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Resumen y Abstract v

Resumen

El cancer cervico-uterino es el segundo cancer mas comun entre las mujeres a nivel
mundial, aproximadamente se reportan 500.000 casos nuevos al afio. La infeccion con el
Virus del Papiloma Humano (VPH) es la enfermedad de transmision sexual mas comun y
es considerada un factor obligado para el desarrollo del cancer de utero. Para el
entendimiento de la resolucion de la infeccion y la regresion de la lesién, se han tenido
en cuenta diversos estudios de cohorte, puesto que la mayoria de las infecciones por
VPH son transitorias e intermitentes. Este estudio tiene como objetivo principal evaluar la
relacion entre la respuesta humoral mediada por anticuerpos neutralizantes y la
presencia de infeccion por VPH en un estudio longitudinal de mujeres con o sin lesién
cervical. Ya que la seroconversion en pacientes infectadas con VPH desarrolla
anticuerpos con actividad neutralizante en el presente trabajo se generaron
pseudoviriones (PsVs) por medio de un método sencillo de alto rendimiento los cuales
fueron evaluados en ensayos de neutralizacion como una posible herramienta que
permita determinar la cinética de la respuesta inmune humoral producida por estos

anticuerpos y su correlacion con la incidencia o resolucion de la infeccion.

Palabras clave: Virus del Papiloma Humano, céncer cervical, pseudovirion,

ensayos de neutralizacion.
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Abstract

Cervical cancer is the second most common cancer among women worldwide,
approximately 500,000 new cases are reported annually. Infection with human
papillomavirus (HPV) is a sexually transmitted disease most common and is considered a
factor required for the development of cervical cancer. For the understanding of the
resolution of the infection and the regression of the lesion, are taken into account various
cohort studies, since the majority of HPV infections are transient and intermittent. This
study aims to evaluate the relationship between primary humoral response mediated by
neutralizing antibodies and the presence of HPV infection in a longitudinal study of
women with and without cervical lesion. Since seroconversion in patients infected with
HPV develops antibodies with neutralizing activity in the present work were generated
pseudovirions (PSVs) via a simple high performance which were evaluated in
neutralization assays as a possible tool to determine the kinetics humoral response
produced by these antibodies and their correlation with the incidence or resolution of the

infection.

Keywords: Human papillomavirus, cervical cancer, pseudovirion, neutralization

assays.
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Introduccioén

El cancer de cérvix es el segundo cancer mas frecuente en la poblacion femenina a nivel
mundial, el 85% de los casos de este tipo de cancer se presentan en los paises
subdesarrollados como Colombia (Ferlay J, 2010). Los datos aportados por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) registran 529.828 nuevos casos al afio y 275.128 muertes a nivel
mundial (Ferlay J, 2010), se estima que en el mundo hay 292 millones de mujeres con el ADN
del VPH y que alrededor de 105 millones de mujeres presentan o han presentado una infeccion
por VPH-16 o VPH-18 al menos una vez (IPPF, 2007), ademas la Organizacién Panamericana
de la Salud (OPS) estima que mas de 33.000 muertes se producen en América Latina y el
Caribe debido al cancer cervicouterino (OPS, 2008). En Colombia, el cancer de Gtero es un
problema de salud publica presentando una alta incidencia, 48 casos por cada 100.000
habitantes (Combita et al., 2002).

La rapida deteccidn de lesiones cervicales producidas por VPH, en las mujeres sintomaticas o
asintomaticas es la herramienta que permite una pronta accion terapéutica con el fin de buscar
la resolucién de la enfermedad. En la mayoria de los paises del mundo se sigue utilizando la
citologia cervico-vaginal como técnica de tamizacion para detectar mujeres en riesgo de
desarrollar cancer cervical, aunque esta presenta una sensibilidad del 50 al 60% en la

identificacion de diferentes lesiones premalignas (Cuzick et al., 2006).

La identificacion del ADN viral como principal factor de riesgo ha incrementado
significativamente la capacidad de identificar mujeres en riesgo de contraer cancer de cuello del
Gtero. Sin embargo, su aplicacion como herramienta de tamizaciébn no presenta el poder
epidemioldgico deseado; ademas, no estd al alcance de procedimientos corrientemente
utilizados en laboratorios clinicos y teniendo en cuenta que las lesiones son focales estan

sujetos a los mismos errores de muestreo que la citologia (Kulasingam & Koutsky, 2001).

La identificacion de los anticuerpos inducidos por estos virus ha ofrecido buenas perspectivas

para la identificacion de mujeres en riesgo de desarrollar lesion cervical y cancer de cérvix ya
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gue existe una asociacion entre la presencia de anticuerpos anti-VPH y la disminucién del
riesgo de padecer cancer cervical. Se ha reportado que la mayoria de mujeres infectadas con
VPH presentan una respuesta de anticuerpos, principalmente dirigidas contra epitopes de la
proteina L1, que los niveles de anticuerpos contra las proteinas E6 y E7 del VPH se
incrementan en los sueros de pacientes con estados avanzados de cancer cervical y estan

correlacionados con el estado clinico de la enfermedad (Rosales et al., 2001).

Algunas infecciones virales, producen una respuesta inmune de resistencia desarrollando
anticuerpos neutralizantes, dichos anticuerpos han sido dificil de detectar en infecciones
producidas por VPH, ya que en un principio se contaba con ensayos de neutralizacion
engorrosos que carecian de sensibilidad para detectar anticuerpos neutralizantes. Actualmente
se realizan ensayos de neutralizacion confiables bien sea con viriones auténticos, viriones
pseudotipeados, pseudoviriones (PsVs) que han encapsidado genes o cdpsides que portan un
gen reportero en su superficie. A diferencia de la técnica de ELISA (Enzyme-Linked Immuno
Sorbent Assay) basados en particulas semejantes a virus o VLPs (del inglés Virus Like
Particles), los ensayos de neutralizacion pueden ser igual de sensibles, aunque no tan sencillos
pero no tienen el problema de detectar anticuerpos no neutralizantes o especie cruzados como
en la técnica de ELISA lo que a veces complica la interpretacion de los resultados. Los
anticuerpos neutralizantes confieren alto nivel de proteccion tipo-especifica cuando se
presentan en las infecciones virales, (Breitburd et al., 1995) y son los que se desarrollan como
consecuencia de inmunizaciones basadas en VLPs. Este trabajo busca la deteccion de
anticuerpos neutralizantes dirigidos contra el VPH, para la identificacion de la seroconversion
gue no siempre se presenta de la misma manera en todas las pacientes infectadas por el virus
y de esta manera obtener una medicion de la respuesta inmune humoral especie-especifica

para el VPH.

Los estudios de poblacion transversales pueden establecer la prevalencia de las infecciones
producidas por VPH en un tiempo determinado con una sola medicién de la variable, revelando
gue es bastante comun encontrar mujeres infectadas con VPH, pero la mayoria de las
infecciones se resuelven rapidamente, mientras que los estudios longitudinales permiten
establecer tasas de regresion, persistencia, incidencia y seroconversion durante la infeccion
dependiendo de los cambios de la misma debido a su transitoriedad. Estudios en este sentido,
han revelado que con el incremento de la persistencia de la infeccion la oportunidad de
resolucion disminuye considerablemente (Rodriguez et al., 2008) y esto est& relacionado con la

produccion de anticuerpos neutralizantes. Otras investigaciones han reportado que la presencia
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de anticuerpos que neutralizan virus se encuentra en un porcentaje alto en pacientes que no
registran lesion cervical y por el contrario son casi indetectables en mujeres con carcinoma
(Kawana et al., 2002). Ademas se ha encontrado que la regresidon en mujeres con lesiones
escamosas intraepiteliales de bajo grado tiene una estrecha relacion con la presencia de
anticuerpos neutralizantes y estos a su vez con la presencia de un bajo nivel en el nimero de

copias virales. (Rodriguez et al., 2008).

Este estudio propone obtener PsVs que expresen los genes que codifican para las proteinas L1
y L2 presentes en la capside de diferentes serotipos del VPH, por medio de una técnica
relativamente sencilla y altamente eficiente basada en procedimientos publicados previamente
(Pastrana et al., 2004). La eficiencia del efecto neutralizante de los anticuerpos presentes en
sueros de pacientes infectadas con VPH reclutadas en un estudio de cohorte, se evalu6 por
medio de la produccion de fosfatasa alcalina en un método colorimétrico que ha demostrado
ser mas econdmico y accesible aunque menos sensible que otros métodos como los basados
en la quimioluminiscencia para la deteccién de anticuerpos neutralizantes en ensayos de
neutralizacion, y por medio del cual se podrian encontrar respuestas sobre el papel funcional
de los anticuerpos neutralizantes en pacientes infectadas con el VPH y su valor predictivo en
cuanto a la aparicion de lesiones cervicales, condiciones clinicas que afectan a un namero

importante de pacientes en nuestro pais.
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1. Planteamiento del problema

El cancer cervico-uterino el cual es producido principalmente por el VPH, es un problema
de salud publica a nivel mundial, especialmente en los paises subdesarrollados en donde
la incidencia de la enfermedad tiende a aumentar y no se cuenta con planes de salud
apropiados para suplir las necesidades de la poblacion afectada. En Colombia aunque
se ha venido implementando en distintos centros de salud de primer nivel jornadas para
la toma de la citologia anual, la idiosincrasia, los bajos recursos econémicos y la falta de
informacion de la poblacion terminan haciendo inaccesible la participacion en estas
actividades, esto sin mencionar que el Plan Obligatorio de Salud (POS) no contempla
ningun otro examen de rutina para la deteccion temprana de éste cancer ni estudios de
seguimiento que puedan dar una idea del comportamiento del VPH en la poblacién
colombiana a través del tiempo.

Este estudio busca encontrar una correlaciéon entre la infecciéon y la seroconversion
producida por el VPH y cdmo estas caracteristicas conllevan a la aparicién de lesiones
pre-malignas y cancer cervical.
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2. Justificacion

Sabiendo la problemética de salud publica actual que representa la infeccion por el VPH,
se ha visto la necesidad de estudiar la cinética de la enfermedad debido a que la
seroconversion es intermitente y la infeccién transitoria

La realizacion de ensayos de neutralizacion en conjunto con pruebas de rutina como la
citologia y ensayos de biologia molecular (PCR) aplicados en estudios longitudinales o
de cohorte podrian facilitar el entendimiento en cuanto a la respuesta inmune humoral,
detectada por la seroconversion, y su relacibn con la regresibn o persistencia de
infecciones en mujeres que han estado en contacto con el VPH. En este estudio se
implementd la produccion de pseudoviriones por medio de una técnica facil y de alto
rendimiento para ser utilizados en ensayos de neutralizacién y de esta manera obtener
resultados que permitan entender el comportamiento de los anticuerpos neutralizantes en
un grupo de mujeres.

