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ABSTRACT

Introduction: The carcinoma of the uterine cervix
is the first cause of cancer mortality among young
Colombian women. An etiological association between
infection with high risk HPV and cervical cancer has
been demonstrated. L1 proteins from HPV have the
ability to assemble into virus-like particles (VLP).
Numerous serologic studies using HPV16 or HPV18
VLP have shown that infection with genital HPV is
followed by a serologic immune response to viral capsid
proteins. '

Objectives: To evaluate the sero-response to HPV
16, 18, 31, 33, 39, 58, and 59 VLP in women with
invasive cancer from Colombia. Antibody responses
were analyzed and compared in terms of presence of
HPV DNA, age, disease severity, and survival.

Materials and methods: The presence of antibodies
to VLP from 7 high risk types was investigated by
ELISA in 147 patients with invasive cervical cancer
and 147 age-matched cytologically normal and HPV-
negative women.
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Results: Anti VLP antibodies were detected in 82%
of the invasive cervical cancer patients and 56% of the
controls. Detection of antibodies against multiple HPV
types is the rule; higher antibody levels were observed
in younger cancer patients. In those followed
serologically for one year, antibodies generally
remained at the same level. However, in some patients
an increase or decrease in antibody levels occurred
simultaneously for multiple HPV types.

Conclusions: Our results confirm (i) the high rate
of HPV infections in Colombia, both in cervical cancer
patients and in the general population, and the
particularly high rate of infections due to HPV 31 and
58; and (ii) the validity of anti-VLP antibodies as
markers of present or past infections. The simultaneous
appearance or disappearance of antibodies against
multiple HPV VLP suggests that the antibodies detected
by ELISA are not always type-specific.
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RESUMEN

Introduccion: En Colombia, el carcinoma de cérvix
es la primera causa de muerte por cancer de la mujer
en edad reproductiva. Se ha demostrado una asociacién
etioldgica entre los virus del papiloma humano (HPV)
de alto riesgo y esta neoplasia. La proteina L1 de los
HPV tiene la propiedad de autoensamblarse en cdpsides
vacias (VLP). En varios estudios basados en VLP de
HPV16 o HPV18 se ha observado que la infeccién por
HPYV genitales es seguida por una respuesta serolégica
a protefnas de la cépside.

Objetivos: Evaluar la respuesta serolégica hacia las
VLP de los tipos virales oncogénicos 16, 18, 31, 33,
39, 58 y 59 en mujeres colombianas con céncer de
cérvix, y en controles y compararios con la presencia
de ADN viral, la edad vy el curso clinico.

Materiales y métodos: Se analizé la presencia de
anticuerpos hacia las VLP de 7 tipos virales oncogénicos
en 147 sueros de pacientes con cincer de cérvix y en
147 sueros de mujeres con citologia normal apareados
por edad, mediante ELISA.

Resultados: Se detectaron anticuerpos anti-VLP en
82% de pacientes y en 56% de controles. La deteccién
de anticuerpos contra multiples tipos de HPV fue la
regla; en pacientes jévenes con cidncer de cérvix se
observaron altos niveles de anticuerpos. En los casos
con seguimiento serolégico durante un afio, en general,
los anticuerpos se mantuvieron en el mismo nivel; sin
embargo, en algunos hubo elevacién o disminucién
simultinea de los anticuerpos contra varios tipos virales.

Conclusiones: Nuestros resultados confirman (i) la
alta tasa de infecciones por HPV en Colombia, tanto
en pacientes con cancer como entre poblacién general,
y las particularmente altas tasas de infecci6n por los
tipos virales 31 y 58, (ii) la validez de los anticuerpos
anti-VLP como marcadores de infecciones en curso o
pasadas. La aparicién o desaparicién simultdnea de
anticuerpos contra VLP de varios tipos virales sugiere
que los anticuerpos detectados en ELISA no son
siempre tipoespecificos.

