   (Molecular Devices   E MAX,    USA). 
 
Micro centrifuga  (Eppendorff, USA). 
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MÉTODOS 
 

A.   PETIDOS SINTÉTICOS. 
 
Los péptidos sintéticos utilizados en este estudio se enlistan  en la  siguiente tabla: 

 
 

Proteína de donde 
deriva el péptido 

Secuencia del 
péptido 

Posición en la 
proteína L1 

% Identidad 

L1 de HPV´s  de alto 
riesgo 

16 
18 
31 
33 
52 
58 

 
 

IHSMNSTIL 
IHSMNSSIL 
IHSMNPAIL 
IHAMNPDIL 
IHKMDATIL 
IHTMDSNIL 

 
 

417-425 
453-461 
392-400 
390-398 
421-429 
416-424 

 
 

Referencia 
88.9 
77.8 
66.7 
66.7 
66.7 

L1 de HPV´s de bajo 
riesgo 

6 
11 

 
 

IHTMNPSVL 
IHTMNPSVL 

 
 

386-394 
387-395 

 
 

55.6 
55.6 

 
Tabla 2. Secuencias de los péptidos antigénicos homólogos al péptido IHSMNSTIL. 

Para el análisis de alineación de secuencias se utilizó el programa de Lipman y 
Pearson. www.ebi.ac.uk/emboss/align/ 

 
 
 
B.       RATONES E INMUNIZACIÓN. 
 
Ratones hembra de la cepa Balb/c de 6-8 semanas de edad,  fueron  inmunizados con  cada 
uno de los péptidos de acuerdo con el siguiente esquema: Se aplicaron  4 inmunizaciones,  
vía cavidad peritoneal, de 100 μg  de cada  uno de los péptidos  a grupos de 3 ratones. En la 
primera inmunización los péptidos aplicados fueron  disueltos en PBS y emulsionados con 
Adyuvante Completo de Freund  en proporción 1:1;  y en las tres posteriores 
inmunizaciones se utilizaron 100 μg de péptido emulsionado  con Adyuvante Incompleto 
de Freund en proporción 1:1, el  espacio entre cada inmunización fue de  8-10 días. Los 
anticuerpos  anti-VLP´s se obtuvieron de  tres ratones inmunizados con 5 μg c/u de  VLPs 
(donados por la Dra. Leticia Rocha Zavaleta,  IIB-UNAM).  
 
Una semana después de la última inmunización, los ratones fueron  sangrados vía ocular 
usando tubos capilares sin anticoagulante. Después de  centrifugar la sangre, se colectaron 
los sueros correspondientes, se fraccionaron en alícuotas y se almacenaron  en ultra 
congelación (-70°C)  hasta su posterior uso.   
 
 

 28



 
 
 
C.     ENSAYOS DE ELISA PARA  DETECTAR ANTICUERPOS ESPECÍFICOS A 
PÉPTIDOS Y VLPS. 
 
Los péptidos sintéticos fueron disueltos a una concentración de  10 μg/mL de  solución 
amortiguadora de carbonatos-bicarbonatos pH 9.6. 100 μL de esta solución fueron 
colocados  por triplicado en   pozos de  placas de  ELISA  e  incubados durante toda la 
noche a 4°C. Al día siguiente  se realizaron 2 lavados  con 300 μL  de TBS-Tween al 0.1 % 
por cada pozo. Posteriormente los pozos fueron cubiertos  con   300 μl  de solución 
bloqueadora  compuesta por   TBS-Tween  0.1% y  albúmina sérica bovina (BSA)  al 2% e 
incubados  durante 2 horas a 37°C. Después de este tiempo, los pozos fueron lavados 4 
veces con  TBS-Tween 20 al 0.1 %  (300 μL de solución  por cada pozo). En seguida, los 
sueros de ratones inmunizados  con cada uno de los péptido, fueron diluidos a una 
proporción de  1:2500 en solución de bloqueo y se colocaron   100 μL de cada dilución en 
los pozos correspondientes, con la finalidad de determinar el reconocimiento específico de 
cada antisuero a su péptido específico, así como el del antisuero anti-IHSMNSTIL contra 
los péptidos homólogos a éste. Después de 2 horas de incubación  a 37°C, se realizaron  6 
lavados con  300 μL  de TBS-Tween al 0.1 % por cada pozo. Para revelar el 
reconocimiento de los anti-sueros hacia los péptidos,   se utilizó un  anticuerpo secundario  
de cabra anti-ratón acoplado a fosfatasa alcalina, el cual se diluyó   1:5000  en solución de 
bloqueo  y se  colocaron 100 μL  de esta solución en cada pozo. Después de incubar a 37°C 
durante  2 horas,   se realizaron  8 lavados con 300 μL  de TBS-Tween 20  al  0.1 % por 
cada pozo,  y se   adicionaron 100 μL  de una solución de  substrato  de fosfatasa alcalina 
(Apéndice 5). Después de incubar la placa  a 37°C  durante 30-60 minutos, la reactividad 
enzimática de la fosfatasa fue determinada mediante el desarrollo de color amarillo 
detectado  en un lector de placas de  ELISA  a  una  longitud de onda de 405 nm. 
 
