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Después de todo, ¢qué es un cientifico entonces? Es un Hombre curioso que mira a través del

0jo de una cerradura, la cerradura de la naturaleza, tratando de saber qué es lo que sucede

Jacques Yves Cousteau-
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Resumen

Titulo: Evaluacion de la exactitud diagndstica para deteccion de anticuerpos contra la proteina L1 de VPH

para estratificar mujeres con lesiones en cuello uterino. *

Autor: Laura Melissa Torrado Garcia**

Palabras Clave: VPH, péptido sintético, seroprevalencia, ELISA, cancer de cuello uterino.
Descripcion:

El Virus de Papiloma Humano (VPH) esta frecuentemente asociado a infecciones del tracto reproductivo,
causante del cancer de cuello uterino (CCU). La respuesta de anticuerpos a la infeccion por VPH es
heterogénea y podria ser una herramienta como biomarcador diagnéstico. Objetivo: Evaluar la exactitud
diagndstica para identificar mujeres con lesiones en cuello uterino y clasificar su grado de severidad,
mediante la deteccion de anticuerpos presentes en suero utilizando péptidos sintéticos de la proteina L1 de
VPH. Método: estudio de evaluacion de tecnologia diagndstica para determinar el rendimiento de péptidos
de la proteina L1 de VPH y su capacidad para discriminar lesiones premalignas y CCU mediante la técnica
ELISA. Se recolectaron 62 muestras (citologia normal, NIC I, NIC 1l NIC Il y cancer) y se determiné la
relacion entre los titulos de anticuerpos presentes contra VPH vy la lesidn presente en cuello uterino.
Resultados: De las mujeres estudiadas, 35 tenian citologia normal y de éstas el 54,3% presentaban infeccion
por VPH. Dentro de las 25 mujeres con lesiones en cuello uterino, el 36% tenian NIC I, el 20% NIC I,
32% NIC 1 y 12% CCU. Para el péptido 50 el promedio de las densidades dpticas en el grupo de mujeres
con citologia normal VVPH negativas fue significativamente menor que el grupo de mujeres con citologia
normal VPH positivas y que el grupo de pacientes con NIC Ill. Para el péptido 51 el promedio de las
densidades dpticas del grupo de mujeres con citologia normal VPH positivas fue de 1,03, este fue
significativamente mayor que el del grupo de mujeres con citologia normal (0,74) y que el del grupo de
NIC I-ll (0,77). Los péptidos 50 y 51 clasificaron correctamente a mayor porcentaje de mujeres.
Conclusidn: el péptido 50 podria ser un buen marcador para diferenciar la seropositividad en mujeres de

acuerdo al estatus de infeccién por VPH y al grado de la lesién en cuello uterino.

* Trabajo de Grado
** Facultad de Salud. Escuela de Microbiologia. Director: Bladimiro Rincén Orozco. PhD. Codirector: Ruth Arali

Martinez Vega. PhD.
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Abstract

Title: Evaluation of the diagnostic accuracy for detection antibodies against HPV L1 protein to stratify

women with cervical lesions. **

Author: Laura Melissa Torrado Garcia*

Key Words: HPV, synthetic peptide, seroprevalence, ELISA, cervical cancer.

Description:

Human Papillomavirus (HPV) is frequently associated with reproductive tract infections, causing cervical
cancer (CC). The antibody response to HPV infection is heterogeneous and could be used as a diagnostic
biomarker tool. Objective: To evaluate the diagnostic accuracy to identify women with cervical lesions and
classify their severity rated, by detecting antibodies in sera using synthetic peptides of the HPV L1 protein.
Method: Diagnostic technology evaluation study to determine the yield of HPV L1 protein peptides and
their ability to discriminate premalignant lesions and CC using the ELISA technique. 62 samples were
collected (normal cytology, CIN I, CIN Il CIN 111, and cancer) and the relationship between antibody titers
against HPV and the lesion present in the cervix was determined. Results: Of the groups of women studied,
35 had normal cytology and 54.3% of these had an HPV infection. Among the 25 women with cervical
lesions, 36% had CIN I, 20% CIN 1lI, 32% CIN 1Il and 12% CCU. For peptide 50 the average optical
densities in the group of women with normal cytology negative HPV was significantly lower than the group
of women with normal cytology HPV positive and the group of patients with CIN I1l. For peptide 51 the
average optical densities of the group of women with normal cytology HPV positive was 1.03, this was
significantly higher than that of the group of women with normal cytology (0.74) and that of the CIN I-I1
group (0.77). Conclusion: Peptide 50 could be a good marker to differentiate seropositivity in women

according to the status of HPV infection and the degree of the lesion in the cervix.

* Degree Work
** Facultad de Salud. Escuela de Microbiologia. Director: Bladimiro Rincén Orozco. PhD. Codirector: Ruth Arali
Martinez Vega. PhD.
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Introduccion

El Virus de Papiloma Humano (VPH) es uno de los patdgenos mas frecuentemente
asociado a infecciones del tracto reproductivo, causante del cancer de cuello uterino (CCU) (M.
Stanley, 2010, Organization, 2016). La Organizacion Mundial de la salud (OMS) determiné que
del 5 al 10% de las mujeres, pueden desarrollar una infeccion persistente con genotipos de alto
riesgo, siendo los genotipos VPH-16 y VPH-18, responsables del 70% de los casos de progresion
hacia CCU (Ferlay et al., 2015). La citologia es el método de eleccion al momento del control y
diagnostico de lesiones causadas por VPH. Sin embargo, no tiene una buena sensibilidad como
método de tamizacion (Duraisamy et al., 2011). Investigar en nuevas herramientas de diagnostico
temprano, constituye una necesidad en paises en via de desarrollo donde ocurren el 85% de las
muertes atribuibles a CCU (Mishra et al., 2011). La respuesta de anticuerpos a la infeccion por
VPH es heterogénea; sin embargo, estudios han demostrado que aproximadamente el 60% de las
mujeres con infecciones persistentes por VPH realizan seroconversion entre 6 y 18 meses después
de la deteccion del ADN viral, lo que no ocurre cuando una infeccion es transitoria (Carter et al.,
2000). Por esta razén, el disefio de nuevos métodos diagnosticos basados en la respuesta de
anticuerpos para detectar lesiones premalignas y CCU, y de ser posible utilizarlos como
biomarcadores en la estratificacion de estas lesiones, podria ser una nueva tecnologia de bajo costo
y amplia utilizacion para el diagnéstico temprano de esta enfermedad. Por tal motivo, el presente

estudio pretende evaluar la exactitud diagnoéstica de la deteccion de anticuerpos contra la proteina
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L1 de VPH para identificar mujeres con lesiones en cuello uterino y clasificar su grado de

severidad.
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1. Objetivos

1.1 Objetivo general:

Evaluar la exactitud diagnostica para identificar mujeres con lesiones en cuello uterino y
clasificar su grado de severidad, mediante la deteccion de anticuerpos presentes en suero utilizando

péptidos sintéticos de la proteina L1 de VPH.

1.2 Objetivos especificos

Establecer la relacion existente entre los titulos de anticuerpos anti-VPH presentes en suero
contra los péptidos sintéticos y el tipo de lesion presente en el cuello del utero de las mujeres
incluidas en el estudio

Determinar la sensibilidad y la especificidad de los anticuerpos detectados utilizando los
péptidos de la proteina L1, para clasificar las mujeres utilizando como estandar de oro el Sistema
Bethesda.

Evaluar la capacidad discriminatoria de la deteccidn de anticuerpos contra los péptidos de

la proteina L1 para distinguir entre inmunidad natural e inmunidad postvacunacion.
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2. Cuerpo del trabajo

2.1  Marco conceptual

2.1.1. Generalidades:

Los Papilomavirus (PVs) pertenecen a un amplio grupo de pequefios virus desnudos de la
familia Papilloviridae, distribuidos a lo largo del mundo animal (Munger et al., 2004). Han sido
encontrados en aves, reptiles y en mas de 20 especies de mamiferos; a la fecha se conocen més de

210 tipos de PVs de los cuales al menos 160 infectan al humano (Bernard et al., 2010).

Los VPH afectan tejido mucoso y son responsables de causar lesiones epiteliales benignas
(verrugas o condilomas) o malignas (cancer escamoso epitelial o adenocarcinoma). Estos virus
tienen gran afinidad por los queratinocitos presentes en el epitelio escamoso estratificado,

generando mayor tropismo por la regién ano-genital y tracto aero-digestivo (Nguyen et al., 2014).

No todos los VPH pueden generar lesiones malignas en el epitelio escamoso estratificado.
Por esto, la OMS ha clasificado los VPH de importancia clinica en virus de alto y bajo riesgo segun
su capacidad de inducir cancer mediante mecanismos biologicos claramente establecidos entre
proteinas con capacidad oncogénica y reguladoras del ciclo celular. Los VPH que hacen parte del

grupo de alto riesgo, causan lesiones que pueden progresar a carcinoma de células escamosas o
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adenocarcinomas y a la fecha se asocian con CCU, ano, vagina, vulva, pene y orofaringe (Bosch
et al., 2013). Hoy en dia, la agencia internacional de investigacion en cancer define 13 tipos de
VPH que hacen parte del grupo de alto riesgo (VPH-51, VPH-56, VPH-66, VPH-18, VPH-39,
VPH-45, VPH-59, VPH-16, VPH-31, VPH-33, VPH-35, VPH-52, VPH-58) (Cogliano et al.,
2005) y otros dos (VPH-68, VPH-73) como sospechosos de carcinogenicidad (Molijn et al., 2005;

Mufoz et al., 2006; Schiffman et al., 2009) (Tabla 1).

Tabla 1.

Asociacion de los Alphapillomavirus con cancer cervical

Géneroy  Tipos Carcinomade  Adenocarcinoma Categoria

especie de células de cuello uterino

especie escamosas en (%)
cuello uterino

Alpha5  VPH-26 0,22% Alto riesgo
VPH-51 0,75% 0,54% Alto riesgo
VPH-82 0,26% Alto riesgo

Alpha6  VPH-53 0,04% Alto riesgo
VPH-56 1,09% Alto riesgo
VPH-66 0,19% Alto riesgo

Alpha7  VPH-18 11,27% 37,3% Alto riesgo
VPH-45 5,21% 5,95% Alto riesgo
VPH-59 1,05% 2,16% Alto riesgo
VPH-39 0,82% 0,54% Alto riesgo
VPH-68 0,37% Alto riesgo

Alpha9  VPH-16 54,38% 41,62% Alto riesgo
VPH-31 3,82% 1,08% Alto riesgo
VPH-33 2,06% 0,54% Alto riesgo
VPH-35 1,27% 1,08% Alto riesgo
VPH-52 2,25% Alto riesgo
VPH-58 1,72% 0,54% Alto riesgo

Alpha 11 VPH-73 0,49% Alto riesgo
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Nota: Adaptado de Doorbar 2006. Los VVPH se dividen en tres grupos: Alto riesgo, bajo riesgo y cutaneos.
Los genotipos de alto riesgo pertenecen al género alfa y especie 5, 6, 7, 9 y 11. En la tabla se muestra la frecuencia
con que estos tipos de VPH se asocian a Carcinoma de células escamosas y adenocarcinoma (John Doorbar, 2006;

Mufioz et al., 2004).

