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Resumen

En este trabajo se investigo la respuesta de linfocitos de memoria y la identificacion de péptidos en la proteina L1 del virus del
papiloma humano (VPH) responsables de la estimulacion de estos linfocitos, en muestras de sangre de 44 individuos expuestos
a la infeccion, distribuidos en cuatro grupos: mujeres sanas, trabajadoras sexuales, pacientes con neoplasia intracervical NIC
y hombres. La expansién in vifro con interleuquina-2 (IL-2) represent6 una importante ventaja para evidenciar la respuesta de
linfocitos de memoria, especificos contra el virus en la mayoria de individuos estudiados. Para investigar el estatus de la
respuesta de estos linfocitos, se utilizaron células dendriticas (CDs) autélogas pulsadas con pseudo particulas virales (VLPs)
construidas a partir de la proteina L1 del VPH-16 [VLPs VPH-16/L1] como células presentadoras del antigeno (APCs). El uso
de CDs como APCs en este estudio nos permitié evidenciar por una parte una vigorosa produccion de IFN-y por linfocitos de
memoria en la mayoria de individuos estudiados y por otra descubrir un fenotipo supresor inducido por las CDs en la respuesta
de linfocitos de memoria, especificos contra el virus detectable en especial en pacientes con NIC. La universalidad de la
respuesta inmune celular a la proteina L1, puesta en evidencia en nuestros resultados, quizas explique la alta eficacia protectora
mostrada por las vacunas basadas en VL.Ps VPH-16/L.1, en experimentacién por otros investigadores.

{ ; sexio: virus del papiloma humano (VPH); pseudo particulas virales (VLPs); VLPs construidas de la
protelna L1 del VPH serotipo 16 (VLPs VPH-16/L1); linfocitos de sangre periférica (PBLs); indice de estimulacién (IE); neoplasia
intra cervical (NIC); células presentadoras del antigeno (APCs); interleuquina-2 (IL-2), células dendriticas humanas derivadas de
monocitos de sangre periférica (CDs). linea celular de linfocitos T especifica contra VLPs dependiente de IL-2 (TCLs).

citologia vaginal ha representado un gran esfuerzo de
los sistemas de salud publica como programa para el
diagnéstico precoz de la enfermedad, solo se ha logrado
una amplia cobertura de la poblacion mediante esta
medida preventiva en paises de altos ingresos. El desa-
rrollo de una vacuna que prevenga la infeccion por VPH
se considera la alternativa mas importante para el control
de lainfeccién por el virus, pues se cree que la inmuno-
profilaxis tendra un profundo impacto en la prevencion
del riesgo de cancer cervical en las mujeres. Por esta
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La relacion entre la infeccidn por ciertos serotipos
de virus del VPH como 16, 18,31 y 45,y laincidencia
de cancer cervical esta ampliamente documentada en la
literatura.' La principal infeccién viral de transmicion
sexual es la causada por VPH y representa un impor-
tante problema de salud ptblica mundial. El cancer cer-
vical es una importante causa de muerte en la mujer en
los paises en vias de desarrollo. Aunque el uso de la
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una capside de 600 Angstrom de diametro y representa
la estructura importante durante el proceso de infeccion
del virus al epitelio cervical.®’ Esta capside esta confor-
mada en forma mayoritaria por la proteina L1, un
polipéptido de 52 kDa que se autoensambla formando
pseudo particulas virales conocidas comiunmente como
VLPs (por sus iniciales en ingles viral like particles).
Recientemente, se evalud una vacuna basada en VLPs
construidas de la proteina L1 del VPH serotipo 16
(VLPs VPH-16/L1), en un ensayo clinico fase Il y de-
mostré ser muy efectiva (100 % de eficacia protectora
en las mujeres vacunadas comparado con el grupo
placebo) para prevenir la infeccion por el VPH-16 en
una poblacion de 2500 mujeres, luego de 17 meses de
seguimiento.’

En relacion con los mecanismos inmunologicos res-
ponsables de la proteccidon inducida por este tipo de
vacunas, como norma se acepta que la generacion de
anticuerpos neutralizantes del virus juega papel impor-
tante.>® Las bases del reconocimiento de estos
anticuerpos contra las VLPs ha sido ampliamente carac-
terizada y se han reportado en esta proteina anticuerpos
neutralizantes del virus que reconocen epitopes (pequefias
secuencias hasta de diez aminoéacidos en L1, que son
blanco del reconocimiento por anticuerpos) de tipo li-
near'’ y conformacional''. Aunque el paradigma de la
respuesta inmune celular implicaria la existencia dentro
de la proteina L1 de fragmentos que al ser procesados
y presentados por las células infectadas en el contexto
de moléculas de histocompatibilidad de clase Il activen
los linfocitos T CDA4, la identidad de tales epitopes
ayudadoras (en adelante denominadas Th por T-helper)
en la proteina L1, que promueven la produccion de
anticuerpos contra el virus por los linfocitos B, ain no
se ha establecido (ver diagrama, Figura 1). Debido a
que la identificacion de este tipo de epitopes lineares Th
va a contribuir a una mejor comprension de las bases
inmunologicas de la respuesta de anticuerpos contra el
VPH y otros virus, en este trabajo de investigacion se
busca la identificacion de epitopes Th en la proteina L1.