Para determinar la reactividad de los antisueros anti-péptido  contra los VLPs de  la 
proteína L1 de HPV-16, los VLPs  fueron  disueltas en solución de PBS y fijadas toda la 
noche en las placas de 96 pozos de  ELISA. El reconocimiento de los antisueros  hacia los 
VLPs,  fue determinado bajo las mismas condiciones del procedimiento antes mencionado.  
 
 
 
Los ensayos se realizaron  3 veces 
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   DIAGRAMA DE FLUJO. 

 
 
 
 

 
 
 
 
Figura 6. Principio  básico de la técnica de ELISA  indirecta. En esta técnica, usada 
para buscar anticuerpos contra antígenos  conocidos, los pozos  se recubren con  el 
antígeno (1), después se lavan y se tratan con una proteína bloqueadora “irrelevante”  
(2)  y luego se incuban con el suero problema (3). Los anticuerpos retenidos por el 
antígeno se detectan  por adición de un “segundo anticuerpo” conjugado a una  
enzima (4)  que después  “se revela” adicionando el substrato y un cromógeno (5). El 
resultado  de la reacción es la formación  de un producto coloreado soluble.  (6) el  
producto coloreado se lee a 405 nm tomado de  Rojas- Espinosa 2001 (77  y  modificado por  

ORTIZ ROGELIO) 
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Resultados: 
 

 
Detección de anticuerpos IgG  específicos al péptido IHSMNSTIL y a sus homólogos. 
 
En estudios  previos, nuestro grupo de trabajo ha   detectado que mujeres con infección por 
HPV-16 y otros tipos de HPV de alto riesgo, presentan  anticuerpos de isotipo IgG  que 
reconocen al péptido antigénico IHSMNSTIL proveniente de la proteína L1 de HPV-16,(15). 
La alta homología de este péptido (>89%, mediante análisis de secuencias por Pearson)  
con secuencias encontradas en la proteína L1 de  HPV de alto riesgo de los principales tipos 
asociados con el desarrollo de cáncer cérvico-uterino (HPV-18, -31, -33, -52, y -58 entre 
otros), sugería que   anticuerpos específicos hacia  P16 pudieran tener reactividad cruzada 
hacia sus homólogos  presentes en las secuencias L1 de los HPV´s de alto riesgo, por tal 
motivo en el presente trabajo evaluamos la reactividad de anticuerpos  anti péptido P16 
contra sus péptidos homólogos    pertenecientes   a la proteína L1 de HPV-18 
(IHSMNSSIL) (P18); HPV-31 (IHSMNPAIL) (P31); HPV-33 (IHAMNPDIL) (P33);  
HPV-52 (IHKMDATIL) (P52); HPV-58 (IHTMDSNIL) (P58); HPV-6 (IHTMNPSVL) 
(P6) y HPV-11 (IHTMNPSVL) (P11), asimismo evaluamos  la reactividad de anticuerpos 
específicos a cada péptido  contra  partículas similares a virus (VLP´s) constituídas 
principalmente por la proteína L1 de HPV-16. 
 
Se utilizó el  modelo de inmunización de ratones de la cepa Balb/c para generar anticuerpos  
específicos hacia los péptidos antes mencionados y la técnica de ELISA para detectar y 
evaluar la presencia de anticuerpos IgG específicos en los sueros de los ratones 
inmunizados. 
  