2.1.2. Estructura viral y ciclo de infeccion de VPH

Los VPH son virus pequefios con un didmetro que varia entre 52 — 55 nm, con cépside
icosaédrica y ADN de doble cadena circular; tienen aproximadamente 8.000 pares de bases (pb)
(Munger et al., 2004). Todos los tipos de VPH contienen en su genoma entre 8 y 10 marcos de
lectura abierta (ORF, del inglés, Open Reading Frame) (Miinger & Howley, 2002). Estos ORFs se
dividen en tres segmentos funcionales: Region temprana E, Region tardia L y una Region no
codificante (LCR, del inglés Long Control Region). La region E codifica para proteinas no
estructurales, la region L codifica para proteinas de la capside viral y la region LCR contiene

elementos de regulacion de la replicacion y transcripcion viral (figura 1) (Minger et al., 2004).

Figura 1.

Estructura Viral de VPH: Proteinas de la capside (L1, L2), proteinas tempranas (E1, E2, E4, E5,
E6 y E7), son sus respectivos marcos de lectura. Modificado de: The health professional’s HPV

HANDBOOK: Human papillomavirus and cervical cancer. 2004.
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E1

El ciclo de vida de VPH se encuentra estrechamente relacionado con el estado de
diferenciacion de las células siendo capaz de infectar la capa basal del epitelio que esta activamente
en division. Inicialmente, el nUmero de copias es bajo; a medida que la célula se va diferenciando,
aumentan los ciclos de replicacion, realizando una infeccion productiva que origina nuevos
viriones (Stubenrauch & Laimins, 1999). VPH no es un virus litico, y para liberarse a infectar
nuevas células, la proteina temprana E4 interactda con los filamentos de queratina de la superficie
celular liberando viriones hacia nuevas células (J. Doorbar et al., 1991). Asi mismo, otras proteinas
tempranas son importantes en el ciclo de vida viral. E1 y E2 regulan el proceso de replicacion;
adicionalmente, E2 participa como un factor de transcripcion y unién al ADN en VPHSs de alto
riesgo (VPH-AR) e interactla con motivos de la regién LCR (Phelps & Howley, 1987). E2 también
forma un complejo de unién con la helicasa viral E1. Esta union es importante para el
reconocimiento del origen de replicacién viral y para la posterior segregacion del genoma viral a
los cromosomas celulares durante la mitosis mediante la interaccion con el dominio proteico Brd4

(Chiang et al., 1992; Skiadopoulos & McBride, 1998; You et al., 2004).
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Debido a que los VPHs no tienen mas enzimas con funciones en su replicacion, dependen
estrechamente del estado de division de la célula hospedera, por tanto, los VPH-AR han
evolucionado en el mantenimiento de condiciones Optimas que les permitan persistir en el

queratinocito con la consecuencia del desarrollo de su potencial oncogénico.

Por otra parte, actualmente se conocen algunos de los eventos claves implicados en
tumorigénesis cervical. La integracion del genoma viral a los cromosomas humanos con el
aumento de la expresion génica E6 y E7 son elementales para el desarrollo de lesiones malignas.
Asi mismo ocurre con la pérdida de segmentos de la expresion del genoma de la capside (L1y L2)
y del regulador transcripcional E2 con lo cual, estudios han mostrado alteraciones en la célula
hospedera tras la integracion de E6 y E7 (Jeon & Lambert, 1995). La proteina temprana E5, asi
mismo, es importante en el mantenimiento del ciclo celular productivo, su funcion es
transmembranal y se une a receptores de tirosina quinasa facilitando el reclutamiento de proteinas
de sefializacion celular (DiMaio & Mattoon, 2001). En los genotipos VPH-AR, la pérdida de esta
proteina afecta el ciclo de vida productivo y ha sido demostrado que, cuando ocurre el fendbmeno
de integracion viral, E5-VPH no es necesario para el desarrollo de carcinogénesis cervical

(Fehrmann et al., 2003).

2.1.3. Oncoproteinas Virales E6 y E7

La progresion de la infeccion por VPH-AR a CCU es un proceso lento que requiere del

acumulo de varios eventos para la transformacion celular. La tasa de mutaciones en la célula
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hospedera sin infeccion es muy baja en comparacion cuando hay persistencia viral y expresion alta
de las proteinas E6/E7 de VPH-AR (White et al., 1994). La expresion de E6/E7-VPH en las células
basales y parabasales est4 asociada a funciones especificas en la desregulacion del ciclo celular

principalmente.

Las E7-VPH son proteinas de unos 100 aminoacidos, las cuales se asocian a complejos
celulares y modifican las funciones de estas mismas. En este contexto, éstas tienen la capacidad
de asociarse a las proteinas supresoras de tumores del retinoblastoma (pRB), las cuales pertenecen
al grupo de proteinas de union al ADN que en este caso regulan factores de transcripcion en los
puntos de control del ciclo celular (Cam & Dynlacht, 2003). La capacidad de E7-VPH para
asociarse con pRB es esencial para mantener la replicacion viral, puesto que facilita la reentrada
en el ciclo celular de las células en las capas epiteliales superiores (Barrow-Laing et al., 2010), asi
como, causar inestabilidad gendmica a través de la desregulacion del ciclo del centrosoma en la

mitosis (Duensing & Minger, 2002; McLaughlin-Drubin & Miinger, 2009).

Las proteinas E6-VPH son un complejo multimérico con capacidad de interactuar con
multiples proteinas celulares relacionadas en las vias clave del ciclo celular (Zanier et al., 2012).
Esto ocurre a través de multiples mecanismos. Por ejemplo, E6-VPH-AR tiene motivos de unién
a dominios de proteinas PDZ, las cuales estdn involucradas en procesos de sefializacion y
proliferacion celular regulando negativamente estas funciones en la célula (Kihne et al., 2000).
Otra caracteristica de las proteinas E6-VPH-AR es la capacidad de aumentar la actividad de las
telomerasas y la degradacion de P53; mecanismos claramente establecidos en la inmortalizacion

de los queratinocitos (Fu et al., 2010; Galloway et al., 2005). Mediante la Ubiquitinacién por medio
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de la ubiquitina ligasa E6AP, VPH es capaz de inducir via proteosoma la degradacion de P53
(Tomaic¢ et al., 2009). Por tanto, la expresion continua de E6 y E7, en las capas superiores del

queratinocito, facilita el regreso a la fase S para continuar la replicacion viral.

2.1.4. Epidemiologia del cancer de cuello uterino

El CCU es una de las enfermedades mas frecuentes causada por la infeccion persistente
con VPH (M. Stanley, 2010; Organization, 2016).) La OMS determino que del 5% al 10% de las
mujeres desarrollan una infeccion persistente con genotipos de alto riesgo, siendo los genotipos
VPH-16 y VPH-18 responsables del 70% de los casos de progresion hacia carcinoma invasivo

(Ferlay et al., 2015).

En el mundo para el afio 2018 el CCU se clasifico como el cuarto cancer mas comun con
un nuamero estimado de 569.000 casos nuevos y mas de 300 mil muertes (GLOBOCAN, 2018).
Asi mismo, el 85% de estos canceres ocurren en paises en via de desarrollo. En paises desarrollados
estas cifras han decrecido dramaticamente debido al uso de herramientas de biologia molecular
para el diagnostico temprano y a los programas de vacunacion (Bruni L, Barrionuevo-Rosas L,
Albero G, Aldea M, Serrano B, Valencia S, Brotons M, Mena M & R, Mufioz J, Bosch FX, de

Sanjosé S, 2016; Ferlay et al., 2015; Torre et al., 2015).

En Colombia, a pesar de que se ha instaurado el programa nacional de deteccidn precoz de
CCU, las cifras de este cancer no han tenido una disminucién significativa en los reportes

nacionales. Segun datos proporcionados por la Agencia Internacional para la Investigacion en
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Céncer IARC (por su sigla en inglés International Agency for Cancer Research) para el afio 2018
en el pais se reportaron aproximadamente 3.853 casos nuevos y 1.775 muertes por este tipo de

cancer (GLOBOCAN, 2018).

2.1.5. Clasificacion general de lesiones causadas por VPH en cuello uterino

Con el fin de poder clasificar las lesiones causadas por VPH, en el afio de 1988 se realiz6
una reunion en el Instituto Nacional de Cancer de Estados Unidos, donde asistieron representantes
de organismos internacionales, cientificos y profesionales, y se llegd a un acuerdo en la
nomenclatura para clasificar informes citoldgicos ginecoldgicos. En el 2001 se reevaluaron las
categorias y se actualizaron, siendo asi, el reporte se realiza de la siguiente manera con la
clasificacion de Bethesda (Broso & Buffetti, 1993).

e Negativo para lesiones intraepiteliales o malignidad
e En células escamosas analizadas por citologia:
o Células escamosas atipicas (ASC)
o De significado indeterminado (ASC-US)
o Lesiones intraepiteliales de bajo grado (L-SIL)
o Lesiones intraepiteliales de alto grado (H-SIL)
e En células escamosas analizadas por biopsia:
o NIC 1: Neoplasia intraepitelial cervical de bajo grado
o NIC 2: Neoplasia intraepitelial cervical de moderado grado

o NIC 3: Neoplasia intraepitelial cervical de alto grado
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o Caracteristicas sugestivas de invasion
Con esta clasificacion se consensu6 la nomenclatura de las lesiones generadas en el cuello
uterino atribuidas a VPH, asi como los algoritmos de seguimiento y tratamiento de esta

enfermedad.