Por otra parte la relacion entre infeccion, seroconversion y factores de riesgo todavia no
ha sido esclarecida, este proyecto se pudo encontrar en la poblacién de estudio factores
predisponentes para presentar infeccion y desarrollar lesiones en pacientes con o sin
presencia de ADN viral o anticuerpos neutralizantes, y de esta manera contribuir al
diagnéstico temprano y pronta accién terapéutica.
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3. Estado del arte

3.1. Cancer de utero

El cancer de utero es una preocupacion mundial por la creciente afectacion de mujeres
en edad fértil y la muerte temprana de la poblacién femenina en edad productiva; este
tipo de cancer se presenta en todas las regiones del mundo; es el segundo cancer mas
frecuente en mujeres a nivel mundial después del cancer de seno, anualmente se
registran mas de 500.000 nuevos casos y aproximadamente 275.000 mujeres mueren
por esta enfermedad (Ferlay J, 2010). Segun datos del Instituto Nacional de
Cancerologia (INC), el cancer de utero es un problema de salud publica en Colombia,
presentando una alta incidencia (48 casos / 100.000 habitantes) (Combita et al., 2002);
constituyendo la segunda causa de muerte por cancer femenino en éste pais,
encontrandose una mayor tasa de mortalidad en las mujeres que habitan en las regiones
de Meta, Caquetd, Tolima, Arauca y Amazonas y aunque en los ultimos siete afios la
mortalidad ha disminuido las cifras son menores de lo esperado. En paises como Chile,
Canada, Estados Unidos e Inglaterra se han implementado nuevas tecnologias con el fin
de mejorar la prevencion, diagnéstico y tratamiento de la enfermedad, en Colombia por el
contario, la poca efectividad en las medidas de prevencion y la inaccesibilidad para los
programas de citologia han llevado a buscar otras alternativas para el control de éste
cancer, segun reporte institucional sobre el cancer del cuello uterino emitido por el
Instituto Nacional de Cancerologia (INC, 2009).

Los estudios de prevalencia de VPH, en casos tanto de adenocarcinomas como de
carcinoma escamocelular en el cuello del Gtero, han demostrado que el VPH esta
presente en el tejido tumoral en casi el 100% de los casos. Se ha reportado que el alto
namero de copias virales esta relacionado con un incremento en el riesgo de desarrollar
lesiones cervicales asociadas. Otros factores de riesgo ademas de la infeccién por VPH
son: el uso de estrdgenos, tabaquismo, alcoholismo, dieta, multiparidad, alto nimero de
compafieros sexuales, inicio temprano de la vida sexual, inmunosupresién, entre otros
(Ardeleanu et al., 2001).

3.2. Infeccién con VPH

El VPH es epiteliotrépico, entra al organismo a través de pequefios cortes 0 abrasiones
en la piel o las mucosas y llega a la capa basal del epitelio. Los signos y sintomas
pueden ser variados, desde su ausencia total hasta la sensacion de masa evidente,
dolores pélvicos severos, leucorreas, hemorragias vaginales y dispareunia (Sanclemente
& Gill, 2002). Las infecciones por VPH de bajo riesgo producen lesiones benignas de la
vulva y de la vagina como el condiloma acuminado, mientras que las producidas por VPH
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de alto riesgo (VPHAR) progresan a cancer cervical en un 20% de las mujeres infectadas
después de un largo periodo de latencia, el restante 80% resuelve la infeccién por
mecanismos inmunoldgicos (zur Hausen, 2002). Cuando el virus no es eliminado, el
resultado es una infeccion persistente; esto hace que la lesibn permanezca y que
progrese de lesion escamosa intraepitelial de bajo grado (LEI-BG) a lesion escamosa
intraepitelial de alto grado (LEI-AG) y de ahi a cancer cervical invasivo. Segun estudios
realizados anteriormente, aproximadamente un 50% de mujeres después de la infeccion
por VPH pueden desarrollar LEI-BG en un plazo de 3 afios (Winer et al., 2005).

Los VPHAR se han detectado en todos los casos de cancer de utero, en un 70—-85% en
las LEI-AG y de 40 a 60 % en LEI-BG y un 50-60 % de atipia de significancia
indeterminada en células escamosas (ASCUS) (Levert et al., 2000), aclarando que todo
cancer cervical presenta ADN de VPHAR, pero no toda lesién cervical es producida por
tipos virales de alto riesgo.

3.3. Epidemiologia

Los VPHAR oncogénicos tipo 16, 18, 31, 33, 35, 45, 51, 52, 58, y 59 son los mas
prevalentes en Africa y América Latina; el VPH 16 es el méas frecuente en el mundo
excepto en Indonesia y Argelia donde el VPH 18 es el mas comun; el VPH 45 presenta
alta frecuencia en Africa Occidental; los tipos 33, 39 y 59 se concentran en Centro y Sur
Ameérica (Rivera Z et al., 2002)

La incidencia de VPHAR a nivel mundial es variable de acuerdo a la comunidad afectada,
sus tipos de costumbres, idiosincrasia, caracter moral, cepas virales prevalentes y la
eficiencia en los programas de tamizacion. Hay regiones con baja incidencia como Israel
(3.8 por 100.000) y regiones con alto niumero de casos como Peru (54.6 por 100.000)
(Santos et al., 2001). Actualmente, el cancer cervical afecta principalmente mujeres entre
40 y 50 afos, con una incidencia global de 400 mil casos nuevos diagnosticados cada
afno.

La incidencia, prevalencia y mortalidad han disminuido en la mayoria de paises
desarrollados, influenciados por el compromiso de los gobiernos con esta enfermedad,
donde las tamizaciones son obligatorias, gratuitas y efectivas. En nuestro pais se
presentan entre 24 y 48 casos por cada 100.000 habitantes (Combita et al., 2002) y en
los ultimos afios esta incidencia no ha disminuido.

3.4. Estudios longitudinales

Los estudios transversales no permiten determinar la evolucion de las infecciones
producidas por el VPH ni establecer el tiempo de resolucion de las lesiones cervicales o
persistencia de la infeccion viral, por lo tanto se ha visto la necesidad de desarrollar
estudios longitudinales, también llamados de incidencia, seguimiento o de cohorte, para
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evaluar el comportamiento del sistema inmune frente a la infeccion por el virus a través
del tiempo, éstos estudios muestran que la mayoria de la infecciones son transitorias y
sblo las mujeres que albergan infecciones persistentes logran desarrollar una lesion
escamosa intraepitelial cervical (Moscicki et al., 1993), otros factores son probablemente
influenciados por la historia natural de las infecciones por VPH.

Determinantes virales incluyendo el tipo y la carga viral, han sido identificados como
marcadores de persistencia 0 neoplasia cervical (Bosch et al.,, 2002). Sin embargo
factores de riesgo medioambientales pueden jugar un papel importante en la
carcinogénesis cervical, aunque no se sabe con certeza en qué estadio de la infeccion
estos cofactores son influenciables (Castellsagué et al., 2002). Ademas la definicién de
persistencia ha variado significativamente entre los estudios y cada estudio de cohorte
difiere en cuanto a métodos de deteccion y los tiempos del seguimiento. (Hildesheim et
al., 1994).

Investigaciones recientes han evaluado estudios de cohorte en donde se ha observado la
actividad neutralizante de anticuerpos anti VPH, empleando pseudoviriones y se ha
demostrado que mujeres con infeccién persistente para VPH16 se sero-convierten a los
10.6 meses, en otros a los 11.8 meses con tasas de seroconversion de 59.1 % para VPH
16 y de 54.8% para VPH18 (Carter et al.,, 2000). Estos datos sugieren que la
seroconversion puede ser transitoria y que la seropositividad seria intermitente fluctuando
los niveles de anticuerpos alrededor del umbral de la deteccion.

3.5. Caracteristicas del VPH

EL VPH es un virus no encapsulado, icosahédrico, constituido por ADN circular de doble
cadena de aproximadamente 8.000 pares de bases como se observa en la Figura 3-1,
protegido por una capside asociada a histonas con un diametro aproximado de 52-55 nm.

La capside consiste de 360 copias de L1, organizadas en 72 pentameros y 7 lados
icosahédricos, con pequefias inclusiones de la proteina menor de la capside
L2.(Sanclemente & Gill, 2002).
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Figura 3-1 Caracteristicas genémicas del Virus del Papiloma Humano (VPH)
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El genoma puede ser dividido en tres fragmentos principales: una region temprana (E) de
aproximadamente 4 kb que codifica para proteinas no estructurales, una region tardia (L)
de aproximadamente 3 kb que codifica para dos proteinas estructurales de la capside y
una region de control larga (LCR). Los genes E codifican las proteinas reguladoras (E1,
E2, E4, E5, E6 y E7) necesarias para los procesos de replicacién, trascripcion y cito
transformaciéon. E1 y E2 juegan un papel importante en la replicacion del genoma viral.
E4 codifica la proteina tardia NS y aparentemente rompe el citoesqueleto, E5 actda como
proteina transformante interactuando con los factores de crecimiento celular. Las
proteinas E6 son pequefias, de aproximadamente 150 aminoacidos que contiene dos
dominios que consisten de motivos CXXC apareados y cada uno esta relacionado al
carboxi-terminal de la proteina E7. La proteina E7 es una fosfoproteina acida unida al
zinc que es detectada en el citoplasma y en el nlcleo de las células transformadas por
VPH, esta proteina interactia con la proteina supresora de tumor de retinoblastoma
(PRB) y dafa su funcién como reguladora de crecimiento celular (Qin et al., 2005).

Los genes L codifican las proteinas mayoritarias de la capside viral (L1 y L2) (Figura 3-2)
gue ensamblan nuevos viriones en las capas cutdneas superiores. La proteina principal
de la capside es L1, que comprende mas del 90% de las proteinas del virién, es el
principal componente de la superficie del virus, pesa 55 kDa. La proteina esta implicada
en la invasion del virus a las células epiteliales.
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Figura 3-2. Modelo predictivo en 3D de la interaccién entre las proteinas L 1 y L2 del
VPH. Prediccion de la orientacion de la proteina L2 dentro de la estructura pentamérica
de la proteina L1(Lowe et al., 2008).

L2 despliega un dominio de union a ADN de VPH y también un epitope expuesto en la
superficie que media especificamente en el reconocimiento inmune (Finnen et al., 2003).

Existen mas de 100 tipos de VPH, pueden clasificarse como de alto riesgo (tipos 16 y
18), de riesgo intermedio (VPH tipos 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 82) o de bajo riesgo (VPH
tipos 6 y 11, 26, 40, 42, 43, 44, 53, 54, 55, 62, 66) segun su capacidad de inducir
cambios histolégicos de carcinoma escamoso. Mientras el genotipo 16 se asocia con
mayor frecuencia en carcinomas escamo-celulares, el genotipo 18 a adenocarcinomas
(Stanley, 2008).

3.6. Métodos de deteccion del VPH

La técnica de Papanicolaou, ha demostrado ser una poderosa herramienta en la
deteccién de lesiones precursoras de cancer y carcinomas. Se ha reportado que la
sensibilidad de la citologia convencional es de 47% con un reporte de falsos negativos
muy variables que van del 1.5% al 55% (Ojeda et al., 2008). Andlisis retrospectivos
realizados en pacientes que desarrollan un céncer de cérvix a pesar de haber estado
sometidas a tamizacion, encontraron que del 5% al 15% tenian un diagnostico “falso
negativo” y que estos casos correspondian a ASCUS, LEI-BG y LEI-AG (Davey et al.,
1993). Ademas existe un porcentaje de pacientes que desarrollan cancer de cérvix (13-
47%) cuya citologia fue negativa en estudios citolégicos previos. Esta amplia variabilidad
en la sensibilidad de la citologia cervical para la deteccién temprana de cancer es
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atribuida a la subjetividad del lector de la citologia y a errores técnicos en la toma de la
muestra.

En la actualidad, se han desarrollado técnicas moleculares con el fin de detectar e
identificar el ADN viral; una de las mas empleadas debido a su alta especificidad es la
Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) (Bollmann et al., 2003; Cortes-Gutierrez et
al., 2003), la cual utiliza el sistema de Primers GP5+/6+ y MYQ9/11, dirigidos hacia una
region de la proteina viral L1, con lo cual abarca un mayor espectro en la deteccion de
ADN viral (Hubbard, 2003; Husnjak et al., 2000). De hecho, esta prueba es mas sensible
que la citologia (97-100%). Sin embargo, su utilizacion en el diagnéstico y tamizacion no
presenta el poder epidemiol6gico deseado (Bollmann et al., 2003).