Inicialmente se evaluó la presencia de anticuerpos  IgG (detectado por un anticuerpo 2º 
anti-IgG, conejo anti ratón, marcado con fosfatasa alcalina) específicos contra el péptido  
P16 en sueros obtenidos después de cada una de las  inmunizaciones.  Como se  observa en 
la Tabla 3 y Figura 7,  el título de anticuerpos fue incrementándose durante cada 
inmunización, desde 0.31  de  absorbancia a  (405 nm) en  el suero de ratones pre-inmunes 
(sin inmunizar), hasta 0.589 de absorbancia en el suero de ratones después de la cuarta 
inmunización, utilizando una dilución de 1:1000 en los ensayos de ELISA.    El anticuerpo 
irrelevante  y del isotipo IgG,  W6/32,  que reconoce la región constante de las moléculas 
HLA clase I humanas, no reaccionó con  P16 en la ELISA y su valor fue similar  al  del 
anticuerpo secundario. Además los anticuerpos obtenidos después de la cuarta 
inmunización no reaccionaron contra péptidos de la proteína E6 o E7 de HPV-16, dando 
valores similares a los obtenidos por el anticuerpo secundario (Tabla 3).  De estos 
resultados se concluye que la inmunización con el péptido IHSMNSTIL indujo la 
producción de anticuerpos péptido-específicos y que el mayor título de anticuerpos se 
produjo después de la tercera inmunización, manteniéndose constante después de la cuarta 
inmunización.  
 
 
 
Tabla  3.  Títulos de anticuerpos  anti-P16 presentes en sueros de ratones inmunizados con 
el péptido IHSMNSTIL durante los periodos de inmunización.  
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Antisuero # Inmunizaciones Promedio Abs  contra P16
Preinmune Sin  inmunizar 0.31 

Primera 0.494 
Segunda 0.558 
Tercera 0.577 

 
Anti p16 IHSMNSTIL 

Cuarta 0.589 
Anticuerpo w6/32  0.1876 

Secundario  0.1873 
Antisuero Promedio de  Abs contra péptidos no relacionados 

Anti p16 IHSMNSTIL KLPQLCTEL (E6 HPV-16) 
TLGIVCPIC (E7 HPV-16) 

0.1920 
0.2010 
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Figura 7. Títulos de anticuerpos específicos contra el péptido IHSMNSTIL después de 
inmunizar a ratones de la cepa Balb/c. PI, suero de ratones sin inmunizar. W6/32, 
anticuerpo irrelevante anti-HLA clase I. 2o, anticuerpo secundario. La dilución  de los 
sueros utilizada  fue de 1:1000. 
 
 
 
Una vez  que se determinó   que  la cuarta inmunización con péptido IHSMNSTIL  
derivado de  la proteína L1 del HPV 16,  indujo  la mayor cantidad de anticuerpos 
específicos al péptido P16, se procedió a inmunizar  a ratones  Balb/c con los diferentes 
péptidos homólogos  al péptido IHSMNSTIL  (P16), péptidos derivados de la proteína L1 
de  HPV-18, 31, 33, 52, 58, 6  y  11. 
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Como se observa en la tabla 4 y figura 8, todos los péptidos homólogos fueron capaces de 
inducir la generación de anticuerpos IgG específicos a cada uno de los mismos en los 
animales inmunizados durante 4 ocasiones.  Los ratones inmunizados con el péptido  P31 y 
P52, derivados de la proteína L1 de  HPV-31 y 52 (alto riesgo) fueron los que indujeron 
una mayor respuesta de anticuerpos.   
 
Tabla 4. Títulos de anticuerpos  específicos a P16 y a sus homólogos en sueros de ratones 
inmunizados 
 

Anticuerpo Péptido Promedio Abs 
Anti HPV 16 IHSMNSTIL (HPV-16) 2.7 
Anti HPV 18 IHSMNSSIL (HPV-18) 2.6 
Anti HPV 31 IHSMNPAIL (HPV-31) 3.4 
Anti HPV 33 IHAMNPDIL (HPV-33) 2.8 
Anti HPV 52 IHKMNATIL (HPV-52) 3.1 
Anti HPV 58 IHTMDSNTIL (HPV-58) 2.6 
Anti HPV 6 IHTMNPSVL (HPV-6) 2.7 
Anti HPV 11 IHTMNPSVL (HPV-11) 2.7 
Secundario  0.220 
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Figura 8. Títulos de anticuerpos específicos  hacia los péptidos P16, P18, P31, P33, P52, 
P58 y P6/11, después de inmunizar a ratones Balb/c con cada uno de los péptidos 
correspondientes durante 4  ocasiones. La dilución de los sueros en la determinación fue de 
1:100. 
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Anticuerpos anti-IHSMNSTIL reconocen  a sus homólogos derivados de  HPV-18, -31, 
-33, -52, -58 ,- 6 y -11. 
 