2.1.6. Problemas asociados al diagnostico de lesiones premalignas y cancer de cuello

uterino

La citologia convencional, a pesar de estar instaurada hace méas de 40 afos, tiene una
sensibilidad que varia de un lugar a otro. Por ejemplo, en estudios realizados en Norte América y
algunas regiones de Europa, donde se evalud la sensibilidad de la prueba de Papanicolaou para
detectar NIC 1y Il, ésta oscil6 entre 40 y 70%, contribuyendo mejor al diagndstico a medida que
la lesion premaligna avanza (Cuzick et al., 2006). En paises Latinoamericanos como Brasil,
Argentina y Colombia, el comportamiento de la prueba es similar manteniéndose entre un 50 y
60% para detectar lesiones intraepiteliales de bajo y alto grado, dejando muchos casos sin detectar

(Murillo et al., 2010; Sarian et al., 2005; Sigurdsson, 2013).

Asi mismo, se ha reportado que existen diferencias significativas en el acceso a la citologia
dependiendo de ciertos factores como: personas provenientes del area rural o urbana, el estrato
socioecondmico, el nivel de educacion y el tipo de seguridad social. A esto se suma el bajo
seguimiento que existe a mujeres con citologia anormal. Todos estos factores ubican a Colombia

como el pais de América Latina con menos cobertura en el programa de prevencion de CCU
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(Castro-Jiménez et al., 2006; Lucumi Cuesta & Gomez Gutierrez, 2004; Pineros et al., 2007). Las
dificultades en el diagnostico y las limitaciones propias de esta prueba ponen de manifiesto la
necesidad de buscar nuevas herramientas que impacten la incidencia de esta enfermedad, asi como,

su efectividad en la prevencion.

2.1.7. Respuesta inmune frente a la infeccion por VPH

Los microorganismos con tropismo por la mucosa han logrado desarrollar mecanismos de
evasion inmune, en cierta medida por que las células centinela no son tan eficientes cuando un
microorganismo no realiza fase en sangre o viremia. Esta caracteristica, supone una ventaja para
el microorganismo ya que la liberacion de sus particulas virales no se encuentra limitada por la
respuesta inmune del hospedero (M. Stanley, 2008). Particularmente, la infeccion por VPH no
induce un estado de inflamacién local, por lo que la produccién de citocinas proinflamatorias es
minima. Por lo anterior, es necesario activar la respuesta inmune innata, principalmente células
dendriticas (CD), células de Langerhans, macrdfagos y células asesinas naturales (NK, de inglés,
Natural Killer), ya que promueven un proceso pro-inflamatorio y activan una respuesta celular
citotoxica mediante la presentacion antigénica a células Ty B (Woo et al., 2010). Finalmente, la
respuesta contra la infeccion viral se complementa con la generacién de anticuerpos neutralizantes
contra la proteina de la capside L1, con el fin de detener la propagacion viral (M. A. Stanley &

Sterling, 2014).

La respuesta humoral frente a proteinas de VPH ha sido estudiada y considerada como

posible biomarcador en cancer atribuible a VPH en distintos sitios anatémicos (Van Doornum et
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al., 2003). La presencia de anticuerpos anti-VPH y su cinética ha sido investigada por estudios
epidemioldgicos encontrando diversos antigenos virales implicados, donde hasta el momento, las
respuestas contra las proteinas L1, E4, E6 y E7 son las que presentan asociaciones mas fuertes con

CCU (Achour et al., 2008; Van Doornum et al., 2003).

Los anticuerpos anti-VPH-L1 se asocian mas comunmente a CCU, cancer anal, cancer
peneal, cancer vulvar, entre otros; sin embargo, los resultados son controversiales. Algunos
estudios de casos y controles encontraron prevalencias similares de respuesta anti-VPH-L1 en
pacientes con distintos canceres vulvares y peneanos, mientras que otros estudios sugieren que
pueden ser un buen predictor de anormalidades y neoplasias (Kreimer et al., 2015; Van Doornum

et al., 2003).

2.1.8. Deteccion seroldgica utilizando péptidos sintéticos de la proteina L1 de VPH para

clasificacion de lesiones presentes en la progresion hacia cancer de cuello uterino.

Debido al alto impacto que tiene el CCU en el pais y el continente, el disefio de nuevos
métodos econdmicos para el diagnostico masivo de esta enfermedad como la deteccion de
anticuerpos anti-VPH parece ser prometedor. Diversos estudios han demostrado que entre el 70 y
90% de mujeres con infeccion persistente por VPH presentan seroconversion 6 a 18 meses después
que el ADN viral ha sido detectado, y esto casi nunca ocurre en mujeres con infecciones
transitorias (Carter et al., 1996, 2000; Nonnenmacher, N L Hubbert, R Kirnbauer, K V Shah, N

Mufioz, F X Bosch, S de Sanjosé, R Viscidi, D R Lowy, 1995; Sanclemente & Gill, 2002).



DETECCION DE ANTICUERPOS CONTRA LA PROTEINA L1 DE VPH 28

La identificacion de las regiones de interaccion entre los anticuerpos monoclonales y sus
epitopos principales ha sido motivo de estudio en investigadores que proponen la deteccidn
seroldgica como biomarcadores de deteccion temprana de lesiones premalignas. Asi mismo,
actualmente existe evidencia de que la presencia de anticuerpos anti-VPH podria ser un marcador

de infecciones por VPH anteriores o actuales (Huang et al., 2017; Salazar-Pifia et al., 2016).

Esta respuesta serolégica contra las proteinas virales se puede detectar con la prueba
ELISA'y parece ser un buen indicador de presencia de carga viral, infecciones pasadas, infecciones
activas, lesiones cervicales de bajo y alto riesgo y desarrollo de lesiones neoplasicas (Urquiza,

Guevara, et al., 2008).

Se ha reportado que las pruebas ELISA cuentan con una sensibilidad del 93% y una
especificidad del 98,5% para discriminar entre sueros positivos y negativos para anticuerpos anti-
VPH. La mayoria de estos anticuerpos reconocen epitopes de la proteina L1 (Karem et al., 2002).
Se ha demostrado que las lupas B-C y F-G de la proteina L1 forman una region de union de
anticuerpos neutralizantes y a la fecha se han disefiado péptidos basados en la secuenciacion de
estas regiones, los cuales parecen ser especificamente reconocidos por sueros de mujeres que
presentan lesiones cervicales asociadas a infeccion por tipos de VPH-AR (Urquiza et al., 2005;

Urquiza, Guevara, et al., 2008; Urquiza, Sanchez, et al., 2008), (Figura 2).

Sin embargo, estudios previos como los realizados en péptidos del virus Epstein Barr han
demostrado que la estabilizacion de estructuras que contienen giros-beta disminuye la entropia

configuracional del péptido, y produce cambios de aumento en la afinidad de unién al receptor, asi



DETECCION DE ANTICUERPOS CONTRA LA PROTEINA L1 DE VPH 29

como, su actividad bioldgica. Esto se basa en la introduccion o sustitucién de aminoacidos
modificados con dimetil-tyrosina en posiciones estratégicas del péptido para reducir el nimero de
isdbmeros conformacionales de la cadena lateral, aumentando de esta manera la actividad biologica

del mismo (Urquiza et al., 2012).

Por esto, la modificacion de péptidos de la proteina capsomérica L1 de VVPH utilizando el
concepto de la disminucion de la entropia configuracional para sintetizar nuevos péptidos con una
actividad biologica deseada, podria ser una estrategia eficiente para desarrollar técnicas que
permitan la deteccion de lesiones causadas por VPH y a su vez la clasificacion de estas con base

en los niveles serologicos de Ac anti-VPH.

Figura 2.

A) Proyeccion conformacional de la proteina capsomerica L1 de VPH. B) Hélice-a. C) loops B-
C, D) F-G de la proteina capsomérica L1 los cuales se encuentran expuestos en la superficie del

capsomero.
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3. Método

3.1 Diseio del estudio:

Evaluacion de tecnologia diagndstica.

3.2 Poblacién blanco:

Mujeres sexualmente activas mayores de 18 afios.

3.3 Poblacion de estudio:

Mujeres mayores de 18 afios del area metropolitana de Bucaramanga que tengan vida

sexual activa.

3.4 Criterios de inclusion:

e Mujeres mayores de 18 afios
e Vida sexual activa

e Que consulten a los centros de captacién
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3.5 Criterios de exclusién:

Histerectomia

Mujer en estado de embarazo

Mujeres en estado de inmunosupresion por otra causa distinta a CCU.

Imposibilidad de genotipificacion de VPH en las mujeres con lesiones en el cuello uterino.

3.6 Muestreo y tamafio de la muestra

Las mujeres fueron incluidas por un muestreo transversal. Por conveniencia se tomaron
muestras sanguineas a pacientes diagnosticadas con lesiones intraepiteliales de bajo y alto grado,
asi como CCU en estadio avanzado, que ingresaron a tratamiento y control en el consultorio del
Médico ginecdlogo oncélogo Simén Orostegui entre el mes de octubre de 2018 a noviembre de
2019. Por la especialidad del médico tratante no era posible recolectar en esta misma institucion
mujeres clasificadas como normales. Por tanto, se realizd una busqueda por conveniencia en
comunidad universitaria de la Universidad Industrial de Santander para incluir las mujeres con
citologia normal. Se representaron todas las edades, por esto, se incluyeron tanto estudiantes como

personal administrativo.

3.7 Materiales y equipos
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Recoleccion de muestra: se acudié al ginecdlogo oncélogo anteriormente mencionado,
quien facilitd el contacto con las pacientes que fueron diagnosticadas por colposcopia con una
lesion pre-maligna (NIC I, 1, 1I1) o maligna en el Gtero. Las mujeres con citologia normal se
contactaron en la comunidad universitaria. La participacion fue voluntaria; se informo a las
pacientes del porqué del estudio y de los posibles riesgos por acceder a la toma, quienes aceptaron,
firmando un consentimiento informado. Se realizd una encuesta que incluyd variables
sociodemogréficas y antecedentes de importancia para infeccion por VPH. Ademas, se tomé

muestra de sangre por puncion venosa (5ml de sangre) y un cepillado cervical.

Asi mismo, para el desarrollo del tercer objetivo, del banco de sueros de estudios previos
realizados por el grupo de investigacion, se tomaron los controles postvacunacion contra VPH de

nifias menores de 12 afios quienes no habian iniciado vida sexual.