Una nueva generacion del método propuesto por Digene®, Captura Hibrida Viral 1l (HC-
I), incluye un namero mayor de tipos de alto riesgo y mejora los limites de deteccién de
la técnica, cuando se realiza junto con la citologia se tiene una mejor tamizacion del
paciente infectado (Leder et al., 2001).

Los analisis por metodologias de captura antigénica como el ELISA, han demostrado que
entre el 20-50% de las mujeres con lesiones asociadas a VPH o con presencia de ADN
viral no presentan niveles detectables de anticuerpos anti VPH; ademés la reactividad de
estos anticuerpos es especifica del tipo de virus disminuyendo sensibilidad de un ELISA
basado en VLPs, estas particulas se asemejan a los virus pero no son infectivos porque
no poseen el genoma viral pero expresan proteinas estructurales de la capside como la
L1. Sin embargo, se ha descrito que en parte la falla en la deteccién por ELISA de la
infeccion por VPH es debido a la falta de optimizacion del ensayo (Karem et al., 2002).

Los pseudoviriones son también particulas semejantes a virus pero en este caso en la
capside expresan la proteina L1 y L2, y ademas portan un gen reportero. Se ha reportado
gue los ensayos de neutralizacién basados en pseudoviriones tienen una sensibilidad
similar y una especificidad mas alta que los ensayos de ELISA basados en VLPs. Estos
ensayos han sido desarrollados para la deteccion de anticuerpos que neutralizan el virus
y que reconocen principalmente epitopes conformacionales de L1 presentados en VLPs
o después de una infeccion natural. Los anticuerpos neutralizantes son en un principio
restringidos al tipo viral usado para la inmunizacién indicando la presencia de un epitope
tipo-especifico inmunodominante. La relacion entre los titulos de anticuerpos
neutralizantes y la presencia de ADN VPH en el tracto genital aun es incierta (Wu et al.,
2009).

3.7. Respuestainmune contra VPH

Como es el caso de muchas infecciones virales, tanto la respuesta innata como la
adaptativa son importantes en la defensa contra el VPH. Existe evidencia del estrés
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celular en el proceso innato que conduce a la destruccion del virus y a las células
afectadas por éste sin embargo el VPH es muy hébil para evadir este proceso.

Una vez se ha producido la infeccion y el VPH ha entrado por microlesiones, los viriones
mucosotrépicos permanecen en el sitio inicial de la infeccion sin inducir lisis de las
células afectadas. Durante la replicacion natural las proteinas de la capside antigénica
no son expresadas hasta que la célula huésped se ha diferenciado en las capas
superficiales del epitelio donde las células dendriticas no pueden reconocerlos. Los
transcritos de los genes tempranos del VPH, en particular E6 y E7, comienzan a trabajar
rapidamente en contra del sistema inmune innato por medio de la desregulacién de
funciones relacionadas con el interferén (INF) y con la sefalizacion nuclear del factor-kB
(Scheurer et al., 2005).

A escala cervical, como defensa, tras la primera infeccion de las células del epitelio por
VPH, se desencadena una serie de respuestas inespecificas acompafadas de procesos
inflamatorios, quimio atraccién de neutrofilos, activacion de macréfagos, intervencion de
células asesinas naturales (NK), de anticuerpos naturales, e incluso del sistema del
complemento, que formaran una primera barrera defensiva de inmunidad inespecifica.

Las células reticulares de Langerhans, y algunos queratinocitos funcionan como células
presentadoras de antigenos (APC). Estas células fagocitan las particulas virales para
digerirlas en endosomas y comenzar un proceso de activacion, que incluye la
presentacion en superficie de cadenas polipeptidicas del antigeno junto con HLA clase II,
asi como la migraciébn a los ganglios linfaticos locales. Las células reticulares de
Langerhans junto con el HLA, moléculas coestimuladoras y citoquinas como IL-12 o IL-
10, activan los linfocitos T nativos y dirigen su diferenciaciéon hacia células efectoras. La
informacion adquirida por las células dendriticas dirige la inmunidad mediada por
linfocitos T ayudadores o citotoxicos, Thl o Th2 (Rincon, 2007)

Los linfocitos T CD4+ activados evolucionaran hacia linfocitos T ayudadores (Th) en el
contexto local de expresién de ciertas interleuquinas, de modo que si predomina la de
tipo IL-12, se promovera la diferenciacion hacia una via Thl que inducira la activacion y
proliferacion de los linfocitos T CD8+ citotdxicos especificos y la produccién de IL-2 e
Interferon-y fundamentalmente; por el contrario, si en el contexto local no se expresa IL-
12, se promovera la via Th2 que inducird la activacion y expansion de linfocitos B, los
cuales evolucionaran, diferenciandose, hacia células plasmaticas productoras de
anticuerpos frente a las proteinas virales; por otra parte, se inducird expresion de
interleuquinas del tipo IL4, IL5, IL6, IL10. La infeccién viral de los queratinocitos
contribuye a la inmunodeficiencia local mediante la inhibicibn de la produccion de
moléculas solubles y de membrana, importantes para la migracion y funcion de las APCs,
tal como se ilustra en la Figura 3-3 (Rincon, 2007).
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Figura 3-3. Respuesta inmune en la infeccion por VPH (Rincon, 2007)
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Todos los mecanismos para evadir al sistema inmune confieren al VPH la habilidad para
permanecer oculto y extiende el periodo que toma para que una infeccién sea resuelta
por el sistema inmune. Mientras que la respuesta innata es inmediata, la seroconversion
de anticuerpos contra VPHAR puede tomar aproximadamente entre seis meses a un afo
después de que ADN viral haya sido hallado en el tejido (Scheurer et al., 2005).

Las proteinas L1 de la capside de VPH son antigenos efectivos para estudios seroldgicos
y pueden ser usados para detectar una respuesta inmune humoral tipo especifica en
suero de pacientes (Kirnbauer et al., 1992). Existe una seroconversiéon del 50 al 70% de
las mujeres infectadas con VPH dentro de los 18 meses posteriores a la deteccién viral,
las mujeres que presentan VPH 16 y 18 tienen un tiempo aproximado de seroconversion
de 11.8 meses y 12.6 meses respectivamente. Pocas seroconversiones ocurren después
de los 18 meses, se ha reportado que un significativo grupo de mujeres con infeccién por
VPH no desarrollan anticuerpos (Carter et al., 2000; de Gruijl et al., 1997; Petry et al.,
2002).

Algunos investigadores han afirmado que a medida que se presentan lesiones cervicales
los niveles de anticuerpos neutralizantes tienden a disminuir, encontrandose los niveles
altos en pacientes sin lesion cervical aunque positivas para ADN viral y por el contario
niveles casi indetectables en pacientes con cancer cervical (Kawana et al., 2002).
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Los niveles de anticuerpos contra las proteinas E6 y E7 del VPH se incrementan en los
sueros de pacientes con estados avanzados de cancer cervical y estan relacionados con
el estado clinico de la enfermedad, también ha sido reportado que el 20.5% de cancer
cervical y 15.8% de LEI-BG presentan anticuerpos contra la proteina E7 de VPH16.

Estos anticuerpos pueden ser detectados en mujeres con infeccion persistente y
adicionalmente pueden ser usados como marcadores de procesos infecciosos en
mujeres asintomaticas (Carter et al., 2000). Otros estudios de citotoxicidad empleando
péptidos de E6 demuestran que aunque estos péptidos son capaces de inducir linfocitos
T citotéxicos, no presentan habilidad para reconocer lineas celulares infectadas con VPH
y esto se debe a una disminucién en la expresion de moléculas CMH clase |, proteinas
transportadoras como TAP1 y TAP2, y proteinas del proteasoma, estos datos sugieren
gue tales defectos pueden existir en tejidos cancerosos y pueden presentar un obstaculo
para la inmunoterapia contra el cancer, sin embargo, es necesaria la blusqueda de
nuevos antigenos candidatos para una vacuna terapéutica y nuevos modelos de
experimentacion (Evans et al., 2001).

3.8. Vacunas contra el VPH

El desarrollo de vacunas representa la mejor herramienta para prevenir y controlar la
enfermedad, es importante tener en cuenta mecanismos que involucren la biologia del
virus, asi como posibles antigenos blanco, respuesta inmune del hospedero frente a la
infeccién con VPH, nivel de proteccién que puede brindar y su forma de administracion
(Huh & Roden, 2008).

Las vacunas profilacticas actuales Gardasil® y Cervarix®, estan basadas en la
integracion de VLPs de diferentes tipos de VPH. La primera es una vacuna tetravalente
disefiada a partir de VLP L1 de los tipos 6,11, (causan del 75-90% de verrugas genitales
externas) 16 y 18 (causan el 70% de cancer cervical) y la segunda es bivalente
compuesta de los tipos 16 y 18. Ambas vacunas necesitan ser mantenidas en cadena de
frio y son administradas intramuscularmente en el area del deltoides. Ambas presentan
alta inmunogenicidad en ensayos clinicos, resultando en 100% de seroconversion.
Observando los titulos de anticuerpos para las dos vacunas, después de un mes de la
tercera dosis estos evidenciaron altos titulos aproximadamente a los 6 meses declinando
sobre los siguientes afios (4.0 y 4.5 afios para Cervarix® y Gardasil® respectivamente)
(Garland et al., 2007).

Otro enfoque para el desarrollo medicamentos contra el VPH es la produccion de
compuestos terapéuticos. El objetivo principal de estas sustancias es la erradicacion de
las lesiones LEI-AG y hasta el cancer cervical. Existen varios tipos de medicamentos
terapéuticos como las basadas en péptidos derivados de genes virales, asi como la
utilizacion de ADN y ARN viral para el disefio de constructos en vectores bacterianos.
Todas estas aproximaciones apuntan a inducir respuestas inmunes de tipo celular en los
gue el blanco principal son las proteinas E6 y E7 (Stanley, 2008).
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3.9. Relacion entre anticuerpos neutralizantes y la
historia natural de la infeccidon

Estudios previos realizados en mujeres infectadas con VPH han demostrado que hay
una asociacion entre la presencia de anticuerpos neutralizantes y la prevencion en el
desarrollo de lesiones premalignas a cancer, encontrandose que mujeres que presentan
ADN viral y no presentan lesiones tienen una incidencia mayor de presentar anticuerpos
neutralizantes que las que tienen lesiones, y que las que presentan lesiones leves hacen
regresion al desarrollar estos anticuerpos. (Kawana et al., 2002).

Algunos autores debaten esto y aseguran que el desarrollo de anticuerpos neutralizantes
no favorece un mejor resultado de las lesiones cervicales de bajo grado y que la
deteccion de anticuerpos neutralizantes generados por la infeccion natural puede reflejar
persistencia viral y por lo tanto ayudar a identificar a las mujeres que estan en alto riesgo
de progresion de la enfermedad (Ochi et al., 2012).

Los ensayos de neutralizacibn basados en PsVs - teniendo en cuenta que un
pseudovirion es una particula semejante a un virus que no contiene ADN viral si no un
gen reportero que codifica para la expresion de una sustancia que permite evidenciar su
actividad, posee en su capside las proteinas L1 y L2 y es producido mediante la
transfeccion de plasmidos en células eucariotas - permiten evidenciar la accién
neutralizante de anticuerpos al bloquear la invasién de pseudoviriones a células blanco in
vitro, y son considerados el método Gold Standard para evaluar la respuesta inmune
humoral funcional contra el VPH (Nie et al., 2014; Zhao et al., 2014).