Después  de  analizar  la inducción de anticuerpos  producidos por   las diferentes 
inmunizaciones con el  péptido  IHSMNSTIL   y de sus homólogos de  P-18, -31-,33,-52,-
58, -6  y –11,   se procedió   a analizar  si  los anticuerpos anti-P16 tenían  reactividad 
cruzada  hacia  cada uno de los péptidos  homólogos. En  la tabla 5 y figura 9  se observa 
que los anticuerpos  IgG   producidos por la inmunización de ratones Balb/c con  el péptido 
IHSMNSTIL,   muestran altos títulos de reconocimiento   hacia los péptidos homólogos 
desde 2.5 a 3.1 de absorbancia, destacando la reactividad hacia los péptidos P6, P11 y P58 
cuyos valores fueron de 3.1, 3.1 y 2.9  respectivamente.  
  
Tabla  5. Inmunoreactividad del anticuerpo  anti-P16 contra los péptidos  homólogos P-
18,-31,-33,-52,-58,-6 y -11.  
 

Anticuerpo Péptidos Promedio Abs (405nm) 
IHSMNSTIL (HPV-16) 2.7 
IHSMNSSIL (HPV-18) 2.8 
IHSMNPAIL (HPV-31) 2.6 
IHAMNPDIL (HPV-33) 2.65 
IHKMNATIL (HPV-52) 2.5 
IHTMDSNIL (HPV-58) 2.9 
IHTMNPSVL (HPV-6) 3.1 

 
 
 
 

Anti p16 

IHTMNPSVL (HPV-11) 3.1 
Secundario  0.2 
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  Figura 9.  Anticuerpos anti-P16 reconocen a los péptidos homólogos   P18, P31, P33, 
P52, P58,  P6-11. La dilución del suero anti-P16 fue de 1:100. 
 
 
Anticuerpos anti-P16, -P18, -P31, -P33, -P52. –P58 y  -P6/11 reconocen a VLP´s de la 
proteína L1 de  HPV-16. 
  
De acuerdo con los resultados anteriores,  el  anticuerpo anti-P16 fue capaz de reconocer a 
los péptidos homólogos, lo cual sugiere que este sitio conservado entre los diferentes tipos 
de HPV (alto y bajo riesgo) es altamente antigénico y potencialmente reconocido dentro de 
la estructura del virión  infectante.  Con la finalidad de  analizar si los anticuerpos anti-P16 
y los obtenidos de sus homólogos en ratones inmunizados, eran capaces de  reconocer   a  
estructuras conformacionales  similares a viriones de HPV-16, en donde la región 
perteneciente al péptido P16 es potencialmente expuesta,  se procedió a determinar si  estos 
anticuerpos reconocen a partículas similares a virus (VLP’s)  constituidos por la proteína 
L1 de HPV-16. Para ello, se contó con VLP’s  de la proteína L1 de HPV-16  previamente 
generados en el laboratorio de Inmunobiología de FES-Zaragoza UNAM, asimismo con 
antisueros  anti-VLP’s generados a partir de ratones de la cepa Balb/c inmunizados con  3 
dosis  de 5 μg de VLP´s. 
 
Inicialmente se realizó una   dilución seriada de  un lote de VLP’s en ensayos de ELISA 
para revelar  la reactividad de  los anticuerpos anti-VLP’s a una dilución de  1:2500.   
Como se observa en  la tabla 6 y figura 10,   el título de absorbancia de VLP’s   entre  10 y 
0.625 μL  del lote original   fue de 3.7 y 1.4 respectivamente,   siendo  óptimo el de 2.5 μL 
de VLP’s  con una absorbancia de  2.4, el cual fue más alto  en comparación con el valor de 
0.593 de Abs dado por 20 ng de VLP’s de una marca comercial (Glaxo, SK, England),  por 
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lo cual  en el ensayo posterior se utilizaron 2.5 μL de VLP´s  del lote original producido  en 
el  laboratorio.  
 
Tabla 6.  Reactividad de anticuerpos anti-VLP’s  contra diluciones de  VLP’s en ensayos 
de ELISA. 
 