Palabras clave: HPV, particulas semejantes a virus.
cancer de cérvix, anticuerpos.
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INTRODUCCION

El carcinoma cervical se diagnostica anualmente en
aproximadamente 500.000 mujeres en todo el mundo
y causa al menos 200.000 muertes por afio.""? La
mayoria de casos ocurre en paises en desarrollo, en los
que a menudo esta neoplasia es la mds frecuente entre
las mujeres y puede representar hasta el 25% de los
canceres femeninos.®

La asociaci6n etiolégica entre la infeccién por virus
del papiloma humano y el céncer de cérvix es
ampliamente aceptada: més del 99% de los cdnceres
cervicales diagnosticados en el mundo contienen genes
de los tipos virales oncogénicos (principalmente, de los
tipos 16, 18, 31 y 45), el HPV 16 es el tipo mds frecuente,
pues se encuentra en el 50% de los canceres cervicales;
los tipos 18, 31 y 45 se encuentran en 25% a 30%
de los tumores.“>

Los papilomavirus codifican una proteina principal
de la cdpside (L1) que tiene la capacidad intrinseca de
auto ensamblarse, en ausencia de otros productos
virales, formando cdpsides virales vacfas conocidas
como VLP (virus-like particles).®>” Estas VLP,
formadas a partir de proteinas recombinantes L1, son
morfolégicamente indistinguibles de los viriones
auténticos y contienen las epitopes conformacionales
inmunodominantes presentes en éstos.®

En varios estudios serolégicos, usando
principalmente VLP de HPV16©13, se ha demostrado
que la infeccién con papilomavirus genitales es seguida
por una respuesta inmune humoral a las proteinas de la
cépside viral y que los anticuerpos anti-VLP pueden
ser indicadores de infecciones pasadas y presentes.
En estudios de seguimiento con VLP de HPV 16y 18
se ha demostrado que la seroconversién ocurre entre 6
y 18 meses después de la deteccién de ADN viral y es
poco frecuente en pacientes con presencia transitoria
de ADN viral.“"1*19 1 os anticuerpos anti-VLP se aso-
cian con deteccidn persistente del ADN y permanecen
detectables en el suero por varios afios.

El propésito de este estudio fue analizar la respuesta
serolégica hacia los tipos de HPV oncogénicos mds
frecuentes en mujeres colombianas con céncer cervical
invasivo y controles normales, con el fin de establecer
si existe una asociacién entre la presencia de anticuerpos
hacia las capsides virales de los HPV oncogénicos y
esta neoplasia. En las mujeres con céncer, las respuestas
de anticuerpos fueron analizadas y comparadas en
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términos de presencia del ADN viral, edad, estadio de
la enfermedad y supervivencia.

MATERIALES Y METODOS
PACIENTES Y CONTROLES

Entre agosto de 1995 y octubre de 1997 se obtu-
vieron muestras de suero y cepillado cervical de 147
mujeres con diagndstico de cancer de cérvix en estadios
FIGO IIB y IIIB antes de iniciar el tratamiento. Todas
las pacientes recibieron tratamiento de radioterapia en
el Instituto Nacional de Cancerologia. De 62 pacientes
se obtuvieron muestras, 2 y 12 meses después del trata-
miento. Se incluy6 también en el estudio un grupo de
147 mujeres que asistieron a toma de citologia alaLiga
Colombiana de Lucha Contra el Cancer, cuyo resultado
fue negativo para neoplasia y en las que no se detect6
presencia de ADN de HPV.

Los sueros fueron almacenados a -70°C hasta su
uso. Para los cepillados cervicales, las células fueron
removidas del aplicador de algodén por agitacién en el
medio de transporte (5 ml de PBS, 0,005% de Time-
rosal); luego se centrifugaron a 3.000 g por 10 minutos.
El precipitado celular fue resuspendido en'1 ml de
TRIS-HCL 10 mM pH 8,3 y almacenado a -70°C hasta
su uso.

DETECCION Y TIPIFICACION DE ADN
DE HPV EN CEPILLADOS CERVICALES

10 pl de cada suspension celular de los cepillados
cervicales fueron amplificados por PCR; se emplearon
los iniciadores genéricos GP5+ y GP6+, siguiendo la
metodologia descrita por Roda Husmann.'® Las lineas
celulares SiHa y HeLa fueron empleadas como
controles positivos. La tipificaci6n se realiz6 por hibri-
dizacién en formato de ensayo inmunoenzimaético,
siguiendo la metodologia descrita por Jacobs.!”