La mayoria han sido utilizados para evaluar la funcionalidad neutralizante de anticuerpos
en pacientes vacunadas o animales inmunizados (Barzon et al., 2014; Wang et al.,
2014), y aunque en un principio eran muy engorrosos ahora son de alto rendimiento
gracias a las modificaciones genéticas en plasmidos y células blanco (Buck et al., 2005).

Estos ensayos permiten detectar la actividad de los anticuerpos neutralizantes por medio
de la sustancia generada por el gen reportero la cual es medida en la mayoria de los
estudios por quimioluminiscencia (Buck et al., 2005; Sehr et al., 2013; Vidyasagar et al.,
2014),técnica mucho mas costosa que una medicién realizada por un método
colorimétrico.
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4.Hipotesis

La identificacién de anticuerpos neutralizantes por medio de ensayos de neutralizacion
basados en pseudoviriones y revelados por métodos colorimétricos podria realizarse a un
costo menor que los realizados con quimioluminiscencia, ademas en conjunto con
pruebas de rutina y técnicas moleculares aplicadas en estudios de cohorte podrian
aclarar el comportamiento del virus a través del tiempo y ayudar a tomar decisiones en
cuanto a un mejor diagnéstico, tratamiento y seguimiento clinico para las mujeres
afectadas.
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5.0bjetivos

5.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la relacion existente entre la presencia de anticuerpos neutralizantes, infeccion y
lesiones cervicales causadas por el VPH en mujeres colombianas sometidas a un estudio
longitudinal durante el periodo de 2007-2009.

5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la respuesta inmune humoral contra el VPH por medio de ensayos de
neutralizacion.

2. Evaluar la resolucién o persistencia de la infeccion por VPH a través de la
citologia y la presencia de ADN viral durante el seguimiento.

3. Identificar correlacién entre la infeccion causada por el VPH y la seroconversiéon
en mujeres con o sin lesiones cervicales.
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6.Metodologiay procedimientos

El presente estudio estuvo enmarcado en el macro proyecto que fue desarrollado por la
Fundacion Instituto de Inmunologia de Colombia (FIDIC), el cual llevaba por titulo
“Cancer de utero en mujeres: Deteccidon y seguimiento de anormalidades citolégicas,
infeccion por VPH, Anticuerpos anti-VPH en 25.000 mujeres de diferentes regiones de
Colombia y caracterizacion inmunolégica de péptidos candidatos a vacuna contra VPH.”

6.1. Poblacion

Mujeres entre los 18 y 60 afios de edad que asistieron al servicio de citologia de los
distintos centro de salud: Hospital de Engativa (Bogota, D.C., Colombia), Hospital San
Rafael de Girardot (Girardot, Cundinamarca, Colombia), Hospital San Juan Bautista
(Chaparral, Tolima, Colombia), quienes estuvieron dispuestas a participar en el estudio
por un plazo aproximado de dos afios con intervalos de seis meses * 2 entre cada visita.
A cada participante se le tomd una muestra de sangre para estudios seroldgicos y fueron
sometidas a una examinacioén pélvica para extraccion de células cervicales para la
citologia y deteccion de VPH. Cada participante llené a conformidad la historia clinica
(Anexo A) y firmé el consentimiento informado (Anexo B). Que detalla los objetivos del
proyecto e informa de qué manera la paciente contribuyé al estudio, asi como los
posibles riesgos como consecuencia de la toma de la muestra y el beneficio que el
estudio representa para ella. Todos los procedimientos realizados en el presente estudio
fueron aprobados por los Comités de Etica de cada uno de los hospitales que
participaron en él.

6.2. Venopuncion

Para la toma de la muestra se seleccioné la vena mas indicada y se desinfecto el area de
venopuncién con alcohol antiséptico, realizando la limpieza con movimiento circular de
adentro hacia afuera. La aguja se aseguré en la camisa (porta - aguja) luego se coloco el
torniquete en el antebrazo y posteriormente se punzé la vena de cada paciente. El tubo
se retirdé cuando se tomaron 5 ml de sangre y luego se retir la aguja. Por ultimo sobre el
sitio de la puncién se procedi6é a colocar una torunda de algod6n seca ejerciendo presion
para facilitar el proceso de coagulacion y finalmente se descart6 la aguja en el guardian.
Se permitio la retraccion del coagulo a temperatura ambiente y se centrifugé el tubo
tapado a 2.500 revoluciones por minuto (rpm) durante 10 minutos. Finalmente se separ6
el suero en viales o tubos secos y se remitieron al Instituto de Inmunologia de Colombia
debidamente rotulados e identificados.

6.3. Citologia

La prueba de Papanicolaou o citologia fue realizada de acuerdo a las ultimas normas del
servicio de salud de Colombia “La norma técnica para la deteccion temprana del cancer
de Utero y guia de atencién de lesiones pre-neoplasicas de cuello uterino” (hace parte de
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la Resolucion namero 00412 de 2000). Para el analisis de las muestras se tuvo en
cuenta la clasificacién de Bethesda 2001, ya que establece una mayor correlacion entre
los hallazgos citol6gicos, los datos clinicos y los correspondientes cuadros histoldgicos, e
incluye, ademas, criterios sobre la calidad de la muestra.

6.4. Colposcopia— Biopsia

La colposcopia fue una técnica creada por Hinselman en 1925, la cual permite la
observacion estereoscopica de la superficie del cuello uterino mediante el colposcopio.
Es un examen visual especializado del cérvix, la vagina y algunas veces de los labios
vaginales externos o la vulva. Este examen se practica en aquellos casos donde la
prueba Papanicolaou o citologia ha mostrado células anormales. Se requiere un examen
visual utilizando el colposcopio, diferentes lentes de aumento o filtros de color y
soluciones tales como acido acético o yodo, lo cual ayuda a identificar cambios en el
cérvix y la vagina que no siempre pueden ser detectados mediante un examen rutinario.
Tiene aproximadamente una duracion de 10-20 minutos. Si se identifican areas
anormales, usualmente se toma una pequefia muestra de éste tejido llamada biopsia
(Allard et al., 2005).

Por lo tanto a las mujeres que presentaron citologia anormal se les realiz6 durante el
estudio una colposcopia segun la técnica estandar avalada por la Secretaria Distrital de
Salud y en los casos en que el resultado fuera anormal (VPH, LEI-BG, LEI-AG) y hubiese
sospecha de infiltracion, se procedia a tomar una biopsia del sitio de la lesion.

6.5. Muestra de células cervicales

En el momento de realizar la citologia se obtuvo por medio de un cepillo citobrush una
muestra de epitelio cervical, la cual se coloc6 en tubo de vidrio con 2.5 ml de etanol al
95% (Cervantes et al., 2003; Lema et al., 2001) y se almacené a 4° C.

Cada muestra se centrifugé y se lavé 1 vez con PBS; después se incubd en 100 pL de
buffer de lisis (10 mM Tris—HCL [pH 7.9], 0.45% Nonidet p-40, 0.45% Tween 20 y 60
png/ml de Proteinasa K) a 60° C por 1 hora y a continuacién a 95° C durante 10 minutos
(Nelson et al., 2000). A todas las muestras se les realizd6 una amplificacion usando los
primers GH20/PC04 de la B-globina humana, prueba utilizada para garantizar la
presencia de ADN (de Roda Husman et al., 1995; Saiki et al., 1988; Saiki et al., 1985)

6.6. Prueba de reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) para la identificacién de ADN VPH

A los sobrenadantes obtenidos del tratamiento con buffer de lisis se les practicaron dos
protocolos de PCR; el primero utilizando primers consenso GP5+/GP6+ y el segundo con
primers MY09/ MY11, para amplificar la regién L1 de genoma de VPH de alto riesgo (de
Roda Husman et al., 1995; Karlsen et al., 1996; Qu et al., 1997).
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La reaccion con los primers GP5+/GP6+ (de Roda Husman et al., 1995), se realiz6 a un
volumen final de 20 pl, en condiciones: 2 ul de buffer 10x (Bioline®), 100 uM de cada
dNTP (Bioline ®), 3 mM MgCI2 (Bioline ®), 1 U de Tag Polimerasa (Bioline ®) y 40 pmol
de cada primer. La mezcla de PCR se desnaturalizé a 94° C por 10 minutos, seguida de
35 ciclos de amplificaciébn en termociclador Perkin Elmer CETUS-USA; cada ciclo
consistié en 94° C por 30 segundos, 42° C por 30 segundos y 72° C por 30 segundos; la
elongacioén final se hizo a 72° C durante 7 minutos.

La reaccion con los primers MY09/MYO011 (Qu et al., 1997), se realizé con un volumen
final de 20 pl: 2 ul de buffer 10x, 100 yM de cada dNTP, 3 mM MgCI2, 1 U de Taq
Polimerasa (Bioline®), y 40 pmol de cada primer. La mezcla de PCR se desnaturalizé a
94° C por 5 minutos, seguida de 40 ciclos de amplificaciébn en un termociclador Perkin
Elmer CETUS-USA; cada ciclo consisti6 en 94° C por 30 segundos, 51°C por 45
segundos y 72° C por 45 segundos; la elongacion final se realizé a 72° C durante 7
minutos.

Como control negativo para ambas reacciones se utilizd6 agua free (GIBCO) y como
control positivo se usaron células Sf21 infectadas con ADN de la proteina L1 de VPH-16
y VPH-18, la cual se extrajo a partir de epitelios cervicales infectados. Las PCRs se
analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 2%, tefiido con SYBR safe
(Invitrogen), utilizando el escaner Molecular Imagen Fx BIO RAD® y el software Quantity
Oone®.

6.7. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) usando
primers tipo-especifico:

Las muestras positivas para uno o ambos sistemas genéricos utilizados, se amplificaron
usando primers tipo-especifico para los subtipos VPH-16 y VPH-18. La reaccion utilizé
primers especificos para las regiones que codifican para las proteinas E6 y/o E7, segin
sea el caso (Tabla 6-1) (Karlsen et al., 1996). Esta se realizé a un volumen final de 15 pl
en condiciones: 1.5l de buffer 10x (Bioline®), 100 uM de cada dNTP (Bioline®), 3 mM
MgCI2 (Bioline®), 1 U de Taq Polimerasa (Bioline®) y 40 pmol de cada primer. La
mezcla de PCR se desnaturalizé a 94° C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos de
amplificacién en termociclador Perkin Elmer CETUS-USA; cada ciclo consistiéo en 94° C
por 30 segundos, 53° C por 30 segundos para VPH 16, 55° C por 30 segundos para VPH
18y 72° C por 1 minuto; la elongacion final se realizé a 72° C durante 10 minutos.

Las muestras que no amplificaron para los primers tipo-especificos de VPH-16 o VPH-18,
se sometieron a tipificacion para los tipos 31, 33, 45 y 58 dirigidos hacia las regiones ES5,
E6 y E7 segun sea el caso (Tabla 6-1) (Karlsen et al., 1996; Walboomers et al., 1999).



6. Metodologia y procedimientos 23

Para VPH-31 y 33 la mezcla se realiz6 a un volumen final de 10 ul, utilizando 1 ul de
buffer 10x (Bioline®), 250 uM de cada dNTP (Bioline®), 4 mM MgCI2 (Bioline®), 1 U de
Taq Polimerasa (Bioline®), y 10 pmol de cada primer. La mezcla de PCR se
desnaturaliz6 a 95° C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos de amplificacion en
termociclador Perkin Elmer CETUS-USA; cada ciclo consistié en 95° C por 1 minuto, 60°
C por 1 minuto y 72° C por 1 minuto; la elongacion final se hizo a 72° C durante 5
minutos.