3.8 Disefio de péptidos sintéticos de la proteina L1

Se evaluaron en total seis péptidos de la capside de la proteina L1 de VVPH sintetizados en
fase sélida, con posterior purificacion por HPLC y subsecuente anlisis mediante la técnica
MALDI TOF-TOF. Los primeros tres péptidos corresponden a construcciones previamente
evaluadas, que han demostrado ser especificamente reconocidos por anticuerpos anti-VPH. Para
este estudio se codific6 como péptido 44 la siguiente secuencia: FPIKKPNNNKILVPKVS,
péptido 47 GENVPDDLYIKGSGSTANLASSN y péptido 50

PPGGTLEDTYRFVTSQAIACQKHT. Sin embargo, para aumentar el rendimiento de la prueba
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se realizaron algunos cambios estructurales en estos tres péptidos anteriormente mencionados
codificando la modificacion del péptido 44 como 46, del péptido 47 como 49 y péptido 50 como
51 (Tabla 2). Estas sustituciones corresponden a aminoacidos modificados con Dimetil-tirosina en
posiciones estratégicas del péptido para reducir el nimero de isbmeros conformacionales de la
cadena lateral, aumentando de esta manera, la estabilidad y preservacion de epitopes antigénicos
de los peptidos modificados. Estos tres disefios nuevos fueron realizados en colaboracion con el

profesor Mauricio Urquiza de la Escuela de Quimica de la Universidad Nacional de Colombia.

Tabla 2.

Péptidos disefiados de la proteina L1 de VPH con modificaciones estructurales de Dimetil-

tirosina.

Péptido Secuencia Region
Péptido 44 FPIKKPNNNKILVPKVS Original, Bucle B-C
Péptido 46 FCIKKPNNNKILVCKVS Modificacion, Bucle B-C
Péptido 47 GENVPDDLYIKGSGSTANLASSN  Original, Bucle F-G
Péptido 49 GENCPDDLYIKGSGSTANCASSN  Modificacion, Bucle F-G
Péptido 50 PPGGTLEDTYRFVTSQAIACQKHT Original, alfa hélice
Péptido 51 PPGGCLECTYRFVTSQAIACQKHT Modificacion, alfa hélice

Por otra parte, los residuos de la proteina L1 seleccionados corresponden en un 50% de su
secuencia, a una region expuesta y son los identificados en la interaccion con anticuerpos

monoclonales. El péptido 47 y su modificacion (llamado aqui 49), es el sitio de union a diferentes
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anticuerpos monoclonales descritos por Chen et al. y contiene residuos que interactian con estos

anticuerpos, asi como, el 65% de esta secuencia esta expuesta en la estructura de L1.

Las secuencias del bucle BC y del bucle FG se modificaron al cambiar por cisteinas dos de
los aminoacidos que en su mayoria no estaban expuestos en la superficie y que estan separados
por menos de 5 A en la estructura tridimensional de la proteina L1; estas dos cisteinas se agregaron
a la secuencia para tratar de formar un enlace disulfuro intracatenario, reduciendo el nimero de

estructuras que estos péptidos pueden adquirir.

La otra region seleccionada fue la hélice H4 ubicada en el extremo C de la proteina L1; la
secuencia de esta region se conserva entre los diferentes VPH de alto riesgo, esta expuesta en la
superficie del pentamero y un péptido de esta region se une a los anticuerpos séricos que muestran
diferente reactividad entre pacientes con cancer cervical, pacientes infectados y mujeres con

citologia normal (Urquiza, Guevara, et al., 2008).

3.9 Variables

3.9.1 Clasificacion de las mujeres segun el Sistema Bethesda:

Se recolectaron muestras de sangre de las mujeres previamente clasificadas por biopsia

segun el sistema de Bethesda (NIC I, 11, 111 'y cancer) con lesiones premalignas o cancer. Ademas,
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se colectaron muestras de sangre de mujeres con citologias normales menor a un afio de la toma.

Estas ultimas fueron subclasificadas en mujeres con infeccion o sin infeccion por VPH.

3.9.2 Resultado de la prueba ELISA:

Se midieron las absorbancias por la técnica de ELISA de cada muestra de suero para cada
uno de los péptidos seleccionados. Se realizd la estandarizacion de cada uno de los pasos del

ELISA, probando distintas concentraciones de péptido, anticuerpo primario, secundario y lavados.

3.9.3 Variables sociodemograficas:

Se analizaron la edad, el estrato de la vivienda, nivel de educacion, tipo de régimen de

seguridad social, ocupacion y estado civil.

3.9.4 Antecedentes de relevancia para exposicion al VPH y riesgo de CCU:

Determinado por una encuesta epidemioldgica estandarizada tales como, fumar, nimero
de comparfieros sexuales, edad de inicio de su vida sexual, antecedentes de enfermedades de

transmisién sexual, entre otras.
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3.9.5 Pruebas de Laboratorio:

Se identifico la presencia de VPH y el genotipo de VPH por diagnéstico molecular (Direct
Flow CHIP) en las muestras de cepillado cervical de todas las mujeres que accedieron a la
participacion en el estudio. Esta tecnologia identifica 36 genotipos diferenciando los clasificados
por la OMS como alto riesgo y bajo riesgo. Aquellas muestras cuyo genotipo no fue posible

determinar se excluyeron de esta investigacion.

3.10 ELISA

3.10.1 Descripcion del protocolo

Cada placa de 96 pozos se sensibilizd con 100 yL de cada péptido de la proteina VPH-L1
(10pg/mL) diluido en PBS. La placa se dejo incubar durante toda la noche a 4°C en camara
humeda. Entre cada paso se lavo 5 veces con 250 pL de buffer fosfato salino (PBS, del inglés,
Phosphate Buffered Saline) méas tween 20 (PBS-T) al 0, 05%. Los sitios de unién no especificos
se bloquearon con 200 pL de PBS-T mas leche descremada 2% durante 2 horas a 37°C. A cada
pozo se agregd 100 pL de muestra de suero diluido 1 en 20 en una solucion buffer de bloqueo y
se incubd por 1 hora a 37°C para permitir la reaccion antigeno-anticuerpo. Posteriormente, se
afiadio en cada pozo 100 puL de Anti IgG diluido 1 en 10.000 en buffer de bloqueo y se dejo incubar
por 1 hora a 37°C para permitir la reaccion del conjugado con el anticuerpo de la muestra.

Finalmente, a cada pozo se agreg6 100 pL de sustrato TMB diluido en buffer fosfato citrato que
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contiene perdxido de hidrégeno. Se incub6 la placa por 30 minutos a temperatura ambiente,
protegida de la luz, para permitir la reaccion del conjugado con el sustrato que origina una
coloracion amarilla 'y se pard la reaccion con 100 pL de H2SO4 2N. Se ley6 inmediatamente a una
absorbancia de 450 nm en el espectrofotometro Multiskan™ FC Microplate Photometer - Thermo
Fisher Scientific. Se utilizaron sueros de nifias vacunadas como controles positivos y sueros de

nifias que no hubiesen iniciado vida sexual como controles negativos.

3.10.2 Punto de corte

Se tomaron 10 sueros de nifias sin previo contacto sexual y por triplicado se determinaron
las absorbancias emitidas al interactuar con los péptidos de L1 disefiados. Posteriormente, se
establecid el punto de corte calculando el promedio mas dos desviaciones estandar de las

densidades opticas obtenidas.

3.10.3. Analisis de datos

Las variables cuantitativas fueron descritas de acuerdo con si presentaban distribucion
normal (media y desviacion estandar) o no normal (mediana y rango intercuartilico). Las variables

cualitativas fueron descritas con frecuencias absolutas y frecuencias relativas.

Se determinaron diferencias estadisticamente significativas de las densidades &pticas
obtenidas de los péptidos correspondientes al antigeno de la capside viral entre los diferentes

grupos de acuerdo con la clasificacién de la lesion de cuello uterino, utilizando las pruebas
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ANOVA o Kruskal-Wallis, segun tuvo o no distribucion normal la absorbancia. También, se
determind el punto de corte utilizando el promedio de la absorbancia de los controles negativos
mas dos desviaciones estandar y se evalud la sensibilidad, la especificidad y el area bajo la curva
ROC de estos mismos péeptidos para clasificar las mujeres con lesiones en cuello uterino utilizando

como estandar de oro la histopatologia de la biopsia/citologia segun el Sistema de Bethesda.
Finalmente, con este mismo procedimiento analitico, se compararon los grupos

anteriormente mencionados con los resultados de los sueros de las nifias vacunadas con el fin

evaluar la capacidad discriminatoria de los péptidos del antigeno de la capside viral para distinguir

entre inmunidad natural y la inmunidad postvacunacion.

El analisis se realiz6 con el paquete estadistico STATA 14.

4. Resultados

4.1 Descripcion sociodemografica y antecedentes de la poblacion la poblacién de estudio.

Durante el periodo de estudio se incluyeron 68 mujeres, de las cuales 8 mujeres que

presentaban lesiones intraepiteliales entre alto y bajo grado fueron excluidas porgue no fue posible
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determinar el genotipo de VPH causante de la lesion. De las mujeres estudiadas, 35 tenian citologia
normal y de éstas el 54,3% presentaban infeccion por VPH. Dentro de las 25 mujeres con lesiones

en cuello uterino, el 36% tenian NIC I, el 20% NIC 11, 32% NIC Ill y 12% CCU.

La distribucion de las caracteristicas sociodemograficas se describié segun los grupos de
estudio. La mediana de edad fue muy similar para todos los grupos de mujeres y oscilé entre 28 y
33 afios. EI 89,4% de las pacientes VVPH positivas con citologia normal y el 66,6% de las pacientes
con cancer no tenian pareja estable al momento de la toma de la muestra; al contrario de las

pacientes NIC Il donde el 80% describieron tener una sola pareja (Tabla 3).

Por otra parte, en las participantes con citologia normal (grupo VPH positivas y negativas),
el 55% son empleadas, el 50% tiene hasta 16 afios de educacion formal y son mujeres que en su
mayoria viven en estratos 3y 4 y pertenecen al sistema de salud contributivo (85%). En el grupo
de pacientes NIC I, el 44% son trabajadoras independientes y el 33% estudiantes, el 50% ha
cursado hasta 8 afios de estudio y el 44% viven en estrato 2. En el grupo de pacientes con CCU
dos pertenecen a estrato 2 y una a 3 y dos de ellas pertenece al régimen de seguridad social

subsidiado (Tabla 3).

Se observaron diferencias significativas entre los grupos en las variables de estado civil,
encontrandose mayor frecuencia de pareja estable en las pacientes con NIC Il 'y NIC Ill. Asi
mismo, en la variable ocupacién, hallandose mayor frecuencia de empleadas en los grupos de

citologia normal y NIC 11, y de amas de casa en el grupo de CCU, y el tipo seguridad social, siendo
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la mayoria del régimen contributivo, exceptuando en el grupo de NIC | y CCU donde la mayoria
son del régimen subsidiado (Tabla 3).

Tabla 3.

Caracteristicas sociodemogréficas de la poblacion de estudio.