Dilución de VLP’s Promedio Abs 
10 μL 3.7 
5 μL 3.0 

2.5 μL 2.4 
1.25 μL 1.6 
0.625 μL 1.4 

0 μL 0.3 
Secundario 0.2 
Substrato 0.18 

VLP GLAXO SK 0.593 
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Figura 10.  Reactividad de anticuerpos anti-VLP’s  contra diluciones seriadas  de  VLP’s 
en ensayos de ELISA. La dilución del anticuerpo anti-VLP fue de 1:2500.  
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En la tabla 7 y figura 11  se muestra que los anticuerpos  anti-P16 y homólogos reconocen  
a las VLP’s compuestas por la proteína L1 de HPV-16. Los títulos más altos fueron dados 
por los anticuerpos dirigidos hacia los péptidos derivados de la proteína L1 de HPV’s de 
alto riesgo, desde  3.1 hasta 3.9 de absorbancia, destacando los títulos dados por los  
anticuerpos  anti-P16 y P52  con 3.7 y 3.9 de absorbancia respectivamente, ligeramente 
mayores a los obtenidos por el anticuerpo anti-VLP cuyo título promedio fue de 3.5. 
Mientras tanto,  los títulos obtenidos  por los anticuerpos anti-P6 y P11,  derivados de 
HPVs de bajo riesgo,  fueron de  2.8 de absorbancia en cada uno de ellos. Esto nos permite 
sugerir que los anticuerpos dirigidos hacia péptidos provenientes de HPV´s de alto riesgo, 
tienen mayor avidez  hacia los VLP´s  de HPV-16,  muy probablemente debido a la alta 
homología  entre el péptido P16 y aquellos derivados de los HPV´s de alto riesgo.  
 
 
Tabla 7 Anticuerpos anti-P16 y sus homólogos de HPV´s de alto riesgo reconocen 
fuertemente a   VLP’s de la proteína L1 de HPV-16. 
 
 

Anticuerpos VLPs Promedio Abs 
Anti IHSMNSTIL (HPV-16) 3.7 
Anti IHSMNSSIL (HPV-18) 3.1 
Anti IHSMNPAIL (HPV-31) 3.5 
Anti IHAMNPDIL (HPV-33) 3.2 
Anti IHKMNATIL (HPV-52) 3.9 
Anti IHTMDSNIL (HPV-58) 3 
Anti IHTMNPSVL (HPV-6) 2.8 
Anti IHTMNPSVL (HPV-11) 2.8 

Anti  VLPs 

 
 
 

VLPs (HPV-16) 
 
 
 

3.5 
Secundario  0.2 
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Figura 11. Los anticuerpos anti: P-16, P-18, P-31, P-33, P-52, P-58, p- 6/11  reconocen 
fuertemente a VLP’s de la proteína L1 de HPV-16. La dilución utilizada de cada anticuerpo 
fue de 1:100; y la del anti-VLP fue de 1:2500. 
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Por otra parte, para averiguar si anticuerpos  obtenidos en ratones  inmunizados con VLP´s, 
generan anticuerpos específicos a péptidos, en este caso  hacia el  péptido P16 y a sus 
homólogos,  se procedió a evaluar la reactividad de anticuerpos anti-VLP´s contra  estos 
péptidos. Como se muestra en la tabla  8 y figura 12,  la presencia de anticuerpos anti-P16 y 
sus homólogos P18, P31, P33, P52, P58 y P6/11, en el suero de ratones inmunizados con 
VLP´s de la proteína L1 de HPV-16, fueron muy bajos  comparados con el valor dado por 
anticuerpos anti-VLP´s contra los propios VLP´s en los ensayos de Elisa. Lo cual nos 
permite concluir que en los ratones inmunizados con VLP´s, la principal respuesta es 
dirigida hacia epítopes   conformacionales  de la estructura de los VLP´s y muy pocos hacia 
péptidos lineales.  
 
Tabla 8   Títulos de   anticuerpos anti-P16 y sus homólogos en sueros de ratones 
inmunizados con VLP´s de la  proteína L1 de HPV-16. 
 

Anticuerpo Péptidos Promedio Abs 
IHSMNSTIL (HPV-16) 0.36 
IHSMNSSIL (HPV-18) 0.375 
IHSMNPAIL (HPV-31) 0.375 
IHAMNPDIL (HPV-33) 0.39 
IHKMNATIL (HPV-52) 0.38 
IHTMDSNIL (HPV-58) 0.38 
IHTMNPSVL (HPV-6) 0.36 

 
 
 

Anti VLP’s 
 

IHTMNPSVL (HPV-11) 0.36 
Secundario  0.2 
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Figura 12. Anticuerpos específicos a VLP’s de la proteína L1 de HPV-16 reconocen 
débilmente al péptido P16 y a sus homólogos P18, P31, P33, P52, P58 y P6/11.  La 
dilución del anticuerpo VLP usada fue de 1:2500. El valor dado por anti-VLP hacia los 
VLP’s fue de 3.5.  
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Análisis  de resultados 
 