Para VPH-45 y 58 la mezcla se realiz6 a un volumen final de 10 pl, de la siguiente
manera: 1 ul de buffer 10x (Bioline®), 250 uM de cada dNTP (Bioline®), 3 mM MgCI2
(Bioline®), 1 U de Taq Polimerasa (Bioline®) y 5 pmol de cada primer. La mezcla de
PCR se desnaturaliz6 a 95° C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos de amplificacién en
termociclador Perkin EImer CETUS-USA. Cada ciclo consistié en 95° C por 1 minuto, 65°
C por 1 minuto y 72° C por 1 minuto; la elongacion final se realiz6 a 72° C durante 5
minutos.

Como control negativo para las reacciones se utilizé agua free (GIBCO) y como controles
positivos genes sintéticos de VPH-16, 31, 45, 58 y muestras de pacientes infectadas con
VPH 18 y 33. Las PCR se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 2%,
tefiido con SYBR safe (Invitrogen) y utilizando el escaner Molecular Imagen Fx BIO RAD®
y el software Quantity One®.

Tabla 6-1. Juegos de primers utilizados para las PCRs tipo especificas (Karlsen et al.,
1996)

. . : : s~ Region || Tamafio
Tipo Primer Secuencia Primer ( 5’-3") Blanco (pb)
GH20 GAA GAG CCA AGG ACA GGT AC B-. 268
R- Globina
Globina B-
PCO4 CAACTT CAT CCACGTTCACC . 268
Globina
GP5+ TTT GTT ACT GTG GTA GAT ACT AC L1 140
GP+
GP6+ GAA AAA TAA ACT GTA AAT CATATTC L1 140
MYO09 CGT CCM ARR GGAWAC TGATC L1 450
MY
MY11 GCM CAG GGW CAT AAY AAT GG L1 450
PrD TCA AAA GCC ACT GTG TCC TGA E6 120
VPH-16
PrR CGT GTT CTT GAT GAT CTG CAA E6 120
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PrD CGACAGGAACGACTCCAACGA E6-E7 202
VPH-18

PrR GCTGGTAAATGTTGATGATTAACT E6-E7 202

PrD CTA CAG TAA GCA TTG TGC TAT E5 155
VPH-31

PrR || ACG TAATGG AGA GGT TGC AAT AACCC || E5 155

PrD AAC GCC ATG AGA GGA CAC AAG E7 212
VPH-33

PrR ACA CAT AAA CGA ACT GTG GTG E7 212

PrD ACG GCA AGA AAG ACT TCG CA E6-E7 134
VPH-45

PrR CAC AAC AGG TCA ACA GGA TC E6-E7 134

PrD CGA GGA TGA AAT AGG CTT GG E7 109
VPH-58

PrR ACA CAA ACG AAC CGT GGT GC E7 109

6.8 Cultivo de células 293TT

Para llevar a cabo los ensayos de neutralizacién se obtuvieron PsVs que contenian un
gen reportero, estos PsVs se produjeron a partir de la transfecciéon de las células
eucariotas 293TT con plasmidos que codifican para los genes estructurales L1 y L2 del
VPH junto con un plasmido reportero tal como se describio anteriormente por el
Laboratorio de Oncologia Celular del Instituto Nacional del Cancer, Bethesda, Estados
Unidos de Norteamérica (Laboratory of Cellular Oncology, 2010).

La linea celular eucariota 293TT consiste en células de rifion embrionario humano
transformadas por Adenovirus que expresan altos niveles del antigeno-T largo del virus
del simio vacuolado el cual promueve la generacion de un alto nimero de copias virales
de pseudogenomas al ser transfectadas (Buck et al., 2005).

La linea celular 293TT se mantuvo a 37°C en un ambiente de CO, al 5% y 95% de O, y
un adecuado nivel de humedad en medio de cultivo DMEM-10% de suero fetal bovino
suplementado con 50mg/ml de higromicina B (Roche, Suiza) para mantener la expresion
del antigeno T del SV40. Cuando estas células alcanzaron una confluencia del 95% se
despegaron del frasco de cultivo por tratamiento con tripsina-EDTA al 0,05% tal como se
reportd previamente (Buck et al., 2005).
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6.9 Transfeccion de la linea celular 293TT con los
plasmidos recombinantes

Para realizar el proceso de transfeccibn de las células 293TT con los plasmidos
recombinantes cada plasmido se reprodujo en células competentes de la cepa E. coli
DHb5a las cuales se clonaron y ampliaron para generar suficientes reservorios.

La produccion de células competentes de la cepa E. coli DH5a se llevé a cabo de la
siguiente manera: Se tomo una colonia de E. coli DH5a y se dej6 crecer en medio Luria
broth (LB) sin antibidticos toda la noche a 37°C con agitacion. Posteriormente se hizo
una dilucién 1:40 del cultivo en caldo de cultivo LB. Seguidamente esta dilucién se cultivo
en agitacion a 37°C durante 1 hora y media, y la densidad 6ptica (OD) se ley6 a 600 nm
en un espectrometro UV-Vis Spectronic Unicam UV1 (Unicam laboratories, Midland, ON,
Canada). El cultivo se detiene cuando la OD alcanza valores entre 0.3 y 0.4 unidades de
absorbancia (UA). Posteriormente se centrifugd a 4500 rpm a 4°C por 10 minutos. El
precipitado se resuspendié en una diluciéon 1:10 del volumen inicial en CaCl, 50 mM frio y
luego se mantuvo durante 30 minutos en hielo. Seguidamente la suspensién anterior se
centrifugd a 4500 rpm durante 10 minutos a 4°C y luego se resuspendido en una
proporcion 1:40 del volumen inicial en una solucion de CaCl, 50 mM con glicerol al 15%.
Finalmente se hicieron alicuotas de 300 pl a 400 pl en crioviales estériles y se
mantuvieron a -80°C hasta su uso (Sambrook J, 1989).

Las células competentes se transfectaron con cada uno de los plasmidos recombinantes
para L1 y L2 de cada tipo viral a estudiar y luego se cultivaron en medio LB de forma
masiva para aislar el ADN plasmidico por medio de purificacién por lisis alcalina. Esta
purificacién se llevd a cabo de la siguiente manera: las células competentes con el
plasmido de interés se sometieron a crecimiento en un volumen de 3 ml de LB durante
toda la noche a 37°C con agitacion. Posteriormente la suspension se centrifugé a 10000
rpm durante 30 segundos y se eliminé el sobrenadante. El precipitado se resuspendio en
100 pl de solucién | (50mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, 10mg/ml de lisozima y 10 pug/ml de
RNAsa).

Posteriormente se adicionaron 200ul de solucion Il (0,2 N NaOH, 1%SDS) se mezclé
suavemente observando que la solucién se tornd viscosa. Esta se incub6 posteriormente
durante 5 minutos a temperatura ambiente, luego se adicionaron 150ul de solucion Ili
(3M acetato de potasio en frio) y se mezclé hasta que se evidencié la formacién de un
precipitado blanco para luego incubar por 10 minutos en hielo y centrifugar a 14000 rpm
por 10 minutos a temperatura ambiente. El sobrenadante se transfiri6 a un tubo que
contenia 280ul de isopropanol y se incub6 por 20 minutos a -20°C, luego se centrifug6 a
14000 rpm por 30 minutos a 4°C. Posteriormente el sobrenadante se removid
completamente y al precipitado se adicion6 1 ml de etanol al 70% en frio, nuevamente se



26 Deteccidn de anticuerpos neutralizantes contra el virus del papiloma humano
en una poblacioén representativa de mujeres colombianas y su relacion con la

presencia de lesiones cervicales y ADN viral: un estudio longitudinal

centrifugd por 10 minutos a 14000 rpm y el sobrenadante se removié completamente. El
ADN obtenido se resuspendié en 50 ul de Tris base 10 mM-EDTA 5 mM (TE) en una
proporcién 10:1 (Sambrook J, 1989).

A los plasmidos recombinantes amplificados se les determind la concentracion de ADN y
para poder estimar la cantidad necesaria para realizar la transfeccién de las células
293TT con cada uno de los distintos plasmidos de L1 y L2 de los tipos virales VPH-16,
VPH-18, VPH-6 y BPV, junto con el plasmido que codifica para el gen reportero de la
fosfatasa alcalina. Para ello se colocaron 10 millones de células 293TT en 20 ml de
medio DMEM sin antibidticos ni higromicina B en un frasco de cultivo durante 16 a 24
horas previas a la transfeccion. Luego se adicionaron 19ug de cada uno de los plasmidos
recombinantes a las células en ensayos por separado dependiendo del tipo viral: BPV1
(pSheLlL) (Figura 6-4A), VPH6 (p6shelLr) (Figura 6-4B), VPH16 (pl6shelLLl) (Figura 6-
4C), VPH18 (p18shell) (Figura 6-4D ), cada plasmido codifica para las proteinas
estructurales tardias L1 y L2 del VPH, ademas en todos los casos se debe acompafiar la
mezcla con el plasmido reportero para la fosfatasa alcalina (pYSEAP) (Figura 6-4E).
Posteriormente a esta mezcla se adicionaron 85 pl de lipofectamina-2000 (Invitrogen,
California, USA) para dar lugar al proceso de transfeccion. EI complejo Lipido/ADN se
incubo sobre las células 293TT a 37°C por un periodo de 3 a 6 horas. Posteriormente los
PsVs son liberados de las células por medio de lisis por adicién de una dilucién 1:20 de
una solucién de Triton-X100 al 10% y una dilucién 1:40 de sulfato de amonio 1 M. Luego
el lisado celular se incubd a 37°C durante toda la noche para permitir la maduracion de
los PsVs. Finalmente se solubilizé 0,17 veces en una solucién de cloruro de sodio 5M y
luego se centrifugé a 4000 rpm por 20 minutos para remover impurezas (Buck et al.,
2005).
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Figura 6-4. Mapas plasmidicos L1y L2 del VPH
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Figura 6-4 (Continuacion)
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Figura 6-4 (Continuacion)
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6.10 Gradientes de Optiprep®

Los PsVs fueron purificados por medio de ultracentrifugacion en gradientes de Optiprep®
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) o gradiente discontinuo no iénico de iodixanol. Luego
se realizaron gradientes de Optiprep® (iodixanol al 60%) de la siguiente manera; a partir
de la solucion de iodixanol 60% se obtuvo una solucion stock al 46%, y partir de esta se
produjeron soluciones de Optiprep® al 27%, 33% y 39%. Posteriormente en tubos para
ultracentrifuga se dispensaron 1,4 ml de cada una de estas soluciones en este mismo
orden y por ultimo se afadi6 el lisado celular, luego se realiz6 una ultracentrifugacion a
50000 rpm en una ultracentrifuga Beckman L8-80M (Global Medicinal Instrumentation
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Inc, Ramsey, MN, USA), durante 3,5 horas a 16°C. Después de la centrifugacion se
observé en el gradiente una capa uniforme de color gris en la tercera porcién del mismo,
se sugiere que esta capa correspondié a la proteina L1 como ya se ha reportado
previamente, por lo tanto se recolectaron distintas fracciones de este gradiente de la
siguiente manera: Se extrajeron del tubo de abajo hacia arriba los primeros 750 pl como
la primera fraccion, luego 10 fracciones de 250 pl y los dltimos 2 ml de la parte superior
se descartaron (Laboratory of Cellular Oncology, 2010). Para evidenciar la presencia de
las proteinas L1 (55kD) y L2 (72kD) en los PsVs las fracciones fueron sometidas a una
electroforesis en gel de poliacrilamida al 10% con dodecilsulfato sodico (SDS-PAGE) y
las fracciones que mostraron contener la proteina fueron separadas y se realizaron
alicuotas de las mismas. Finalmente la cuantificacion de la concentracion de las
proteinas L1 y L2 de VPH en los PsVs se realizé por medio del método del acido
bicinconinico (BCA) (Pierce, Meridian Rd, Rockford, IL USA) y las fracciones escogidas
se almacenaron a -80°C.