Por otro lado, varios estudios han identificado la pre-
sencia de ADN del virus VPH-16 en 4reas genitales en
una alta proporciéon de hombres y mujeres con vida
sexual activa, sin lesion causada por el virus.'? Sila in-

feccion por un serotipo de alto riesgo como el VPH-
16, cursa sin lesion en un porcentaje alto de individuos
infectados en la poblacion, esto significa que posible-
mente la respuesta inmune contra el virus juega un papel
importante en la proteccion contra la enfermedad en
estos individuos. Si la respuesta inmune celular (media-
da por linfocitos T CD4+ o CD8+) contra el virus (ver
diagrama Figura 1) juega un papel importante en el con-
trol de la enfermedad en individuos asintomaticos, el
estudio de la respuesta inmune celular a antigenos virales
en ellos quizas permita establecer las bases de una res-
puesta de tipo celular protectora contra el virus. En este
trabajo hacemos un analisis comparativo de la respuesta
inmune humoral y celular contra la proteina L1 en indi-
viduos sanos con vida sexual activa y mujeres con NIC
atribuida a infeccion por VPH. La comparacién de la
respuesta inmune entre individuos sanos y con lesion,
se hizo con el fin de identificar rasgos de susceptibilidad
oresistencia a la enfermedad asociados a caracteristicas
de la respuesta inmune humoral y celular (por ejemplo:
la produccién de anticuerpos, la respuesta de prolifera-
cion de linfocitos T especificos contra el virus y la pro-
duccion de interleuquinas por linfocitos T'y células que
procesan y presentan antigenos virales a linfocitos), pre-
sentes en los dos tipos de individuos. El andlisis del sta-
tus inmunoldgico contra el virus en individuos con y sin
lesion causada por VPH, quizas redunde en una mejor
comprension de los mecanismos de respuesta inmune
celular y humoral asociados con la resistencia o sus-
ceptibilidad al desarrollo de lesion por este virus. Por
ello, en este trabajo se compara la respuesta inmune
humoral y celular especifica contra la proteina L1 en
linfocitos de sangre periférica de individuos expuestos
al virus (hombres y mujeres sanos con vida sexual acti-
va'y mujeres trabajadoras sexuales), con la de un grupo
de mujeres con NIC, con el fin de valorar las caracte-
risticas de la respuesta inmune contra la proteina mayor
de capside del virus, entre grupos de individuos e identi-
ficar epitopes Th en esta proteina. Aunque se evidencio
una vigorosa respuesta inmune celular a VLPs hechas
de VPH-16/L1 en linfocitos de sangre periférica en la
mayoria de los cuarenta y cuatro individuos incluidos en
el estudio, no se pudo identificar una epitope linear Tha
pesar de que por experimentos in vitro se demostro
una epitope universal (que se une a distintos haplotipos
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Figura I. Reconocimiento del antigeno por el sistema inmune. La célula presentadora del antigeno luego de ser infectada
por un patogeno (virus, bacterias o protozoos) tiene la capacidad de digerir estos micro-organismos debido a su capacidad -
fagocitica y por poseer lisosomas cargados de enzimas digestivas. Los linfocitos T encargados de la vigilancia inmunolégica
contra estos agentes infecciosos, responden a la infeccion una vez son estimulados por un complejo HLA-péptido (linfocitos T
CD4 y CD8) o CDI-lipido (linfocitos TNK) sobre la superficie de la célula presentadora del antigeno (APC). Mientras los
linfocitos T CD4+ se estimulan por un complejo MHC clase ll/péptido producido en los lisosomas luego de la fagocitosis del
patdgeno, los linfocitos T CD8+ se estimulan por complejos MHC clase I/péptido, ensamblados en el citoplasma de la célula
infectada por un virus, como el VPH. Una vez estimulados por el MHC clase Il + péptido, los linfocitos T CD4 inducen la
respuesta inmune de la APC y los linfocitos citotoxicos a través de la produccion del IFN-y, asi como la sintesis de anticuerpos
por los linfocitos B por intermedio de la IL-4 que ellos producen.

(n=10) y las mujeres sanas (n=18) fueron seleccionados
con base en la historia de vida sexual activa. Se conformo
un grupo de alto riesgo con trabajadoras sexuales (n=6)

HLA-DRB1* muy frecuentes en la poblacion en estu-
dio). Se discute la implicacion de estos hallazgos en el
contexto del uso de las vacunas basadas en VLPs de

(VPH-16/L1) para la inmunoprofilaxis de la infeccion
por VPH,*> como medida para la prevencion del car-
cinoma del cuello uterino en la mujer.