Normal Normal

. NIC I NIC I NIC 11 CCu valor

Caracteristica X]F:)T6) XETS;) (n=9) (n=5) (n=8) (n=3) de p
Edad mediana 31,5 28 31 33 32 33 0.72
(RIQ) (25-45,5) (25-32) (24-41) (31-34) (26,5-41) (32-38) ’
Estado civil n
(%)
Pareja No estable  9(56,2) 17(89,4) 5(555 1(20) 3(37,5 2(66,6) 0.016
Pareja estable 7(43,7) 2(10,5 444,49 4(80) 5(62,5 1(3323 ’
Estado
reproductivo n
(%)
No embarazo 14 (87,5) 18(94,7) 8(88,9) 4(80) 7(87,5  3(100) 0.85
Menopadsica 2 (12,5) 1(53) 1(14,1) 1(200 1(12,5 0 (0) ’
Ocupacion n (%)
Ama de casa 1(6,25) 1(526) 2(22,2) 1(20) 3(37,5 2(66,6)
Empleada 9(56,2) 10(52,6) 0(0) 3(60) 1(12,5) 1(33,3) 0.025
Estudiante 4 (25) 6(31,6) 3(3333) 0 (0) 2(25 ) 0 (0) ’
Independiente 2(125) 2(105) 4444 1(200 2(25)5) 0 (0)
Afos de estudio

(n=15) (n=16) (n=8) (n=4) _ _

cursados (n=5) (n=3)
mediana (RIQ) 1618)4 161(71)4 8 (113)’5 1%3%()) 10 (9-14) 11 (8-17) 0,0011
Estrato de
vivienda n (%)
Estrato 1 1(6,2) 1(526) 2(22,2) 0 (0) 1(12,5) 0 (0)
Estrato 2 3(18,7) 4(21) 4444 3(60) 2 (25) 2 (66,6)
Estrato 3 2(125) 6(31,6) 2(22,2) 1(200 3(375 1(333)
Estrato 4 9(56,2) 7(36,8) 0 (0) 1 (20) 2 (25) 0 (0) 0,15
Estrato 5 0 (0) 1(5,3) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Estrato 6 1(6,2) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)

Sin clasificacion 0(0) 0(0) 1(11,1) 0(0) 0(0) 0(0)
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Seguridad Social

n (%)

Contributivo 14 (87,5) 16(84,2) 3(33,3) 3(60) 7(87,5 1(33,3)
Subsidiado 2 (12,5) 1(53) 6(66,6) 2(40) 1(125) 2(66,6) 0,005
No asegurado 0(0) 2 (10,5) 0(0) 0(0) 0(0) 0 (0)

En cuanto al analisis de las caracteristicas establecidas como factores de riesgo para
desarrollar CCU, en casi todos los grupos de estudio, la mayoria de las pacientes nunca ha fumado,
y han tenido méas de tres comparfieros sexuales. EI promedio de la edad de la primera relacion
sexual oscilo entre los 16, 8 y los 19 afios. El unico factor que mostré una diferencia
estadisticamente significativa fue tener antecedente de infeccion de transmision sexual, siendo
poco frecuente en las mujeres con citologia normal mientras que la mayoria de las mujeres con

lesiones premalignas y cancer lo refirieron (Tabla 4).

Tabla 4.

Descripcidn de factores de riesgo establecidos para CCU en la poblacién de estudio.

Normal  Normal
Caracteristica VPH - VPH+
(n=16) (n=19)

NIC | NIC Il  NIC I CCuU valor
(n=9) (n=5) (n=8) (n=3) dep

Tabaquismo n(%o)

Nunca 13(81,2) 19 (100) 7(77.8) 3(60) 7(87.5) 3 (100)
g:j'g‘aba’ pero lo 2(125 0(0) 2(222) 1(0)  0(0) 0(0) 013
Si 16,2  0(0) 0 (0) 1(20) 1(125  0(0)

No.de~

ggggf‘er;e;o(i o) (n=15)  (n=19) (n=8)  (=5)  (n=8)  (n=3)

Uno 2(133) 1(,3) 2(222) 1(200 2(25)  0(0)

Dos 2(133) 3(157) 1(111)  0(0) 0 (0) 0(0) 0,74

Tres 0 mas 11(73,4) 15(78,9) 6(66,6) 4(80)  6(75)  3(100)
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Edad de primera

relacion sexual 18,2
X(DS) 2,7)
ETS n (%) (n=12)
Si 2 (16,6)
No 9 (75)
No recuerda 1(8,3)

Tipo de relaciones
sexuales que

practica n (%) (n=16)
Vaginal 5(31,2)
Vaginal —oral 9 (56,2)

Vaginal -oral-anal 2 (12,5)

17,8 16,8
(3,2) (2,3)
(n=17) (n=9)

2(11,8) 8(88,8)
13(76,4)  0(0)
2(11,8) 1(11,1)

(n=19)  (n=9)
10 (52,6) 6 (66,6)
6(31,6) 3(333)
3(157)  0(0)

17,8
(2,6)
(n=4)
3(75)
1(25)
0(0)

(n=5)
3 (60)
1 (20)
1 (20)

16,8
Gy 19028
(n=8) (n=3)

6(75) 3 (100)

2(255)  0(0)
0 (0) 0 (0)
(n=8) (n=3)

7(875 2 (66,6)
1(125)  0(0)
0(0) 1(333)

42

0,91

<0,00

0,33

Respecto a los antecedentes ginecoldgicos, el 50% de las pacientes tuvieron su primera

menstruacion entre los 12 y 14 afios. El promedio de edad a la que tuvieron su primer embarazo

oscild entre los 18 y 22 afios, siendo mas jovenes las mujeres con NIC | y de mayor edad las

mujeres con citologia normal sin infeccion por VPH (p=0,0155). En todos los grupos de estudio,

la mediana de embarazos totales fue de dos excepto en las pacientes VPH negativas con citologia

normal, de igual forma que el nimero de hijos nacidos vivos (Tabla 5).

Tabla 5.

Descripcidn de los antecedentes ginecologicos en la poblacion de estudio.

Normal

Normal

- NICI NICIH  NICHI CCU  valor de
Caracteristica X]zlf@ X]IZIII;) (n=9) (n=5) (n=8) (n=3) 0
Edad de la (=16)  (n=18)  (n=9)  (n=5) 0 (n=3)
primera 12 (12-  12(11- 13(9- 13 (12- (n=8) 12 (12- 0,35
menarquia 13) 13) 13) 1) 14 (13,5-15) 15)
mediana (RIQ)

Edad del (n=7) (n=6) (n=5) (n=4) (n=6) _
primer 2238 2033 18(24) 21(62) 20563 (72 00155
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embarazo 19,5
X(DS) (3,5)
Embarazos _ _ _ (n=4) _ -

(n=7) (n=6) (n=5) (n=7) (n=2)
totales 2,5 (1,5- 0,84
mediana (RIQ) 1(1-3) 2(1-2) 2(1-3) 5) 2(1-3) 2,5(2-3)
NUmero de (n=4)
h!jos nacio!os (n=7) (n=6) (n=5) 2 (15 (n=7) (n=2) 0.76
Vivos mediana 1(1-3) 2(1-2) 2(1-3) 3,5’) 2(1-2) 2,5(2-3) ’

(RIQ)

Finalmente se describieron los datos de los diferentes métodos anticonceptivos empleados
por las pacientes del estudio. En el grupo de las pacientes con citologia normal (VPH positivas y
negativas) mas del 90% no se ha practicado ligadura de trompas, aproximadamente el 54%
planifica actualmente y el método de planificacion mas usado es el condon para las mujeres VPH
positivas (n=6, 54,5%) y el dispositivo intrauterino para las VPH negativas (n=2, 22%). En el
grupo de pacientes NIC I, Il y I1I, la mayoria de ellas no se ha practicado ligadura de trompas
(77,8%, 80% y 100%, respectivamente), sélo cuatro pacientes con NIC I planifican actualmente,
una con NIC I1'y cinco con NIC I11, principalmente usan condon, pastillas o inyeccién. En el grupo

de pacientes con CCU, las tres pacientes refirieron que no planifican (Tabla 6).

Tabla 6.

Tipo de método de planificacion familiar en la poblacion de estudio.

Normal Normal

Caracteristica VPH - VPH+ NI_C I NIE: I NI(E i C(_:U valor de
(n:16) (n:lg) (n_g) (n_5) (n_8) (n_3) p

Ligadura de

trompas n (%)

Si 1(6,2) 1(5,3) 2(22,2) 1(20) 0 (0) 1(33,3)

No 15(938) 18(947) 7(77.8) 4(80)  8(100) 2(667) %
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Planifica

actualmente n

(%)

Si 9 (56,2) 10 (52,6) 4(44,4) 1(20) 5 (62,5) 0 (0) 0.41
No 7(43,7) 9 (47,3) 5(55,6) 4(80) 3(37,5) 3 100) '
Tipo de

anticonceptiv (n=9) (n=11) (n=4) (n=1) (n=5) (n=0)

0s n (%)

Condén 1(11,2) 6 (54,5) 2 (50) 0 (0) 0 (0) 0 (0)

Condon +

pastillas 0 (0) 1(9,1) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)

Pastillas 4 (44,4) 1(9,1) 1(25) 0@ ) 2 (40) 0 (0)

Inyeccion 1(11,2) 1(9,1) 1(25) 1(100) 3 (60) 0 (0) 0,22
Implante en el

brazo 1(11,2) 1(9,1) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Dispositivo

i 2 (22,2) 1(9,1) 000  0(0) 0(0) 0 (0)

4.2 Genotipificacion de las mujeres participantes en el estudio.

De un total de 44 mujeres positivas para infeccion por VPH (mujeres con citologia normal
VPH positivo y mujeres con lesion) el 52,3% presentaron infeccién por un unico genotipo, el
36,4% presentaron coinfecciones con genotipos VPH-AR/BR seguido de infecciones por VPH-

AR/AR (6,8%) y VPH-BR-BR (4,5%) (Figura 3).

La frecuencia por genotipos de alto y bajo riesgo también fue determinada. Se encontrd
que los genotipos més prevalentes en mujeres incluyendo infeccion con citologia normal y lesion
fueron VPH-16 (n=9), VPH-31 (n=7) y VPH- 51 (n=5). Asi mismo, los genotipos VPH-BR fueron

VPH-62/ 81y VPH-42 (n=7) (Figura 4y 5).
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Figura 3.

Frecuencia de infecciones Unicas y multiples por VPH.
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Frecuencia de infeccion por VPH-AR en la poblacion de estudio.
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Figura 5.