PRODUCCION DE VLP

La produccién de VLP de los HPV tipos 16, 18, 31,
33, 39, 58 y 59 se realiz6 mediante la expresién de los
genes L1 de cada tipo viral en el sistema de baculovirus
/ células de insecto. Las secuencias codificantes de cada
gen fueron amplificadas mediante PCR a partir de
biopsias cervicales de pacientes con carcinoma invasivo
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de cérvix; posteriormente, los productos fueron
clonados en el vector pCR2.1 (TOPO TA Cloning,
INVITROGEN) y luego subclonados en el vector
pBlueBacIll (INVITROGEN), corriente abajo del
promotor de la polihedrina. El vector resultante se
cootransfect6 en células de insecto con el virus DNA
AcMNPYV linearizado. Para los tipos virales 33, 58 y
59 se hizo el subclonaje en el vector pFastBacl y se
transformaron células competentes Escherichia coli
D10Hbac. Los Baculovirus recombinantes se generaron
y seleccionaron segin las recomendaciones del
fabricante. Estos se emplearon para infectar células Sf21
y las VLP se purificaron por ultracentrifugacién en
gradientes de CsCl. La presencia de VLP en cada
preparacién se verific6 por microscopia electrénica (Ver
Figura 1).

Figura 1. Microfotografia electrénica de VLP de HPV3

ELISA EMPLEANDO LAS VLP

Se acoplaron en placas de 96 pozos 0,2 pg/pozo a
0,8 ug/pozo de las VLP, o0 0,2 ug de albimina bovina
sérica, diluidos en tamp6n fosfato-salino pH 7,2 (PBS);
las placas se incubaron toda la noche a 4°C. Cada suero
fue analizado en duplicado y simultdneamente con cada
uno los siete tipos de VLP y con albimina bovina sérica
en la misma placa. Los sitios libres de la placa se
bloquearon con 200 pL de suero fetal bovino al 1% en
PBS durante 2 horas a 37°C. Luego 100 pL de cada
suero fueron colocados (diluidos 1/20 en PBS 5X con
suero fetal bovino al 10%) y se incubaron una hora a
45°C. Después de cuatro lavados con PBS-Tween se
adicionaron 100 pL. de conjugado anti-lgG humana
peroxidasa, todo se incubd una hora a 45°C, después
se lavd 5 veces, y la reaccién se reveld por adicién de



100 pL de una solucién de OPD y peréxido de
hidrégeno al 0,03%. Después de 30 minutos se frené la
reaccién mediante adicién de 100uL de H,SO,4N y se
midié la densidad 6ptica (D.0O.) a 492 nm. Para calcular
la D.O. neta para cada suero, el promedio de D.O. de
los pozos con albimina (ruido de fondo) se rest6 del
promedio de los pozos con VLP. Cada suero fue
considerado como positivo o negativo empleando un
punto de corte de 0,185 previamente determinado con
base en los valores de D.O. de un grupo de 35 nifios.

ABSORCION DE ANTICUERPOS

Los sueros se diluyeron 1/20 en PBS pH 7,4 con
10% de suero fetal bovino y 0,1% de Tween 20; para
algunos ensayos fueron preabsorbidos durante 1 hora a
37°C con VLP (0,2 mg/ml), segiin se indica (Tabla 4).
Los sueros absorbidos fueron evaluados en ELISA.
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ANALISIS ESTADISTICO

Para el andlisis estadistico se empleé el programa
SPSS. Se uso la prueba x? para el andlisis de propor-
ciones entre grupos. Se hizo un anélisis de supervivencia
de los pacientes segiin la presencia anticuerpos. Usando
el método de Kaplan-Meyer, y las diferencias entre
grupos se analizaron con el test Log-rank.