El péptido IHSMNSTIL derivado de la secuencia 417-425 de la proteína L1 de HPV-16 fue 
identificado inicialmente el  grupo de investigación como un epítope de  linfocitos T en 
pacientes con infección  por HPV-16 y 18 en el contexto del alelo de histocompatibilidad  
HLA-B*039(14) . Posteriormente fue identificado como un péptido antigénico reconocido 
fuertemente  por anticuerpos IgA e IgG  presentes en  secreciones cervicales y sueros de 
sangre periférica respectivamente,  de pacientes con infecciones por HPV de alto riesgo(15), 
lo que hace suponer que esta secuencia corresponde a un determinante antigénico  para la 
activación de  linfocitos T y  linfocitos B durante la infección por HPV. Otro aspecto 
importante del péptido IHSMNSTIL es  la  alta homología (mayor del 80%) que comparte 
con secuencias encontradas en la proteína L1 de varios  HPV´s de alto riesgo, lo cual nos 
permite argumentar que este péptido antigénico es un  epítope común entre los diferentes 
tipos de HPV de alto riesgo, siendo entonces relevante  para estudiar su capacidad para 
generar respuesta inmunológica hacia infecciones producidas por HPV de alto riesgo. En 
este sentido, el presente trabajo se llevó a cabo con la finalidad de analizar la inducción de 
anticuerpos específicos al péptido IHSMNSTIL y a sus homólogos en un modelo in vivo, 
usando para ello, ratones de la cepa Balb/c.  De acuerdo con lo observado en los 
experimentos, después de un esquema de inmunización estandarizado para el péptido 
IHSMNSTIL (P16), en donde se aplicaron 4 dosis de 100 μg de péptido durante 
aproximadamente 40 días,  se lograron obtener altos títulos de anticuerpos específicos hacia 
este péptido antigénico.  Siguiendo este mismo esquema, también se lograron obtener 
anticuerpos específicos a cada uno de los péptidos  homólogos   pertenecientes   a la 
proteína L1 de HPV-18 (IHSMNSSIL) (P18); HPV-31 (IHSMNPAIL) (P31); HPV-33 
(IHAMNPDIL) (P33);  HPV-52 (IHKMDATIL) (P52); HPV-58 (IHTMDSNIL) (P58); 
HPV-6 (IHTMNPSVL) (P6) y HPV-11 (IHTMNPSVL) (P11). De manera interesante se 
encontró que los anticuerpos específicos al péptido P16 mostraron  alta reactividad cruzada 
de reconocimiento  hacia  los péptidos homólogos derivados de los  HPV´s de alto riesgo 
(P18, P31, P33, P52, P58) y en menor grado hacia los péptidos  P6 y P11   de bajo riesgo,  
sugiriendo entonces que las diferencias entre las secuencias de los aminoácidos de los  
péptidos homólogos  a P16 son importantes en la reactividad cruzada de estos anticuerpos,  
puesto que los  péptidos P6 y P11 de bajo riesgo difieren en 4 aminoácidos respecto a P16 y 
los homólogos de alto riesgo (P31, P33, P52 y P58) difieren entre 1 y 3 aminoácidos en 
relación a éste, lo cual puede influir en la carga y estructura del péptido para ser reconocido 
por los anticuerpos.    
 
Otro aspecto importante observado en este trabajo, fue el hecho de que  anticuerpos 
derivados de animales inmunizados con los péptidos de la proteína L1 de HPV´s de alto 
riesgo, reconocieron  más eficientemente a partículas  sintéticas  semejantes a  virus 
(VLP´s) compuestas por la proteína L1 y L2 de HPV-16, en comparación con  los 
anticuerpos   obtenidos de animales inmunizados con los péptidos de la proteína L1 de 
HPV´s de  bajo riesgo. Sería entonces conveniente analizar, en estudios posteriores, si estos 
anticuerpos son capaces de neutralizar a partículas virales infecciosas. Por otra parte, si 
anticuerpos generados a través de la inmunización con péptidos derivados de HPV´s de alto 
riesgo, reconocen al péptido P16 de manera lineal y conformacional en la estructura de las 
VLP´s,   entonces se podría pensar que durante las infecciones producidas por HPV´s de 
alto riesgo, se puedan generar anticuerpos que reconozcan al péptido P16, lo cual sería de 
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gran relevancia para considerar el uso del péptido P16 para detectar infecciones virales 
producidas por HPV´s de alto riesgo.. En estudios previos, hemos encontrado que en sueros 
de mujeres con infecciones producidas por HPV´s de alto riesgo y no en sueros de mujeres 
con infecciones producidas por HPV´s de bajo riesgo  existen anticuerpos con alta 
reactividad hacia el péptido P16 (79), lo cual apoya fuertemente  esta idea. 
 