Frecuencia de infeccion por VPH-BR en la poblacion de estudio.
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4.3 Relacion entre los titulos de anticuerpos anti-VPH presentes en suero contra los péptidos

sintéticos y el tipo de lesion presente en cuello uterino.

Inicialmente se tomaron los 6 péptidos sintetizados (tres originales y tres modificados) y
se procuré estandarizar cada utilizando la técnica de ELISA. Para esto, como controles positivos
se utilizaron sueros de nifias vacunadas con la vacuna tetravalente para VPH y como controles
negativos sueros de nifias que no hubiesen iniciado vida sexual. Solo fue posible estandarizar las

condiciones del ELISA para los péptidos 47 con su modificacion 49 y 50 con su modificacion 51.
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Para el péptido 50 y su modificacién 51 se observé una diferencia significativa en el
promedio de la densidad Optica entre los grupos, siendo mayor en el grupo de las pacientes
infectadas con VPH y menor en el grupo con CCU. Por otra parte, los grupos de lesion NIC |y
NIC Il presentaron un comportamiento similar en todos los péptidos y NIC IlI fue diferente
respecto a los demas grupos de lesion. El grupo de pacientes con CCU presento las densidades
Opticas més bajas, respecto a todos los grupos de comparacion. Esto pudo deberse al estado de
inmunosupresion de las pacientes, resultante por el tratamiento por quimioterapia y radio terapia

ya iniciado al momento de la toma de muestra (Tabla 7).

Tabla 7.

Promedio y desviacion estandar de las densidades dpticas de la prueba de ELISA de acuerdo

con el estado de infeccion por VPH y tipo de lesion presente.

Normal Normal
Péptido VPH VPH NIC | NIC 11 NIC 111 Cancer Valor
P negativo positivo (n=11) (n=5) (n=8) (n=3) de p*

(n=16) (n=19)

47 X(DS) 0,71 (0,30) 0,82 (0,28) 0,66 (0,27) 0,62 (0,16) 0,84 (0,32) 0,51 (0,25) 0,27
49 X(DS) 0,79 (0,36) 0,91 (0,27) 0,68 (0,34) 0,67 (0,35) 0,76 (0,26) 0,54 (0,25) 0,26
50 X(DS) 0,69 (0,26) 1,00 (0,24) 0,69 (0,17) 0,68 (0,28) 0,93 (0,24) 0,61 (0,14) 0,0007
51 X(DS) 0,740,31 1,03 (0,23) 0,76 (0,27) 0,80 (0,28) 0,94 (0,28) 0,46 (0,15) 0,0041

*Prueba de ANOVA

Para los siguientes analisis se unificaron los grupos de lesion NIC 1y 11 debido a la similitud
del promedio de la densidad Optica. Ademas, el grupo de CCU no se tuvo en cuenta debido a que

presentd densidades Opticas consistentemente mas bajas que el resto de los grupos. Considerando
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estos cuatro grupos se observo una diferencia estadistica de las densidades Opticas para los

péptidos 50 y 51 (Tabla 8).

Tabla 8.

Promedio y desviacién estandar de las densidades dpticas de la prueba de ELISA por grupo de

estudio.

Péptido Normal VPH Normal VPH NIC I-11 NIC 111 Valor
P negativo (n=16)  positivo (n=19) (n=16) (n=8) de p*

47 X (DS) 0,71 (0,30) 0,82 (0,28) 0,64 (0,24) 0,84 (0,32) 0,22

49 X (DS) 0,79 (0,36) 0,91 (0,27) 0,68 (0,33) 0,76 (0,26) 0,20

50 X (DS) 0,69 (0,26) 1,00 (0,24) 0,68 (0,20) 0,93 (0,24) 0,0002

51 X (DS) 0,74 (0,31) 1,03 (0,23) 0,77 (0,26) 0,94 (0,28) 0,0091
*Prueba de ANOVA

Al comparar los grupos entre ellos no se observaron diferencias en las densidades opticas

para los péptidos 47 y 49 (Figura 6 y 7). Por otra parte, para el péptido 50 el grupo de mujeres con

citologia normal VPH negativas fue significativamente menor que el grupo de mujeres con

citologia normal VPH positivas y que el grupo de pacientes con NIC Ill. Asi mismo, se observd

que el grupo con NIC I-11 presentdé menores densidades dpticas que el grupo de mujeres con

citologia normal VPH positivas y que el grupo con NIC Il (Figura 8). Para el péptido 51 el

promedio de las densidades dpticas del grupo de mujeres con citologia normal VPH positivas fue

de 1,03, este fue significativamente mayor que el del grupo de mujeres con citologia normal (0,74)

y que el del grupo de NIC I-11 (0,77) (Tabla 8, Figura 9).
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Figura 6.

Densidad Optica de la prueba de ELISA utilizando péptido 47 por grupos de estudio.
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Figura 7.

Densidad oOptica de la prueba de ELISA utilizando el péptido 49 por grupos de estudio.
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Figura 8.

Densidad Optica del péptido 50 por grupos de estudio.
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Adicionalmente, se evaluo la relacion entre los anticuerpos generados por la presencia de
la infeccion y la capacidad de reconocimiento de los péptidos sintetizados. Se observé que el
promedio de las densidades dpticas fue muy similar para los péptidos 47 y 49, y diferenciales en
los péptidos 50 y 51, siendo significativamente mayor el promedio de las densidades Gpticas para

el grupo de pacientes infectadas que las no infectadas (Tabla 9).

Tabla 9.

Promedio y desviacion estandar de las densidades dpticas de las pruebas de ELISA por estatus

de la infeccion por VPH.

s VPH VPH Valor de
Péptido negativo positivo -
(n=16) (n=43) P
47 X(DS) 0,71 (0,30) 0,76 (0,28) 0,56
49 X(DS) 0,79 (0,36) 0,79 (0,30) 0,97
50 X(DS) 0,69 (0,26) 0,87 (0,26) 0,0243
51 X(DS) 0,74 (0,31) 0,93 (0,27) 0,0427
* Prueba t de Student

4.4 Sensibilidad y especificidad de los péptidos originales y sus modificaciones comparados

con la clasificacion del sistema de Bethesda.

Por otra parte, se evalud la sensibilidad y especificidad de los péptidos sintetizados
utilizando diferentes agrupaciones. Para esto, se determinaron puntos de corte de cada péptido

utilizando 10 sueros de niflas sin previo contacto sexual y obteniendo las absorbancias al
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interactuar con los diferentes péptidos sintetizados. Para el péptido 47 se determind que esta
interaccion era positiva cuando superaba una absorbancia de 0,942, para el péptido 49 el punto de

corte fue de 0,803, para el péptido 50 fue de 1,004 y para el péptido 51 fue de 1,159.

En general ninguno de los péptidos presentd una buena sensibilidad en los grupos
estudiados. Tanto los péptidos originales como los modificados alcanzan a detectar un poco menos

del 40% de las mujeres que tienen la lesion en todos los grupos de comparacién (Tablas 10-13).

Ademas, aunque los porcentajes de especificidad se comportaron mejor comparados con
la sensibilidad, la especificidad fue superior a 85% cuando se agruparon las mujeres en pacientes
con NIC HI (grupo con lesidn severa) o mujeres con citologia normal/NICI-11 (Grupo con lesion
de bajo y moderado grado de enfermedad). El porcentaje de correctamente clasificadas fue inferior
al 80% en todos los péeptidos y el area bajo la curva no supero el 0,6 (Tablas 12 y 13). Sin embargo,
el péptido 51 fue el que tuvo mayor porcentaje de clasificacion correcta (79,6) y area bajo la curva
(0,599) cuando se agruparon las mujeres en pacientes con NIC 1l (grupo enfermo) o mujeres con

citologia normal/NICI-I1 (Grupo sin enfermedad) (Tabla 13).

Tabla 10.

Sensibilidad, especificidad y AUC del ELISA utilizando el péptido 47.

Clasificacion por  Sensibilidad Especificidad Correctamente  Area bajo la

grupos de estudio % % clasificados %  curva (AUC)
NIC + Ca vs Normal 37,5 54,3 50,0 0,459
NICs vs Normal 37,5 58,1 52,5 0,478
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NIC 111 vs normal-
NICI-I] 25,0 90,7 72,8 0,578

Tabla 11.

Sensibilidad, especificidad y AUC del ELISA utilizando el péptido 49.

Clasificacion por  Sensibilidad Especificidad Correctamente  Area bajo la

grupos de estudio % % clasificados %  curva (AUC)
NIC +Ca vs Normal 35 43,4 43,1 0,412
NICI-111 vs Normal 35 514 45,4 0,432
NIC I11 vs normal-
NICI-II 20 88,5 63,4 0,542
Tabla 12.

Sensibilidad, especificidad y AUC del ELISA utilizando el péptido 50.

Clasificacion por  Sensibilidad Especificidad Correctamente  Area bajo la

grupos de estudio % % clasificados %  curva (AUC)
Lesién vs Normal 33,3 53,1 48,3 0,433
NICs vs Normal 33,3 56,8 50,8 0,450
NIC Il vs normal-
NICI-II 26,6 90,1 74,6 0,587
Tabla 13.

Sensibilidad, especificidad y AUC del ELISA utilizando el péptido 51.

Clasificacion por  Sensibilidad Especificidad Correctamente  Area bajo la

grupos de estudio % % clasificados %  curva (AUC)
Lesion vs Normal 40,0 55,7 53,2 0,479
NICs vs Normal 40,0 59,2 55,9 0,495
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NIC 111 vs normal-

NICI-II 30,0 89,8 79,6 0,599

4.5 Discriminacién de inmunidad natural vs Inmunidad adquirida.

Asi mismo, se evaluo si estos péptidos eran capaces de diferenciar inmunidad natural de
inmunidad adquirida. Al principio se definié como inmunidad natural los grupos de individuos
con citologia normal VVPH positivo, NIC I-11 y Il que se tuvo certeza de que son VPH positivas
por la genotipificacion y podrian haber desarrollado anticuerpos; no se consideraron las pacientes
con cancer dado los resultados obtenidos (densidad éptica baja) y se definié como inmunidad
adquirida a todas las pacientes vacunadas con la vacuna tetravalente para VPH que fueron
controles positivos en la estandarizacion de la técnica. En general las pacientes con inmunidad
adquirida mostraron en promedio absorbancias mas altas comparadas con la inmunidad natural en
todos los péptidos, pero principalmente para los péptidos 50 y 51. Sin embargo, estas diferencias

no fueron estadisticamente significativas (Tabla 14).

Tabla 14.

Promedio y desviacion estandar de absorbancias de la ELISA en mujeres con inmunidad natural

o inmunidad adquirida.