RESULTADOS

Se analizé la respuesta serolGgica hacia las capsides
de los 7 tipos virales en 147 sueros de pacientes con
diagnéstico de céncer de cérvix, estadios IIB y IIIB, y
en 147 controles; es decir, sueros de mujeres que
asistieron a toma de citologia de rutina en la Liga
Colombiana de Lucha Contra el Céncer, cuyo resultado
citolégico fue normal y que resultaron negativas para

presencia de HPV. Los resultados encontrados se

muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Seroreactividad hacia VLP de siete tipos virales en 147 casos
de cancer cervical invasivo y 147 controles

Anticeerpos anti VLPs

Tipo de HPYV Controles Chncar de Cérvix OR (95% IC} P
n (%) n (%)
16 26 (17,7) 81(85,1) 5,7 (3,3-9,6) <10%
18 20 (20,4) 62 (42,2) 2,8(1,7-4,8) <10%
31 18 (12.2) 43 (29,3) 3.0(1,6-54) <10+
33 13 (8.8) 25(17,0) 2,1(1,0-4,3) 0.037
39 27 (18.4) 47 (32,0) 2,1 (1,2-3,6) 0.007
58 31(20.1) 51(34,7) 2,0(1,2-3,3) 0.009
59 14 (9,5) 33 (22,4) 2,7 (1,4-54) 0.002
Cualquiera 83 (56.5) 120 (81,6) 3,4 (2,0-5,8) <10%

En el grupo de control, las mayores frecuencias de
anticuerpos se presentaron con los tipos virales 16

para HPV16. Para todos los tipos virales se encontrd
asociacion significativa entre presencia de anticuerpos

(17,7%), 18 (20,4%), 39 (18,4%) y 58 (20,1%), y las
menores frecuencias de anticuerpos se presentaron con
los tipos virales 33 (8,8%) y 59 (9,5%). La
serorreactividad para todos los tipos virales fue mayor
en los casos de cancer que en los controles, y las
frecuencias variaron entre el 17% para HPV33 y el 55%

hacia cépsides virales y céncer, en comparacién con
los controles (Tabla 1). En el grupo de control, 56% de
las mujeres presentaron anticuerpos hacia al menos un
tipo viral, mientras que en el grupo de cancer lo hicieron
82% (p < 10, OR 3,4 IC 95%: 2,0-5.8).
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La presencia de anticuerpos hacia VLP en pacientes
con cancer se analizé en relacién con edad, estadio
tumoral, tipo histolégico, tamafio tumoral, respuesta al
tratamiento y presencia de ADN de HPV. Los resultados
se presentan en la Tabla 2. Sé6lo la edad al momento del

diagndstico se relaciond con la presencia de anticuerpos
anti-VLP. Un 93% de pacientes menores de 49 aiios
presentaron anticuerpos; en mujeres de més edad, la
frecuencia fue del 72% (p = 0,001).

Tabla 2. Caracteristicas de las pacientes con cancer cervical

Garacteristica

seglin estado de anticuerpos anti-VLP

Acs anti VLP positives n Acs anti VLP negativos n il
(%) (%)
Edad al diagndstico
>49 56 (71,8) 22 (28,2)
<49 64 (92,8) 5(72) 0,001
Estadio FIGO
I8 53 (81,5) 12 (18.5)
1B 67 (81,7) 16 (18.3)
Tipo Histol6gico
Adenocarcinoma 10 (76,9) 3(23.1)
(Ca. de células escamosas 110 (82,1) 24 (17,9)
Tamaiio tumoral
>5cm 63 (82,9) 13(17,1)
<5em 57 (80,3) 14 (197)
Respuesta a la radioterapia
Parcial/No respuesta 26 (86,7) 4(13,3)
Completa 94 (80,3) 23(19,7)
DNA de HPV
Negativo 16 (69,6) 7(30,4) 0,1
Positivo 104 (83,9) 20 (16,1)
Las pacientes con céncer fueron seguidas en 6
promedio 24 meses (rango 1-57). Después del .
tratamiento, 49 murieron. La supervivencia se analizé 3
segin la presencia o ausencia de anticuerpos contra 0| | ‘
VLP. No se observaron diferencias en la supervivencia ol | N '
segun la presencia de anticuerpos anti-VLP, y cuando L] 28—
se considerd la presencia de titulos altos de anticuerpos || L,
(valores de D.O. superiores a tres veces el punto de -
corte) la supervivencia de las pacientes fue mejor en el RN ' 12
grupo que tenia anticuerpos, excepto para HPV 58; esta [ o
diferencia fue significativa para HPV31 (LR test, p = Nimero de tipos de VLP reconocidos
0,025). Ver Tabla 3.
Ocontrol O cancer