6.11 Evaluacion de la actividad invasiva de los PsVs

Una muestra de 100 ul de una suspension de células 293TT con una concentracion de
100000 células /ml en medio de neutralizacion (DMEM sin rojo de fenol, 10%SFB, 1%
aminoacidos no esenciales, 1% HEPES, 1% glutamax, 1% antibiético antimic6tico) se
colocé en cajas de 24 pozos y se incubaron a 37°C en un ambiente de CO, al 5% y 95%
de O,. En otra caja de 24 pozos se dispensaron 250 pl por pozo, por triplicado, de cada
uno de los tipos de PsVs en una concentracion de 1,40 pg/ml. Posteriormente se
afiadieron a cada triplicado de PsVs, 80 ul de heparina (16,000 kDa) de mucosa intestinal
porcina (Sigma-Aldrich St Louis, MO, USA) a una concentracion de 1mg/ml (control
positivo de neutralizacién), también se realizaron triplicados de cada uno de los tipos de
PsVs sin la adicién de heparina, luego se incubaron en hielo las mezclas durante una
hora y se adicionaron a las células previamente plagqueadas, posteriormente se incubé la
mezcla a 37°C durante 72 horas en un ambiente de CO, al 5% y 95% de O, como se ha
descrito previamente (Buck et al., 2005).

6.12 Deteccion colorimétrica de la fosfatasa alcalina
secretada por PsVs post - invasion a las células 293TT

Los PsVs producidos durante este estudio encapsidan un plasmido que codifica para la
fosfatasa alcalina (pYSEAP). Cuando los PsVs infectan las células 293TT el pYSEAP
gue porta un sitio de origen ori para SV40 es replicado a un alto nimero de copias, esto
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conduce a altos niveles en la produccién de fosfatasa alcalina que es secretada en el
medio de cultivo, por lo tanto la neutralizacibn mediada por anticuerpos de pacientes
infectadas con VPH resulta en una disminucion de la expresion de la fosfatasa alcalina
(Buck et al., 2005).

La actividad de la fosfatasa alcalina puede ser detectada por métodos colorimétricos,
aunque el método quimioluminiscente da una sefial mas alta en relacion con el ruido de
fondo, el método colorimétrico es méas economico, sencillo y puede utilizar un
espectrofotbmetro convencional para lectura de placas de ELISA Multiskan (Thermo
Scientific, USA) ademés se puede mejorar la sensibilidad aumentando las
concentraciones tanto de PsVs como de muestra de suero. (Buck et al., 2005).

Para realizar la deteccion colorimétrica de la fosfatasa alcalina se agregaron 20ul de una
dilucién Triton-X100 al 10% y una dilucién 1:40 de sulfato de amonio 1 M por pozo en
una placa de 96 pozos, posteriormente se dispensaron 50 ul del sobrenadante a analizar
y 200 pl del sustrato (una tableta de P- Nitrofenil fosfato diluida en una solucion de
dietanolamina 5M) a cada pozo y esta mezcla se incub6 a 37°C durante 2 a 4 horas y la
OD fue leida a 405 nm

6.13 Ensayo de Neutralizacion de PsVs por anticuerpos
contenidos en muestras de suero

Una muestra de 100 pl de una suspension de 100000 células/ml se dispensé a cada
pozo en cajas de 24 pozos 2 a 4 horas previas al ensayo de neutralizacion,
posteriormente se dispensaron 250 pl de cada uno de los PsVs y se mezclaron con 80 pl
de los sueros de pacientes y 80 pl de controles segln el caso, luego esta mezcla se
incub6 en hielo durante una hora y después se agreg6 esta mezcla a las células y se
llevé a incubacion a 37°C por 72 horas en un ambiente de CO, al 5% y 95% de O,. En el
sobrenadante obtenido a partir del ensayo ya descrito se analizé la presencia de
fosfatasa alcalina por medio del método colorimétrico a través de una lectura
espectrofotométrica. La positividad para neutralizacién en un suero se evidencié cuando
éste reducia la absorbancia de la fosfatasa alcalina en un 50% en comparacién a la
actividad mostrada en los pozos que contenian PsVs pero no muestra de suero (Buck et
al., 2005).
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6.14. Analisis estadisticos

El analisis estadistico para el presente estudio fue de tipo descriptivo, se utilizé el
programa STATA 9.0® para el procesamiento de los datos. La incidencia, resolucién y
persistencia de las infecciones se expresaron en funcion de tasas, obtenidas a partir de
la tabulacién de los resultados de PCR junto con la informacién obtenida con base en los
resultados clinicos y la informacion recopilada en la historia clinica del paciente en cada
una de las visitas de seguimiento, esto también permitio la correlacién de los resultados
con algunos factores de riesgo y la presencia o0 no de anticuerpos neutralizantes, la curva
de Kaplan Meier permitié representar de forma gréfica los distintos comportamientos de
la infeccién por VPH en la poblacién en estudio, teniendo en cuenta las entradas y
salidas de las participantes del seguimiento, en tiempos  distintos.
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7.1 Andlisis estadisticos

En el estudio se reclutaron un total de 1433 mujeres durante los afios 2007-2009, de las
cuales 1245 contaban con exdmenes completos, es decir, poseian un resultado muestra
satisfactoria para PCR con un resultado bien sea negativo o positivo, resultado de
citologia, diligenciamiento y firma de la encuesta para la historia clinica y el
consentimiento informado, para cada uno de los seguimientos en los cuales haya
participado la paciente. El promedio de edad en las participantes del estudio fue de 42
afos (22% 14-30, 58% 31-60), el intervalo y duracién de las visitas oscil6 entre seis
meses +/- 2, las mujeres permanecieron entre un afio y tres afios en el estudio. Estas
pacientes se agruparon segun las caracteristicas de la linea base en el estudio, para los
distintos analisis de incidencia, persistencia y resolucién. De esta manera se obtuvo un
grupo de 526 mujeres que iniciaron el estudio sin infeccién (PCR negativa) y sin lesion
(citologia negativa), y otro grupo de 619 mujeres que en la visita inicial presentaban
infeccién (PCR positiva) con o sin lesién cervical.

Con el primer grupo de 526 se pudieron obtener resultados acerca de la incidencia de
infecciébn por VPH y de las lesiones, para esto se analizaron dos desenlaces: para
infeccion y para lesion.

7.1.1 Desenlace Infeccidon

Las 526 mujeres de este subgrupo aportaron para este estudio un momento en riesgo de
150.022 dias, esto es el periodo durante el cual la participante estd en riesgo de
desarrollar infeccion, en este caso, durante el seguimiento.

Para este estudio la tasa de incidencia fue de 2,49 infecciones/1000 mujeres/dia (IC
95%; 2,25-2,75). El 50% de la poblacion se infectd a los 254 dias (mediana de incidencia
de la infeccion) con un total de 373 mujeres que presentaron infeccién en algiin momento
de la cohorte.
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La curva de Kaplan-Meier obtenida para este grupo permite observar que
aproximadamente a los 1000 dias del seguimiento es baja la probabilidad de encontrar
alguna mujer que no se haya infectado durante la cohorte (Figura 7-5).

Figura 7-5. Incidencia de las infecciones por VPH durante el estudio.
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Al correlacionar los datos obtenidos con otros estudios de cohorte se observan
diferencias ya que las condiciones y caracteristicas de las poblaciones difieren. Safaeian
en el 2010 (Safaeian et al., 2010), reporté una tasa de 0,10 infecciones/1000 mujeres/dia
para VPH 16 en 291 mujeres; y una tasa de 0,05 infecciones/1000 mujeres/dia en 178
mujeres para VPH 18 en una cohorte realizada en Costa Rica:

La curva de Kaplan-Meier obtenida para este grupo permite observar que
aproximadamente a los 1000 dias del seguimiento es baja la probabilidad de encontrar
alguna mujer que no se haya infectado durante la cohorte (Figura 7-5).

La caracteristica distintiva del andlisis con el método de Kaplan-Meier es que la
proporcion acumulada que sobrevive se calcula para el tiempo de supervivencia
individual de cada paciente y no se agrupan los tiempos de supervivencia en intervalos.
Por esta razon es especialmente Util para estudios que utilizan un nimero pequefio de
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pacientes. El método de Kaplan-Meier incorpora la idea del tiempo al que ocurren los
eventos.

7.1.2 Desenlace Lesion

Para este desenlace las 526 mujeres de este subgrupo aportaron un momento en riesgo
de 187.211 dias, periodo de tiempo durante el cual cada participante esta en riesgo de
desarrollar lesién, para este caso, durante el seguimiento.

En este estudio la tasa de incidencia fue de 0,043 lesiones/1000 mujeres/dia (IC 95%;
0,021-0,086). No fue posible determinar una mediana de incidencia de la lesion, sélo 8
mujeres desarrollaron lesién en este grupo durante el seguimiento.

La curva de Kaplan-Meier obtenida para este grupo permite observar que la mayoria de
las participantes de este subgrupo mantienen la condicion inicial, siendo muy baja la
probabilidad de encontrar mujeres que desarrollen lesién durante el seguimiento (Figura
7-6).

Figura 7-6. Incidencia de las lesiones por VPH durante el estudio.
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Los datos obtenidos son comparables con otros estudios de cohorte que determinan
incidencia de lesiones, como el estudio de Louvanto en el 2010 (Louvanto et al., 2010)
quien reportd una tasa de 0,0273 lesiones/1000 mujeres/dia en una cohorte de 329
mujeres en Finlandia, donde 14 desarrollaron lesion, esto se explica por el hecho de que
las lesiones premalignas tardan en desarrollarse entre 5 a 10 afios y en un estudio de
cohorte de dos afios es muy dificil medir la incidencia de las lesiones.

La curva de Kaplan-Meier obtenida para este grupo permite observar que la mayoria de
las participantes de este subgrupo mantienen la condicion inicial, siendo muy baja la
probabilidad de encontrar mujeres que desarrollen lesién durante el seguimiento.

Con el segundo grupo de 619 participantes se pudieron obtener resultados acerca de la
resolucion y persistencia de la infeccion, como se observa a continuacion.

7.1.3 Desenlace resolucion de las infecciones

En este desenlace se incluyeron 619 mujeres pertenecientes a este subgrupo las cuales
aportaron un momento en riesgo de 180.930 dias, periodo de tiempo durante el cual
cada participante estd en riesgo de resolver la infeccion, para este caso, durante el
seguimiento.

En este estudio la tasa fue de 2,47 infecciones resueltas/1000 mujeres/dia (IC 95%; 2,25-
2,71). EI 50% de la poblacion hizo resolucion de la infeccion a los 260 dias (mediana de
resolucion de la infeccién). Durante el seguimiento en este grupo 447 mujeres resolvieron
la infeccion y por lo tanto 172 (27,8%) hicieron una infeccién persistente.