Inmunidad Inmunidad

Péptido adquirida natural Valor de p
(n=13) (n=43)
47 X(DS) 0,88 (0,19) 0,76 (0,29) 0,1717

49 X(DS) 0,92(0,33) 0,79 (0,30) 0,1938
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50 X(DS)
51 X(DS)

1,00(0,26)
1,10 (0,28)

0,87 (0,26) 0,1088
0,93 (0,27) 0,1028

Por otra parte, se evaluo la diferencia que existe en los niveles de anticuerpos de mujeres
sin infeccion al momento de la toma comparadas con pacientes vacunadas y la capacidad de
reconocimiento de estos péptidos. Los péptidos 47 y 49 no discriminan las pacientes vacunadas de
las no infectadas, mientras que el péptido 50 mostré diferencias estadisticamente significativas
entre estos grupos, siendo mayor las densidades Opticas para el grupo de pacientes de vacunadas
que para las mujeres negativas en la genotipificacion por VPH (Tabla 15). Asi mismo la
modificacion 51 fue capaz de diferenciar pacientes sin infeccion por VPH de nifias vacunadas, y

esta diferencia fue estadisticamente significativa.

Tabla 15.

Promedio y desviacion estandar de las absorbancias de pacientes sin infeccion por VPH vs

vacunadas.

s Normal:.VPH Vacunadas
Péptido negativa (n=13) Valor de p
(n=16)
47 X(DS) 0,71 (0,30) 0,79 (0,19) 0,09
49 X(DS) 0,79 (0,36) 0,92 (0,33) 0,32
50 X (DS) 0,69 (0,26) 1,00 (0,26) 0,0032
51 X (DS) 0,74 (0,31) 1,07 (0,28) 0,0092
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4.6 Estudio de titulos de anticuerpos contra los péptidos de la proteina L1 presentes en los
diferentes grupos de estudio y su relacién con la distribucion de los genotipos identificados

de VPH.

Se determinaron las densidades Opticas por ELISA de los sueros retados de cada péptido
de acuerdo con la distribucion de los genotipos encontrados en los individuos por grupo de estudio.
Se encontr6 que en pacientes infectados con VPH-BR, los sueros estudiados presentaron
densidades oOpticas altas contra todos péptidos analizados. (Figuras 10-13). Asi mismo se observo
que en las pacientes con NIC-I-II la presencia de coinfecciones VPH-BR-AR mostro un ligero
aumento de las densidades Opticas para cada uno de los péptidos respecto a las infecciones solo
con VPH-AR. En los péptidos 50 y 51 la presencia de VPH-AR mostré densidades dpticas mas

altas para las pacientes con lesiones con grado NIC Il (Figuras 12 y 13).

Figura 10.

Densidad oOptica del péptido 47 de acuerdo con la distribucion de los genotipos por grupo de

estudio.
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a) 47 citologia normal b) 47 NIC I-lI c) 47 NIC Il
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Figura 11.

Densidad 6ptica del péptido 49 de acuerdo con la distribucion de los genotipos por grupo de estudio.
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Figura 12.

Densidad 6ptica del péptido 50 de acuerdo con la distribucion de los genotipos por grupo de

estudio.
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Figura 13.

Densidad optica del péptido 51 de acuerdo con la distribucion de los genotipos por grupo de

estudio.
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4.7 Alineamiento multiple de secuencias de la proteina L1 del VPH-AR y VPH -BR con los

péptidos sintetizados.

Después de encontrar una alta reaccion cruzada en los pacientes infectados con VPH-BR
y los infectados con VPH-AR en los ensayos tipo ELISA utilizando los péptidos sintéticos, se
realiz6 el alineamiento de las secuencias de los diferentes genotipos encontrados, respecto a los
péptidos sintetizados. Al revisar la frecuencia de genotipos de acuerdo al grado de la lesién, se
descargaron de la base de datos del NCBI (National Center of Biotechnology Center) las
secuencias parciales de la proteina L1 de los genotipos de alto riesgo (18, 31, 33, 35, 39, 45, 51,
52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 73, 82) y bajo riesgo (6,11,40,42,43,44,54,61,62,67,70,72,81). Usando
los softwares CLC Sequence Viewer y BLASTP, se realizo un alineamiento multiple y se calculo
el % de identidad entre las secuencias de aminoacidos de los genotipos de alto y bajo riesgo versus

los péptidos sintetizados (Figuras 14 a 21).

Figura 14.

Alineamiento multiple del Péptido 47 vs VPH-AR.
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Alineamiento multiple del péptido 47 vs VPH-BR.
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Alineamiento multiple del péptido 49 vs VPH-AR.
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Figura 17.

Alineamiento maltiple del péptido 49 vs VPH-BR.
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Alineamiento multiple del péptido 50 vs VPH-AR
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Figura 19.

Alineamiento maltiple del péptido 50 vs VPH-BR.
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Figura 20.

Alineamiento multiple del péptido 51 vs VPH-AR.
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Figura 21.

Alineamiento maltiple del péptido 51 vs VPH-BR.
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El porcentaje de identidad de las secuencias encontradas en el NCBI con respecto a los
péptidos sintetizados de la proteina L1, varia de acuerdo con las secuencias peptidicas disefiadas.
El péptido 50 tiene un porcentaje de identidad mayor que el péptido 47 en los genotipos de alto
riesgo encontrados en este estudio con mayor frecuencia (VPH-16, VPH-31, VPH-52, VPH-56 y
VPH-39), (Tabla 16). Asi mismo los genotipos de bajo riesgo mas prevalentes presentaron mayor
porcentaje de identidad en las secuencias del péptido 50 respecto al péptido 47 (excepto en VPH-
62). El porcentaje de identidad de las secuencias con sus genotipos correspondientes para las

modificaciones de los péptidos presento6 alta variabilidad. En general para algunos genotipos, la
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modificacion fue favorable en los péptidos 50-51(VPH-18-53-56-58) y en los péptidos 47-49

(VPH-35-45-52), (Tabla 17).

Tabla 16.

Porcentaje de identidad entre las secuencias de amino&cidos de la proteina L1 de los genotipos

VPH-AR identificados en nuestro estudio y las secuencias de los péptidos 47-49-50y 51.

GEIZ(I);g)OS % identidad % identidad % identidad %identidad
RIESGO Péptido 47 Péptido 49 Péptido 50 Péptido 51
HPV 18 64.29 85.71 68.18 78.57
HPV 16 100 91.30 100 91.67
HPV 31 81.82 82.35 86.36 81.82
HPV 33 77.27 72.73 77.27 72.73
HPV 35 61.90 75 81.82 72.73
HPV 39 50 43.48 59.09 64.29
HPV 45 57.89 64.29 62.50 68.75
HPV 51 71.43 71.43 58.33 54.17
HPV 52 58.33 66.67 75.00 70.83
HPV 53 76.92 76.92 65.22 69.23
HPV 56 61.54 61.64 63.64 66.67
HPV 58 88.24 82.83 77.27 72.73
HPV 58-2 88.24 82.83 77.27 72.73

HPV 66 66.67 66.67 59.09 58.33
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HPV 73 64.71 64.71 80.95 76.19

HPV 82 0 0 57.14 52.38

Nota: En rojo se evidencian los péptidos que tuvieron mayor porcentaje de identidad al momento de realizar

el alineamiento con la proteina L1 de los genotipos de VPH-AR

Tabla 17.

Porcentaje de identidad entre las secuencias de aminoacidos de la proteina L1 de los genotipos

VPH-BR identificados en nuestro estudio y las secuencias de los péptidos 47-49-50y 51.

GENOTIPOS

BAJO % identidad % identidad % identidad % identidad
RIESGO Péptido 47 Péptido 49 Péptido 50 Péptido 51

HPV 6 59.09 71.43 70.83 70.83
HPV 40 64.71 58.82 75 75
HPV 42 48 52.38 71.43 71.43
HPV 43 70 66.67 70.59 70.59
HPV 44 62.50 62.50 72.73 72.73
HPV 54 72.73 63.54 88.24 88.24
HPV 62 62.50 66.67 57.14 57.14
HPV 67 59.09 62.50 77.27 77.27
HPV 70 58.33 75 71.43 71.43
HPV 81 62.50 66.67 71.43 71.43

Nota: En rojo se evidencian los péptidos que tuvieron mayor porcentaje de identidad al momento de realizar

el alineamiento con la proteina L1 de los genotipos de VPH-BR
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Dada la alta prevalencia de coinfecciones, la presencia de dos 0 mas genotipos respecto a
las densidades o&pticas obtenidas, también fue estudiada. Se observé que cuando habia
coinfecciones por mas de dos genotipos de alto o bajo riesgo las densidades dpticas disminuyeron

en 3 de los 4 péptidos estudiados (49, 50 y 51) (Figura 22).

Figura 22.

Densidades dpticas de los péptidos originales y modificados de acuerdo con coinfecciones con
dos 0 mas VPHSs a). Péptido original 50. b) péptido modificado 51. ¢) Péptido original 47. d)

péptido modificado 49.
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5. Discusién

Este es el primer estudio en poblacion santandereana que evalua los anticuerpos generados
de acuerdo con el estatus de infeccion por VPH y al tipo de lesion presente en cuello uterino, para
poder usarlo como biomarcador diagnoéstico. Se evalud su exactitud diagndstica y si al realizar
modificaciones quimicas en los péptidos utilizados, es posible aumentar el rendimiento de
reconocimiento de péptidos sintéticos de la proteina capsomérica L1 con los respectivos

anticuerpos naturales generados contra esta proteina.

La poblacion estudiada en general son mujeres jovenes, con una mediana de edad entre los
28 y 33 afos. Los afios de estudio cursados, en general superan los 8 afios continuos y su estrato
socioecondémico fue muy variado (de uno a seis) (Tabla 3). Entre los factores de riesgo para
desarrollar CCU en los grupos de estudio, se observo que mas del 60% de las mujeres participantes
han tenido més de tres compafieros sexuales, la edad de la primera relacion sexual en promedio
fue entre los 16 y 19 afios, y en los grupos de estudio con citologia normal, NIC Il y cancer al

menos el 12% practica relaciones sexuales, por via vaginal, oral y anal (Tabla 4).