Un nimero importante de pacientes con cdncer
(65%) y controles (39,8%) presenté anticuerpos hacia
mdés de un tipo viral (ver figura 2). En particular se
observé reactividad hacia mas de cuatro tipos virales,
con mayor frecuencia en cancer (23,3%) que en los
controles (4,8%) (p < 0,001).
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Figura 2. Serorreactividades tinicas y miiltiples ‘hacia
papilomavirus humanos en 147 pacientes con cdncer y 147
controles
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Tabla 3. Andlisis de supervivencia segan nivel de anticuerpos anti-VLP

Anticuerpos N
anti VLP
HPV16
Positivos 23
Negativos 124
HPV18
Paositivos 20
Negativos 127
HPV31
Positivos 17
Negativos 130
HPV33
Positivos 11
Negativos 136
HPV39
Positivos 1
Negativos 136
HPV58
Positivos 17
Negativos 130
HPV59
Positivos 13
Negativos 134

Supervivencia a 60 meses P*

739
65,3 0,41

80
64,5 0,14

88,4
63,8

81,8
66,4 0,69

81,8
65,4 0,19

64,7
66,9

84,6
64,9 0,08

* Log-rank test

En 62 pacientes se analizaron las variaciones de los
niveles de anticuerpos anti-VLP en el tiempo. Se tenfan
muestras de antes de tratamiento y de 2 y 12 meses
después del tratamiento. Se consideré un incremento
de los niveles de anticuerpos cuando entre una muestra
y otra se aument$ al doble la D.O. o cuando hubo
seroconversioén, y una disminucién cuando el valor de
laD.O. se redujo a la mitad o cuando la D.O. fue inferior
al punto de corte. No se observaron cambios en los
niveles de anticuerpos en 40% a 70% de las pacientes,
dependiendo del tipo viral; se observé un incremento
de los niveles de anticuerpos con el tiempo en 15% a
39% de las pacientes, dependiendo del tipo viral, y con
los tipos virales 16 y 33 se observaron las frecuencias
mds altas de incremento de los niveles de anticuerpos
(39% y 35%, respectivamente). Se observé disminucién

en los niveles de anticuerpos en 12% a 27% de
pacientes.

En algunas pacientes se observé elevacién o
disminucién simultdnea de anticuerpos para varios tipos
virales, sugiriendo la posible presencia de reactividades
cruzadas entre diferentes tipos de VLP. Para lograr una
mejor caracterizacién de las reactividades cruzadas se
hicieron estudios de preabsorcién con algunos sueros
que habian presentado reactividad hacia miiltiples
cépsides. Se encontr6 que la mayoria de respuestas
observadas eran tipoespecificas, ya que la absorcién
con VLP heterotipicas tuvo efectos muy discretos. Sin
embargo, se observé evidencia de reactividad cruzada,
dado que VLP heterotipicas indujeron absorcién parcial
o completa de anticuerpos anti-VLP de los tipos HPV
31, 33,59 y 59. Ver Tabla 4.
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Tabla 4. Resultados de ELISA con pre-absorcion de los sueros