La posición de P16 dentro de la estructura de la proteína L1 parece ser determinante en el 
reconocimiento de las estructuras conformacionales, debido a que  este péptido forma parte 
de una asa situada entre las  estructuras alfa-hélices h2-h3  cercanas al extremo carboxilo 
terminal de la proteína L1, las cuales junto con la  alfa-hélice h4 forma la superficie de 
contacto con otros monómeros de L1 (11). El reconocimiento de  VLP´s de HPV-16, por 
anticuerpos específicos a P16 y sus homólogos derivados de HPV´s de alto riesgo, nos 
permite sugerir que particularmente esta secuencia  altamente conservada entre estos 
HPV´s  se encuentra expuesta en la estructura conformacional.  En apoyo a esta 
aseveración, se ha observado que secuencias más largas que incluyan aminoácidos 
contiguos al péptido  P16 tanto  en la posición carboxilo como amino terminal,  no son 
reconocidas por anticuerpos  IgG presentes  en mujeres positivas a infecciones  por HPV-
16. En un estudio realizado por Dillner J 1990  (80), en donde usó un péptido que incluía 9 
aminoácidos en  el extremo amino terminal y uno en la porción carboxilo terminal de P16, 
no encontró reactividad de anticuerpos hacia este péptido largo. De manera similar en un 
estudio reciente, en donde se utilizó un péptido de 20 aminoácidos que incluían de manera 
parcial a los aminoácidos  IHSM  de P16 en la parte carboxilo terminal, tampoco 
encontraron reactividad de anticuerpos en mujeres con infección por HPV-16 (81).  

 
Por otro lado, la reactividad    natural hacia el péptido P16 en mujeres infectadas con HPV 
de alto riesgo puede ser un indicador de  infecciones persistentes a través del tiempo, puesto 
que se ha  demostrado que la respuesta contra diferentes péptidos derivados de la proteína 
L1 son significativamente prevalentes en pacientes  con lesiones premalignas, en donde por 
lo menos ha existido una permanencia de la infección viral de  1 año (79, 82). Sin embargo,  la 
reactividad de anticuerpos hacia péptidos no es característica en  pacientes con  cáncer 
cèrvico uterino (83), debido a que la  reducción de anticuerpos anti-péptidos en estas 
pacientes  puede ser debida a la disminución natural  que ocurre en los individuos 
infectados  o puede ser asociado con la carencia  de la expresión del antígeno (79, 84). Se sabe 
que la transcripción del antígeno L1 es restringida a  los queratinocitos  terminalmente 
diferenciados y  que el nivel de diferenciación celular disminuye a medida de que el grado 
de neoplasia avanza (85). En consecuencia, la expresión de la proteína L1  es 
significativamente reducida  en lesiones avanzadas asociadas con genotipos de  HPV de 
alto riesgo (86), además de que en estadios avanzados de la enfermedad, eventualmente se da 
el  rompimiento del gene L1 en células donde el genoma viral de HPV se  integra para 
producir la transformación celular (79, 87). 

 
Otro dato importante encontrado en nuestro estudio fue la alta reactividad de los 
anticuerpos obtenidos de animales inmunizados con VLP´s de HPV-16 hacia las propias 
VLP´s, la cual no fue consistente al analizarla sobre el péptido P16 y los  péptidos 
homólogos a éste. Al respecto, se ha observado que una buena proporción de los 
anticuerpos generados a través de la inmunización con VLP´s, es dirigida hacia epítopes 
conformacionales  de la estructura  de las VLP´s  lo cual probablemente se vea reflejado en 
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la reactividad hacia los péptidos antigénicos ensayados. Tomando en consideración  de que  
a los animales se les inmunizó con dos dosis de 5 μg de VLP´s durante un periodo de 1 
mes, y a que como se mencionó anteriormente, la persistencia del antígeno es favorable 
para la generación de anticuerpos péptido-específicos, podemos considerar que  el tiempo y 
las dosis de antígeno utilizados durante la inmunización  no fueron suficientes  para que se 
generaran anticuerpos específicos hacia  el péptido P16 o hacia sus homólogos, lo cual sería 
de gran relevancia para  corroborarlo en estudios posteriores.  
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Conclusiones. 
 
1.- La mayor cantidad de anticuerpos específicos hacia el péptido IHSMNSTIL derivado de 
la proteína L1 del HPV 16 (P16), así como de  sus homólogos derivados de HPV-18 
(IHSMNSSIL) (P18),  HPV-31 (IHSMNPAIL) (P31), HPV-33 (IHAMNPDIL) (P33),  
HPV-52 (IHKMDATIL) (P52), HPV-58 (IHTMDSNIL) (P58), HPV-6 (IHTMNPSVL) 
(P6) y HPV-11 (IHTMNPSVL) (P11), se obtuvo mediante cuatro inmunizaciones con 100 
μg de péptido cada una, durante 40 días. 
 