La curva de Kaplan-Meier obtenida para este grupo permite observar que
aproximadamente a los 800 dias del seguimiento es baja la probabilidad de encontrar
alguna mujer que no haya hecho resolucién de la infeccién (Figura 7-7).
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Figura 7-7. Resolucion de las infecciones por VPH durante el estudio.
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7.1.4 Desenlace regresion de las lesiones

Dentro de este grupo de mujeres con infeccién al inicio del seguimiento se encontr6é un
subgrupo de mujeres que ademas de presentar infeccion por VPH también presentaron
lesiones cervicales en sus citologias y aunque fue un grupo pequefo se analiz6 en ellas
la regresion de las lesiones durante el seguimiento.

Este subgrupo correspondié a mujeres 55 mujeres que contribuyeron con un momento
en riesgo de 12.748 dias, periodo de tiempo durante el cual cada participante esta en
riesgo de presentar regresion de la lesion, para este caso, durante el seguimiento.

Para este grupo de mujeres la tasa de regresion para las lesiones fue de 3,92
regresiones/1000 mujeres/dia (IC 95%; 2,97- 5,17). El 50% de la poblaciéon hizo
regresion a los 214 dias (mediana de regresion de la lesién). 50 mujeres hicieron
regresion de las lesiones durante el estudio sélo 5 (10%) tuvieron lesiones cervicales
persistentes.
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La curva de Kaplan-Meier obtenida para este grupo permite observar que
aproximadamente a los 600 dias del seguimiento es muy bajo el porcentaje de mujeres
con lesion (Figura 7-8).

Figura 7-8. Regresion de las lesiones por VPH durante el estudio.
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Este tipo de analisis estadistico que se da en funciéon de tasas para las diferentes
variables permite ser aplicado en un estudio donde hay un intervalo considerable entre
visita y visita por parte de cada una de las participantes del estudio, eso sumado a las
variaciones de la duracion en funciébn del tiempo de las mujeres sometidas al
seguimiento.

Cabe resaltar que los resultados obtenidos daran la pauta para la realizacion de otros
estudios de cohorte con intervalos mas estrictos, mayor duracion del estudio y que
ademés abarquen la totalidad del territorio colombiano contribuyendo de esta manera a
un conocimiento mas aproximado sobre la incidencia y resolucion de la enfermedad,
pues aunque hasta ahora existen estudios de seguimiento similares a éste, ninguno
abarca otras zonas de pais aparte de la capital (Bogota), lo cual es muy importante
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debido a la diferencias socioeconémicas, culturales y climaticas que afectan el
comportamiento del virus del papiloma humano en las diferentes poblaciones femeninas
y de igual manera su aporte para el desarrollo del cancer de utero.

7.2 Cultivo de células 239TT y transfeccion de éstas con
los plasmidos recombinantes

Con la ampliacion del stock plasmidico se lograron obtener cantidades considerables
para cada uno de los tipos virales y para el reportero: 161l de pShelLL con una
concentracion de 4,187ug/ml, 140ul de p6shelLlLr (4,469ug/ml), 500ul de pl6shelL
(3,084 pg/ml), 110ul de pl8shell (2,331 pg/ml) y 300ul de pYSEAP (2,603ug7ml). De
igual manera el mantenimiento y la ampliacién del cultivo de 293TT proporcioné células
suficientes tanto para la transfeccion como para la realizacibn de los ensayos de
neutralizacién, asi como también para la produccién de un stock de células.

Después de purificar los PsVs por medio de gradientes de Optiprep (Sigma-Aldrich, St
Louis, MO, USA) y se realizaron SDS-PAGE con el fin de detectar la presencia de las
proteinas L1 y L2 de VPH para cada uno de los constructos 6 PsVs (Figura 7-9) en
donde se pueden evidenciar las proteinas L1 y L2 para cada uno de los tipos virales de
VPH ubicadas en las bandas de los geles correspondientes a los 55kDa y 72 kDa
respectivamente.

Figura 7-9. Caracterizacion electroforética SDS-PAGE de los productos de expresion de
L1yL2
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Antes de realizar la deteccién protéica por medio del método del &cido bicinoninico (BCA)
(Pierce, Meridian Rd, Rockford, IL USA) para los PsVs purificados, estos fueron
sometidos a tres ultrafiltraciones por membranas de centricon (10.000 NMWL) (Millipore
Corporation, Billerica, MA, USA) cada una de 20 min a 4000 rpm para obtener una
muestra mas concentrada.

Se realizaron diversos determinaciones por medio del método del acido bicinconinico 6
micro BCA (Pierce, Meridian Rd, Rockford, IL USA) debido a que se produjeron PsVs
con diferentes agentes para la transfeccion, para la estandarizacion de la lectura de la
actividad neutralizante presentada por los anticuerpos por medio del método
colorimétrico, en las cuales las concentraciones para cada uno de los PsVs fueron las
siguientes:

VPH16 8,62 pug/ml; VPH 18 10,40 pg/ml; VPH 6 7,95 pg/ml; VPH BPV 7,95 pg/ml este
ensayo se realizo transfectando con lipofectamina 2000 (Invitrogen, California, USA).

Segunda produccion de PsVs; esta vez también se utilizo lipofectamina 2000 (Invitrogen,
California, USA) durante la transfeccién obteniéndose las siguientes concentraciones de
PsVs: VPH 16 6,42 pg/ml, VPH 18 11,51 pg/ml.

Tercera produccion de PsVs, para esta Ultima produccion se utilizé el reactivo para
transfeccion HiFect® (Lonza, Cologne, Germany): VPH 16 10,53 pg/ml; VPH18 13,11

pg/mil.

A pesar de que las concentraciones obtenidas en cada una de las producciones de PsVs
fueron buenas se pudo observar, que las concentraciones se mantienen transfectando
con lipofectamina 2000, mientras que el rendimiento utilizando HiFect® (Lonza, Cologne,
Germany) es mejor.

7.3 Evaluacion de la actividad invasiva de los PsVs

Después de varios ensayos para determinar la concentracion de PsVs a utilizar en
ensayos de neutralizacion, teniendo en cuenta que el método colorimétrico es menos
sensible y méas sencillo que el quimio-luminiscente y que requiere una mayor
concentracion de antigeno y anticuerpo para evidenciar la actividad de los PsVs, se
concluyd que la concentracion ideal del PsVs para poder observar una respuesta
neutralizante en el ensayo fue de aproximadamente 1,40 pg/ml obtenida a partir de
ensayos similares con VLPs.
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Los ensayos para evaluar la actividad de los PsVs para los tipos VPH16 y VPH18 frente
a un control neutralizante conocido, arrojaron los siguientes resultados dados en
unidades de absorbancia (UA) y expresados como OD (Tabla 7-2).

Tabla 7-2 Actividad de los PsVs producidos frente a un control neutralizante

PsVs 16 PsVs 18
0,581 | Sin Heparina pseudovirion | 0,586 Sin Heparina  pseudovirion
tipo 16 solo tipo 18 solo
0,244 | Con Heparina (control de | 0,000 Con Heparina (control de
(58%) | neutralizacién) (100%) neutralizacion)

La concentracién de 1,40 pug/ml para los PsVs fue la minima concentracién en la que se
puede observar el comportamiento reflejado en la tabla anterior, en donde el control de
heparina (control neutralizante conocido) para ambos tipos de PsVs, disminuye la
absorbancia mostrada por el PsVs en un 50% o mas (Buck et al., 2005).

7.4 Ensayo de Neutralizacion de PsVs por anticuerpos
contenidos en muestras de suero

Para el ensayo de neutralizacién se pusieron en contacto los PsVs tanto con el control de
heparina como con 7 muestras de sueros de distintas mujeres y una muestra de suero de
una nifia para evidenciar la presencia de anticuerpos neutralizantes en las distintas
muestras por medio de la reduccion de la fosfatasa alcalina, reflejada en la disminucion
del valor de la absorbancia en un 50% con respecto a la absorbancia mostrada por el
PsVs en ausencia de algin agente neutralizante.

En el primer ensayo la paciente 1 presenta anticuerpos neutralizantes para el PsVs tipo
18 pero no para el tipo VPH16 (nétese el porcentaje de reduccion de la absorbancia para
cada caso con respecto a la presentada por el PsVs de cada tipo denotado en rojo en la
tabla 7-3), durante el seguimiento esta mujer nunca presenté infeccién por VPH 18, esto
sugiere que pudo haber tenido un contacto previo al inicio de la cohorte y por lo tanto la
generacion de anticuerpos neutralizantes impidio detectar la infeccion por VPH 18.
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La paciente 2 present6 infeccion por VPH 16 en su primera visita, pero la resolvio en las
siguientes visitas, esto puede deberse a la generacidn de anticuerpos neutralizantes
dirigidos contra el tipo 16, lo cual se evidencia en la Tabla 7-3.

Tabla 7-3 Primer ensayo de neutralizaciéon con anticuerpos de sueros de pacientes
humanos.

0,349 Pseudovirion 16 0,970 Pseudovirion 18
0,000 (100%) Con heparina 0,242 (75%) Con heparina
0,280 (20%) Paciente 1 0,435 (55%) Paciente 1

En el segundo ensayo todas las pacientes inician el estudio y contindan durante varias
visitas infectadas por el VPH 16 (nétese el porcentaje de reduccion de la absorbancia
para cada caso con respecto a la presentada por el PsVs de cada tipo denotado en rojo
en la tabla 7-4) y por lo tanto se evidencia en esta tabla la produccion de anticuerpos
neutralizantes para este tipo, mientras que para el tipo viral VPH18 ninguna presenta
infeccion con excepcioén de la paciente 4 que presenta infeccion con este tipo viral en su
tercera visita, sin embargo se puede evidenciar en los resultados de este ensayo (Tabla
7-4) la presencia de anticuerpos neutralizantes tipo 18 para las pacientes 2, 3y 4
probablemente generados en infecciones originadas antes de empezar el estudio lo que
da una idea de la accién neutralizante de estos anticuerpos en el tiempo y de la
transitoriedad de la infeccion en el caso de la paciente 4. La nifia participante en el
estudio no presentd anticuerpos neutralizantes como era de esperarse, su suero podria
ser utilizado como control negativo en este tipo de ensayos.
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Tabla 7-4. Segundo ensayo de neutralizacion con anticuerpos de sueros de pacientes
humanos.

0,493 Pseudovirion 16 0,495 Pseudovirion 18
0,000 (100%) Con heparina 0,007 (99%) Con heparina
0,154 (69%) Paciente 1 0,431 (13%) Paciente 1

0,000 (100%) Paciente 2 0,075 (85%) Paciente 2

0,167 (66%) Paciente 3 0,144 (71%) Paciente 3

Aunque estos ensayos fueron realizados en pocas pacientes en algunas de ellas la
existencia de anticuerpos se relaciona con prevencion de reinfecciones o0 persistencia,
sin embargo en otras no, lo que demuestra que el nivel de anticuerpos producidos no es
suficientemente protector para contrarrestar la infeccion.

Cabe resaltar que el tamafo de la muestra fue escogida al azar y es bastante pequefa
debido a varios inconvenientes a lo largo del desarrollo de este estudio.
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7.Conclusiones

1. La metodologia descrita permitié la generacion de PsVs aptos para ser utilizados en
ensayos in vitro en donde se pueda evidenciar la presencia de anticuerpos
neutralizantes en sueros de pacientes después de una infeccion natural

2. La estandarizacion de la técnica permitié desarrollar un ensayo de neutralizacion
colorimétrico de alta eficiencia

3. La tasa de incidencia de infecciones durante el estudio de cohorte fue de 2,49
infecciones /1000 mujeres/dia.

4. Laincidencia de lesiones durante el estudio fue muy baja, solo 8 mujeres presentaron
lesion en algin momento de la cohorte

5. La presencia de anticuerpos neutralizantes en el suero de algunas pacientes se pudo
correlacionar con el historial de infecciones por VPH teniendo en cuenta la
transitoriedad e intermitencia del virus en el tiempo.