Evaluar las caracteristicas socio demogréaficas de la poblacion es importante ya que los
estudios en Colombia muestran que existen diferencias estadisticamente significativas respecto al
acceso de la atencion en salud, su estrato socioecondémico y grado de alfabetismo. Aungue en la

poblacién estudiada en general, la mayoria de las participantes son del régimen contributivo,
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particularmente para el grupo de las pacientes con cancer invasivo dos de las tres mujeres
pertenecen al régimen subsidiado. La realizacion de la prueba de Papanicolaou en Colombia es la
herramienta principal para la prevencion de CCU. Se ha estudiado que, segun el area de residencia,
el nivel de escolaridad y el tipo de seguridad social, es mas dificil acceder a programas de
prevencion de CCU y que personas con un régimen de seguridad social subsidiado tienen un 40%
menos de atencion en salud comparados con el contributivo. La educacion también es un factor
primordial a la hora de realizar la citologia, ya que se ha documentado que en las mujeres de
escolaridad baja o nula el acceso a la prueba es menor, principalmente en zonas rurales y mujeres
que no tienen conocimiento acerca del CCU, lo que limita su derecho a los programas de salud,
quedando de manifiesto que tienen mayor riesgo de presentar CCU en algiin momento de su vida
(Bermedo-Carrasco et al., 2015; Calderon et al., 2011; Castro-Jiménez et al., 2006; Lucumi Cuesta

& Gomez Gutierrez, 2004).

Por otra parte, se determinaron los genotipos presentes en las mujeres participantes del
estudio. De las 44 mujeres que estaban infectadas con VPH el 52,3% tenian infeccion Unica y el
47,7% coinfecciones entre genotipos de alto y bajo riesgo, alto y alto riesgo y bajo y bajo riesgo.
Un estudio recientemente realizado por nuestro grupo de investigacion en 1.111 mujeres que se
practicaron autotoma para la deteccion de la infeccion por VPH, encontré una prevalencia de
infeccion general en mujeres del 35,1 % (n= 389), encontrando VPH-AR con un 16,3% y VPH-
BR 18,8%. (datos no publicados aun). En ese estudio los genotipos de alto riesgo mas frecuentes
fueron VPH-31, VPH-52 y en tercer lugar VPH-16. Para las participantes de este estudio, el
genotipo mas frecuente fue VPH-16 (n=9) seguido de VPH-31 (n=7) y VPH-51 (n=5) lo que

muestra que la poblacion santandereana presenta una alta variabilidad de genotipos circulantes y
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el genotipo VPH-16 a pesar de ser frecuente, no es el Gnico presente en la aparicion de lesiones
premalignas y cancer en esta poblacion. La variedad de genotipos circulantes es muy similar a un
estudio realizado en la Republica del Congo en 1.870 mujeres de 25 a 82 afios donde la prevalencia
de infeccion general fue del 28,1%. Sin embargo, en ese estudio el genotipo més prevalente fue el

VPH-68 (Mutombo et al., 2019).

La relacién entre los titulos de anticuerpos anti-VPH presentes en sueros de mujeres no
infectadas, con lesiones premalignas y cancer fue evaluado. En general en las 3 participantes con
cancer, los niveles de anticuerpos fueron muy bajos incluso por debajo de mujeres sin infeccion
(Tabla 7). Esto podria deberse a que estas pacientes estuvieron sometidas a ciclos extensos de
quimio radioterapia que pueden haber comprometido el estado de salud y afectado la inmunidad

al momento de la toma de muestra sanguinea.

Aunque algunos estudios, como el de Urquiza, et al., (2008), encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre pacientes con CCU y con citologia normal en mujeres de la
ciudad de Bogota con DO de 0,85 y 0,22 para estos grupos, respectivamente, estos resultados no
se relacionan con los encontrados en este estudio, posiblemente porque las pacientes que
ingresaron al presente estudio, presentaron CCU invasivo y su estado general de salud estaba

afectado al momento de la toma.

Un estudio realizado en Colombia en 147 mujeres con CCU, y 147 mujeres con citologia
normal VVPH negativo, para detectar la respuesta seroldgica por ELISA utilizando como antigenos

las VLP, mostrd respuestas de anticuerpos en el 82% de las mujeres con CCU y 56% en mujeres
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sanas. A pesar que en este estudio se encontrd asociacion a una mayor supervivencia en pacientes
con titulos altos de anticuerpos, en nuestro estudio, el tamafio de muestra de las pacientes con
cancer y su estado seroldgico no permitié encontrar ninguna asociacion. Sin embargo, las mujeres
con NIC I1I si mostraron esta tendencia de anticuerpos mas altos respecto a los individuos con

otros estadios de lesiones y respecto a las mujeres sanas y sin infeccion (Combita et al., 2002).

Dado que las muestras de las pacientes con NICI y NICII presentaron densidades Opticas
muy similares, estds fueron agrupadas. Por otra parte, el grupo de pacientes con cancer no fue
tenido en cuenta para los demas analisis por las razones explicadas anteriormente. Teniendo en
cuenta esta reclasificacion, se encontro que el promedio de la densidad Optica para el péptido 50
fue significativamente diferente entre los grupos. Al ver esta diferencia por separado se observa
que el promedio de la densidad oOptica del grupo NIC 111 fue estadisticamente mayor que el del
grupo NIC I-11 'y que el de las pacientes con citologia normal VPH negativas. Esto concuerda con
lo estudiado por Urquiza, 2008 y colaboradores donde este péptido (416-
EDTYRFVTQAIACQKHTPPA-436) con algunas modificaciones del nuestro (410-
PPGGTLEDTYRFVTSQAIACQKHT-434), mostr6 que es capaz de discriminar sueros con
lesiones cervicales de sueros de mujeres con citologia normal (Urquiza, Guevara, et al., 2008),
sugiriendo que podria ser un buen biomarcador de diferenciacion por estado de infeccion y por

estado de lesion.

Al revisar esta misma diferencia por los grupos de estudio para la modificacion del péptido
50 (es decir, el péptido 51 como ha sido nombrado en este estudio), se encontré que solo puede

discriminar los sueros de pacientes NIC I-11 respecto a las mujeres VPH positivas. A pesar que los
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péptidos 50 y 51 solo se diferencian en dos cisteinas insertadas en este Gltimo para mejorar la
estabilidad del péptido, los resultados sugieren que este cambio no favorece la interaccion
antigeno-anticuerpo; contrastando la hipétesis de Urquiza y colaboradores en el 2012, donde
encontraron que este tipo de modificaciones en péptidos derivados de virus de EBV reconocidos
por anticuerpos naturales en la infecciones, aumentan su actividad bioldgica cuando se insertan
cisteinas que disminuyen la entropia configuracional de los péptidos y generan mayor estabilidad

en la union antigeno-anticuerpo (Urquiza et al., 2012).

Los alineamientos multiples realizados, demostraron que estos péptidos reconocen
diferentes genotipos de alto y bajo riesgo, con porcentajes de identidad superiores al 50%.
Especificamente para el péptido 50, se reconocen todos los genotipos de bajo riesgo encontrados
en este estudio y la mayoria de los VPH-AR. Esto explica que el péptido 50 por ser disefiado de
una region conservada de la proteina L1 del VPH y dada la prevalencia de genotipos en Santander,
podria ser un mejor biomarcador ya que es capaz de unirse a la mayoria de los genotipos circulantes

y con mayor efectividad que el péptido 47.

La alta presencia de coinfecciones en las mujeres de estudio mostré un comportamiento
diverso. En mujeres con mas de dos genotipos se observé que las densidades Opticas eran menores
que cuando habia infeccion Unica. Esto concuerda con lo reportado por Carter y colaboradores,
donde se determind que la presencia de mas de un genotipo dificulta la especificidad de lo epitopes
reconocidos y esta seroprevalencia es transitoria respecto a infecciones persistentes por un dnico

genotipo (Carter et al., 2000).
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Para los péptidos 47 y 49 no se encontraron diferencias estadisticamente significativas
entre estatus de infeccién y los diferentes grupos de lesiones. Esto puede ser debido a que estos
péptidos sintetizados corresponden a secuencias de VPH-16, el genotipo més prevalente a nivel a
mundial, sin embargo en la poblacién Santandereana en un estudio realizado por nuestro grupo de
investigacién se encontraron todos los genotipos carcinogénicos con importancia clinica
circulando en distintas frecuencias (datos aun no publicados), por tanto, los anticuerpos presentes
en el grupo de estudio pueden podrian reconocer distintos epitopos correspondientes a secuencias

diferentes a las disefiadas para estos peptidos (Tabla 8).

La sensibilidad y especificidad de los péptidos sintetizados en general no fue la esperada.
Esto podria deberse al tamafio muestral, el cual no fue posible aumentar dadas las circunstancias
actuales en el pais, aunque se realizaron varias estrategias para la captacion de mujeres con lesiones
y CCU. Este estudio difiere de los resultados encontrados por Urquiza 2005, donde encontré una
sensibilidad de 92-97% para estos péptidos y una especificidad del 89-95 %. Sin embargo, estos

resultados no son comparables por las diferencias en el tamafio muestral (Urquiza et al., 2005).

Por otra parte, actualmente no se realizan ensayos para verificar el control de la vacunacion
en la poblacidn objeto. Los resultados encontrados sugieren que el péptido 50 podria serd un
marcador que diferencia las mujeres con inmunidad post vacunacién de mujeres que no cursan con
infeccion. Sin embargo, los estudios hasta el momento solo se centran en la evaluacion de las
respuestas de células T especificas mediante ensayos costosos como ELISPOT (Yokomine et al.,
2017). En el pais esta tecnologia no es posible como control de rutina por lo que un ensayo como

el ELISA utilizando como antigeno el péptido 50 podria ser una propuesta que valdria la pena
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ampliar en estudios poblacionales, dado estos resultados preliminares y teniendo en cuenta la

necesidad de mejorar la prevencion primaria en el pais.

La principal limitacién encontrada en este estudio es el tamafio de muestra para cada uno
de los grupos de estudio. En general esto no permitié evaluar correctamente el rendimiento de los
péptidos en cuanto a la sensibilidad y especificidad. El area bajo la curva obtenida indic6 que las
pacientes correctamente clasificadas estdn por debajo del 60% y esto no muestra un buen
desempefio. Sin embargo, considerando las diferencias observadas entre las pacientes cuando se
utilizo el peptido 50, se plantea la necesidad de continuar captando mujeres con lesiones
premalignas y CCU para determinar el verdadero rendimiento de este peptido derivado de la

proteina L1 del VPH.

Finalmente, se encontrd que el peptido 50 podria ser un buen marcador para diferenciar la
seropositividad en mujeres de acuerdo con el estatus de infeccion por VPH y el grado de la lesion
(NIC I-11'y H1). El ensayo ELISA al ser de bajo costo puede ayudar en la tamizacion de mujeres
con riesgo de CCU y asi mismo, podria servir como un marcador de seguimiento en la generacion

de anticuerpos en nifias y mujeres vacunadas.
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