2.- El anticuerpo anti-péptido  P16  tuvo fuerte reactividad cruzada contra los péptidos 
homólogos, particularmente hacia P6, P11, P18 y P58. 
  
3.- Los anticuerpos específicos  al péptido P16 y  a los  homólogos derivados de la proteína 
L1 de HPV's de alto riesgo: P18, P31, P33, P52 y P58 reconocieron fuertemente a VLP´s de 
la proteína L1 de HPV-16, sugiriendo que el péptido IHSMNSTIL se encuentra 
conformacionalmente expuesto en la estructura de los VLP´s. 
 
4.- Los anticuerpos obtenidos de ratones inmunizados con VLP´s  tuvieron baja reactividad 
hacia  el péptido P16 y sus homólogos, sugiriendo que su principal reconocimiento es sobre 
la estructura conformacional de las VLP´s. 
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Perspectivas 

 
De acuerdo con los estudios   previamente realizados con el péptido P16 y a los resultados 
obtenidos en el presente estudio,  nos permiten sugerir que este determinante antigénico 
encontrado en la región α2-α3 de la proteína L1 de HPV-16, es capaz de inducir la 
producción de anticuerpos específicos. Estos anticuerpos pueden ser inducidos mediante 
inmunización, como lo mostrado en este estudio;  o bien,   de manera natural en mujeres 
infectadas por HPV´s de alto riesgo como lo sugieren estudios previos realizados en nuestro 
laboratorio. En consecuencia, este péptido tiene un potencial  de relevante importancia para 
detectar infecciones producidas por estos tipos de HPV, también será interesante  conocer  
si la inducción de anticuerpos específicos se correlaciona con la  persistencia de la 
infección, lo cual será conveniente explorar en estudios posteriores. 
 
De acuerdo con lo observado en este estudio, la inmunización  con el péptido P16  induce 
anticuerpos capaces de reconocer partículas similares a virus o VLP´s de la proteína L1 de 
HPV-16, por lo que sería de interesante saber si estos anticuerpos tienen la capacidad de 
neutralizar  a partículas virales y prevenir la infección de células blanco por tipos virales de 
alto riesgo,  lo cual  debe ser analizado en  los siguientes estudios. 
 
La vacunación con péptidos que generen anticuerpos de memoria, como lo es  P16,  puede 
ser de gran utilidad en la  prevención de este tipo de enfermedades, que en  nuestro país 
representan  es un importante problema de salud  con   alto índice de mortalidad. En la 
actualidad la introducción de vacunas recombinantes como lo son las VLP´s sintéticas son 
muy caras en su obtención y deben seguir una rigurosa conservación en cadena fría, por lo 
que gastos de manutención y distribución también son caros. En consecuencia es de vital 
importancia generar vacunas polivalentes más accesibles a la población de países en vías de 
desarrollo, por lo que  las vacunas a base de péptidos pueden ser una opción.  
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Apéndice 

 
 
Preparación de   soluciones     
 
Buffer de carbonato y bicarbonatos 
 
Solución A: 
Carbonato de Sodio 0.1M  (5.29 g/500 mL de agua) 
 
Solución B. 
Bicarbonato de Sodio 0.1M (4.2 g/500 mL  de agua) 
 
Adicionar solución A a la solución B hasta que el pH sea de 9.6. Guardar todas las 
soluciones en refrigeración. 
 
 
TBS-Tween   0.1% 
 
6.5 gr de Tris Base, 8.7 gr de Cloruro de Sodio, para 1 Lt de Agua destilada. Ajustar el pH 
a 7.6.  Adicionar Tween 20 al 0.1%.  Guardar en refrigeración. 
 
Solución bloqueadora 
 
6.5 gr de Tris Base, 8.7 gr de Cloruro de Sodio, para 1 Lt de Agua destilada. Ajustar el pH 
a 7.6   Adicionar Tween 20 al 0.1%. De  esta solución  se toman  100 mL  se le adicionan   
2 gramos de  Albúmina  bovina sérica. Guardar en refrigeración.  
 
 
Dietanolamina     al 10 % 
 
Disolver 10 mL de Dietanolamina en 100 mL de Agua destilada. Ajustar el pH a 9.8. 
Guardar en refrigeración y proteger de la luz. 
 
PBS 
 
8.0 gr de  Cloruro de Sodio,  2.88 gr de Fosfato de Sodio  monobásico,  0.4 gr  Fosfato  de 
Potasio,  0.20 gr de Cloruro de Potasio en 800 mL de  H2O  disolver las sales,  ajustar el pH  
a 7.2   con ácido Clorhídrico  10 N,  se  lleva a un volumen final  de 1 litro  y se esteriliza  
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