Suero Antigenao de Seroreactividad en ELISA (DO} obtenida con Vip tipo
Aahsorcion =
16 18 31 33 39 58 59
A82 PBS 0.075 0.113 0.428 0.059 0.029 1.188 0.000
VLP16 0.076 0.157 0.486 0.095 0.000 1.289 0.002
VLP31 0.060 0.141 0.075 0.001 0.012 1.149 0.000
VLP58 0.088 0.167 0.468 0.095 0.002 0.077 0.003
A110 PBS 0.626 0.401 0.837 0.100 0.181 0.266 0.496
VLP16 0.055 0.091 0.640 0.148 0.053 0.132 0.084
VLP18 0.567 0.092 0.639 0.150 0.024 0.057 0.112
VLP31 0.486 0.122 0.099 0.117 0.101 0.128 0.090
VLP58 0.495 0.139 0.593 0.029 0.113 0.088 0.106
VLP59 0.481 0.070 0.505 0.055 0.045 0.089 0.066
DlSCUSIf)N observada en las del grupo de control, lo que parece

Se encontrd un incremento estadisticamente signi-
ficativo de la seroprevalencia hacia todos los tipos vira-
les en pacientes colombianas con carcinoma de cérvix,
en comparacién con un grupo de control de poblacién
general (82% vs. 56%). Este hallazgo confirma y amplia
observaciones previas de una importante asociacién
entre cincer de cérvix y anticuerpos anti-VLPs. (11820

La alta tasa de deteccién de anticuerpos anti-VLP
en controles sin evidencia de infeccién actual por HPV
(56%) confirma, de una parte, la alta prevalencia de
tipos virales oncogénicos en la poblacién colombiana
y, de otra parte, que los anticuerpos anti-VLP son
marcadores de infecciones pasadas y reflejan la
exposicion a HPV en algin momento de la vida .

Se observaron diferencias de seroprevalencia segtin
la edad, pero no en relacién con el tipo histol6gico o la
severidad de la enfermedad. En general, en las pacientes
con cdncer los niveles de anticuerpos permanecieron
estables; sin embargo, en algunas pacientes se presenté
elevacion o disminucién simultinea de los anticuerpos
hacia varios tipos virales, lo que podria corresponder a
infeccidn reciente y simulténea con varios tipos virales
0, mas probablemente, a la existencia de reaccién
cruzada entre tipos. Los resultados de los ensayos de
absorcién apoyan la segunda explicacién.

En 45% de las muestras positivas para anticuerpos
hacia VLP se observé reactividad hacia varios tipos
virales; esto ocurrié con mayor frecuencia en mujeres
con céncer que en controles. En particular, en el grupo
de céncer la frecuencia de mujeres con anticuerpos hacia
mds de 4 tipos de HPV fue 5 veces mayor que la
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indicar que las pacientes con cdncer tuvieron una mayor
exposicion a miltiples tipos de HPV que las normales
y un mayor riesgo de infeccién, probablemente asociado
a su estilo de vida, dado que, como se mencioné antes,
la deteccién de anticuerpos contra VLP se ha asociado
con el mimero de compafieros sexuales en el tiempo de
vida @2

Nuestros hallazgos sugieren que la infeccién previa
no reduce el riesgo de infeccién posterior por otro tipo
viral; sin embargo, no sabemos si los anticuerpos anti-
VLP detectados son neutralizantes o no. Se cree que
los anticuerpos anti-VLP no juegan un papel en la
eliminacion de las infecciones y no est4 claro si existe
interferencia en infecciones secuenciales por diferentes
tipos. Estd ampliamente demostrado en modelos
animales que la inmunizacién con VLP genera
anticuerpos neutralizantes que proveen proteccién
contra el reto posterior con el mismo tipo viral.®
Sin embargo, estas VLP no inducen regresi6n de lesio-
nes establecidas en modelos animales®®, lo que explica
por qué se detectan estos anticuerpos en mujeres con
infecci6n persistente.

Este estudio, al igual que otros, muestra que la
deteccién de anticuerpos anti-VLP como marcadores
de exposicién acumulada a HPV podria ser iitil como
biomarcador de punto final para estimar la prevalencia
entre la poblacién y para estudiar variaciones
geogrificas y tendencias de la infecci6n con el tiempo.
Nuestros resultados resaltan la necesidad de una vacuna
multivalente, dado que la infeccién simultdnea con
diferentes tipos se observa de manera frecuente en
pacientes con cdncer de cérvix y no hay evidencia de
proteccion cruzada entre tipos relacionados.
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