6. Los resultados reportados tienen semejanzas y diferencias con otros estudios
realizados en otros paises lo cual se puede explicar por las diferencias de culturas y
costumbres enmarcadas en zonas geogréficas del mundo totalmente distintas.

7. La realizacion de ensayos que permitan la deteccién de anticuerpos neutralizantes
contra el VPH, en conjunto con pruebas moleculares, examenes diagnésticos y
estudios longitudinales puede ayudar a la comprension de la dinamica del virus, pues
su transitoriedad y la intermitencia hacen inefectiva su deteccién en una sola
medicion.

8. Este trabajo permitié reportar una técnica para revelar la presencia de anticuerpos
neutralizantes basada en PsVs revelada por un método colorimétrico lo cual
disminuyé notablemente los costos e hizo la prueba mas asequible que aquellas
reveladas por quimioluminiscencia.
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9. Recomendaciones

Para poder continuar con el estudio sobre la importancia de la deteccién de los
anticuerpos neutralizantes dirigidos hacia el VPH presentes en el suero de mujeres
infectadas con el virus, es importante profundizar en cuanto a la estandarizacion del
ensayo de neutralizacién para ser leido por medio del método colorimétrico en un nimero
mayor de mujeres, en un estudio longitudinal de ser posible mayor a cuatro afios para
poder correlacionar la presencia o ausencia de éstos anticuerpos con el desarrollo del
cancer y de esta manera poder implementar esta técnica como apoyo junto con otras
pruebas de tamizacién y moleculares en pro del tratamiento de la enfermedad.

Realizar estudios de cohorte a nivel nacional podria aclarar el comportamiento del virus
en las diferentes zonas geograficas del pais, incluso en aquellas poblaciones aisladas
como las tribus indigenas, teniendo en cuenta que lo ideal seria comenzar el estudio con
mujeres virgenes para poder establecer de una forma mas exacta el desarrollo de la
infeccidbn y su relacibn con variables sociodemograficas permitiendo determinar la
incidencia y regresion de la enfermedad a partir de datos obtenidos en intervalos de
tiempo precisos, de esta manera la red de salud nacional podria enfocar brigadas de
prevencién teniendo como base datos estadisticos concretos que evallien posibles
momentos de transitoriedad y seroconversion desde el momento del contagio con VPH y
gue este seguimiento conlleve a una pronta accién terapéutica 0 mejor aun a la
prevencion del desarrollo del cancer.
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A.Anexo: Cuestionario a pacientes

FIDIC

PROYECTO

"Cancer de Utero en mujeres: Deteccion y seguimiento de anormalidades citolégicas, infeccion por VPH,
Anticuerpos anti-VPH en 25.000 mujeres de diferentes regiones de Colombia y caracterizaciéon inmunolégica de
péptidos candidatos a vacuna contra VPH.

FUNDACION INSTITUTO DE INMUNOLOGIA DE COLOMBIA

1. Fecha 2. Ciudad:

3. Participante N°:

4. Nombres y Apellidos:

5. Cédula:

6. Direccion de residencia habitual

7. Teléfono Fijo: 8. Teléfono Celular:

9. Ha pensado cambiar de residencia en los préximos dos afios:

[Isi [INo

10. Esta dispuesta a continuar un seguimiento clinico cada seis meses durante dos afios:

[si [ Ino

11. Fecha de Nacimiento:D/M/A

13. Con cuantas personas de
su familia vive:

12. Edad:

14. Cuanto promedian sus ingresos mensuales:
[ Analfabeta

15. Nivel de escolaridad:

[ ] primaria [ ] secundaria [ Técnica [ ] universitaria

16. Raza: .
l:l Indigena l:l Negra l:l Blanca I:l Mestiza I:l Otra: Cual :
17. Estado civil:
[ soltera [ unién libre ] casada [ ] separada ] viuda
) N 21. Cuantos
[Csi Llsi 20. Hace cuanto (] Menos 1 afio . cigarrillos [11-s [J10-20
tiempo fuma? [ IMas de 3 afios fuma al dia:

3 afios l:l Mas de 20

[Js5-10

18. Ha 19. I:l la
Fumado Actualmente
alguna vez: Fuma:

[INo [Ino 22, Cuando fumé, por

tiempo lo hizo:

cuanto ["] Menos 1 afio

|:|1a3 afios

[ I Mas de 3 afios

23. Ha tenido relaciones sexuales:

s [ INo

24.Edad primera relacion sexual:

25. Vida sexual activa:

[Isi [INo

26. N° de comparieros sexuales:

l:l Ninguno

1

]2 I3 [ IMasde3

27. Cual es su método
mas frecuente de

planificacion, usado en
los (ltimos 5 afios:

[ ] 1. sin Método

[J2.01U

l:l 3. Ant orales

[] 4. Inyectables

[ 5. condén

[Jé. Cirugia

I:l 7.Norplant o Jadell

[]8. Otro Cual:

28. Gestaciones: Partos: Vivos: Abortos:

I:l Menopausia

I l:l Embarazo

29. Alguna vez ha tenido l:l 1. Vaginosis

infeccién de transmisién

[ 2.chlamydia

[]3. VPH Cervical [] 4. Trichomona

sexual por:

[J6.Hv 7

[ 5. Gonorrea

Sifilis [_]8. Ninguna [19. otra Cual:

[si [Ino

30. Citologias previas: Primera vez

31. Fecha ultima citologia. D/M/A

Resultado: || Normal [ ] Anormal

32. Alguna vez le practicaron: [ ] conizacién del Cuello Uterino

[ ] cauterizacién del Cuello Uterino

[ ] Histerectomia

l:l Radioterapia l:l Crioterapia

I:l Biopsia I:l Ninguna

33. Citologia compatible con:

[Jo.asc-us

[ 1. AscH

l:l 2.AGC (Atipias de células glandulares)

l:l 3. Lesion intraepitelial escamosa de bajo grado (LEI BG)

l:l 4. Lesion intraepitelial escamosa de Alto grado (LEI AG)
[]s. Céncer:
l:l 6. Negativo para lesiones intraepiteliales o malignidad

l:l 7. Muestra Insatisfactoria

]

34.Colposcopia: Satisfactoria
l:l 0. Negativo para lesiones intraepiteliales o malignidad

I:l 1. Lesion intraepitelial escamosa de bajo grado (LEI BG)

I:l Insatisfactoria
I:l 3. Lesion intraepitelial escamosa de Alto grado (LEI AG)

I:l 4. Cancer.

35. Biopsia: l:l Si I:l No

l:l 0. Negativo para lesiones intraepiteliales o malignidad

l:l 1. Lesién intraepitelial escamosa de bajo grado (LEI BG)

[ 2. Lesién intraepitelial escamosa de Alto grado (LEI AG)

I:l 3. Cancer:

Observaciones:
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Cra50 N°26-00 Bogota - Colombia
315 8919 /324 4671-2 Ext. 135-134 Fax: 3244671 Ext. 108
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B Anexo. Consentimiento informado.

CONSENTIMIENTO INFORMADO Participante N°

PROYECTO

"Céancer de Utero en mujeres: Deteccion y seguimiento de anormalidades citolégicas, infeccion por VPH,
Anticuerpos anti-VPH en 25.000 mujeres de diferentes regiones de Colombia y caracterizacion inmunolégica de
péptidos candidatos a vacuna contra VPH.

FIDIC FUNDACION INSTITUTO DE INMUNOLOGIA DE COLOMBIA

Solo ingresaré al estudio previo ala firma de este consentimiento informado. Se le recuerda
gue su participaciéon es totalmente voluntaria.

El virus de papiloma humano o VPH causa el cancer de utero.

Es el segundo cancer mas frecuente en las mujeres del mundo y el primero en paises en vias de
desarrollo como el nuestro.

Su participacion en este estudio es una generosa contribucion al desarrollo de la ciencia y a la
mejoria de la salud de nuestros semejantes, asi como su propio beneficio.

Procedimientos a sequir

Si usted esta de acuerdo en participar en este estudio, previa evaluacion médica, se le
solicitara la donaciéon de una (1) muestra de sangre de 5 cc y una (1) muestra citolégica
cérvico-uterina para analisis de ADN viral que se tomara en el momento de realizar la
colposcopia.

Periodo de participacion

Tiempo necesario para latoma de la muestra de sangre (Aproximadamente 5 minutos).
Riesqos

Este estudio se considera de bajo riesgo. El volumen de sangre por individuo es minimo (5cc). Se
puede tener algo de dolor o enrojecimiento en el &rea de la veno-puncion y en raras ocasiones se
presenta sensacién de mareo de la que se recupera espontaneamente. La toma de la muestra
cervical no presenta molestias adicionales a la colposcopia.

Beneficios

Usted recibira a través de su servicio de salud, el resultado de laboratorio de la seropositividad o
no para el Virus del Papiloma Humano. Esto ayudard a su médico tratante para la toma de
decisibn en su caso particular. Ademas significa un nuevo conocimiento acerca de los
mecanismos de defensa del ser humano contra la infeccion por Virus del Papiloma Humano y
hace parte del proceso de evaluacion de la prueba que podria, en el futuro, ser la base para el
desarrollo de métodos de diagnostico mas precisos y posibles vacunas.

Confidencialidad

Su nombre no serd usado en ningun informe de este estudio.

Hallazgos nuevos de importancia para su salud

Cualquier informacién adicional e importante encontrada durante el periodo de duracion
del estudio, que pudiese resultar importante para su salud, le serd comunicada
inmediatamente.
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IMPORTANTE: Si existe alguna parte de este documento que no entienda, por favor
pregunte a uno de los investigadores antes de firmar.

Por medio de la presente constancia, en pleno y normal uso de mis facultades mentales, otorgo
en forma libre mi consentimiento a la FUNDACION INSTITUTO DE INMUNOLOGIA DE
COLOMBIA para que me sea practicada la prueba de tamizacion para la deteccién de anticuerpos
contra el virus del papiloma humano (VPH), mediante la técnica ELISA.

Declaro que se me ha suministrado informacién sobre la prueba y aspectos concernientes a la
infeccion por el VPH, dentro del desarrollo de un trabajo de investigacién que busca detectar este
virus en la muestra de mi sangre que se toma cuando la citologia vaginal presenta resultados
anormales para recibir posteriormente las indicaciones que se requieran en el manejo de esta
infeccion.

La informacién acerca del resultado de esta prueba se maneja con confidencialidad por parte del
equipo de salud que participa de la investigacién.

Soy consciente que la sangre que donaré y la colaboracion que prestaré, seréa utilizada con
fines de investigacion solamente y que nadie obtendra ningun tipo de lucro con ellas. Soy
también consciente que mi participacion en este estudio no representa ningun peligro para
mi salud y que el procedimiento para la toma de la muestra es seguro, ademas tengo la
certeza de que me puedo retirar del proyecto en el momento que lo decida aunque no se
haya terminado el estudio.

Nombre:
Identificacion

Direccion:

Lugar y fecha:

Testigo
1
Firma e identificacién del testigo:

Parentesco con Relacion con el sujeto de investigacion
Testigo

2

Firma e identificacién del testigo:

Parentesco con Relacion con el sujeto de investigacion
BOGOTA,
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