Sujetos, materiales y métodos

Poblacion: las pacientes con NIC (n=10) fueron
reclutadas en la consulta externa del Hospital de San
José y del Centro de Salud Ricaurte de Bogota. Se estu-
diaron ademas, voluntarios sanos femeninos y masculinos
con los mismos criterios de exclusion. Los hombres sanos

dentro de una poblacién que consulté a varios Centros
de Salud en Bogota. Se excluyeron en este estudio: ()
personas menores de 17 y mayores de 65 afios, (7i)
personas con diagnéstico de diabetes mellitus, infeccion
por VIH o SIDA, (iii) personas con tratamiento
inmunosupresor, cancer de cualquier otro origen, asi
como personas en quimio o radioterapia. Todos los in-
dividuos incluidos en el estudio firmaron el consentimiento
informado aprobado por el Comité de Etica del Hospi-
tal de San José el cual revisd y aprobo el estudio.
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Generacion de las VLPs de VPH: Se produjeron
en c€lulas de insecto Sf-21 por medio de baculovirus
recombinante que codifica el gen L1 de VPH-16, se-
gun ¢l protocolo descrito previamente por Combita y
colaboradores."

Sintesis de péptidos: 27 péptidos secuenciales de
la proteina L1 de VPH-16 fueron sintetizados por el
método de sintesis de péptidos en fase solida.

Caracterizacion de las células dendriticas: Las
CDs fueron diferenciadas de monocitos de sangre
periférica (PBLs) como lo describieron Delgado y cole-
gas'* con algunas modificaciones. En resumen, los PBLs
de los voluntarios fueron aisladas por gradiente de densi-
dad con Lymphoprep de sangre heparinizada. Después
de dos horas de adherencia al plastico de cajas de 12
pozos, las células no adherentes se removieron por medio
de lavado vigoroso con tampon salino pH 7.4 y el res-
tante de las células adherentes fue cultivado en RPMI-
1640 suplementado con 10% de plasma aut6logo, 250
U/ml de IL-4 y 100 ng/ml de GM-CSF. Las células
fueron cultivadas con medio fresco y citoquinas cada
48 horas. El séptimo dia (48 horas previas a la adiciéon
de los linfocitos T efectores especificos contra VLPs)
se transfirieron 10* CDs inmaduras a cajas de 96 pozos
de fondo redondo y se trataron con 2 pg/ml Poly I:C,
ARN de doble cadena, (SIGMA., Biochemicals, St.
Louis MO. USA) para lograr la maduracion de las CDs
y pulsaron con 1 pg/ml de VLPs o péptidos. Se realizo
un control del cultivo sin antigeno en este paso con el fin
de monitorear el ruido de fondo. Después de 48 horas
los sobrenadantes fueron cosechados y congelados para
la cuantificacion de la produccion de citoquinas (IL-6,
IL-12 y TNF-o) por las CDs por el método de ELISA.
Para esta cuantificacion la concentracion en pg/ml se
estim6 usando kits comerciales OptEIA Human IL-4,
IL-12, IL-6, TNF-0. y IFN-y sets (Pharmingen, San
Diego CA.). Los monocitos y las CDs fueron caracteri-
zadas por citometria de flujo usando anticuerpos especifi-
cos para CD11c, CD1b-FITC, CD86-PE (Pharmingen,
San Diego, CA, USA) a una dilucién 1:200 y las
muestras analizadas en un citémetro de flujo (Beckton
Dickinson, San Jos¢, CA, USA). Los histogramas que
miden intensidad de fluorescencia relativa en los canales
FL1 (FITC)y FL2 (PE) fueron realizados y analizados
después de adquirir 10.000 eventos.

Ensayos de proliferacion celular y generacion
de linea celular T especifica contra VLPs depen-
dientes de IL-2 (TCLs): para los ensayos de prolife-
racion a corto plazo, triplicados de 2 x 10° PBLs de un
primer grupo de voluntarios cuyos resultados se pre-
sentan en la Figura 2, fueron suspendidos en 200 uL
de RPMI-1640 suplementado con 10% de plasma
autologo, colocadas en cajas de 96 pozos, pulsadas con
VLPs (1 ug/ml) o PHA (10 pg/ml) (Difco laboratories,
Detroit, Michigan, USA) e incubadas a 37°C y CO,
5% por 72 horas. Dieciseis horas antes de la cosecha
los cultivos fueron pulsados con 0.5 uCi [*H]-timidina
(Amersham-Pharmacia, Buckinghamshire, UK) y luego
se midieron en un contador beta (Beckman Coulter LS
6500). Los resultados se expresaron como indices de
estimulacion (IE) = promedio de las cuentas por minuto
(c. p. m.) enel cultivo estimulado / c. p. m. en el cultivo
control (PBLs sin estimulo). Se considerd positivo cuando
la respuesta fue de dos o superior.

Las TCLs especificas contra VLPs (resultados pre-
sentados en Tabla 1), fueron logradas luego de colocar
3 — 5 x 10° PBLs obtenidas por Lymphoprep de los
voluntarios en cajas de 12 pozos y cultivadas en 1 ml
de RPMI-1640 suplementado con 10% de plasma
autélogo, 8 ug/ml de VLPs y 100 U/ml de rIL-2
(Pharmingen, San Diego. CA). Las células fueron cultiva-
dasa 37 °Cy 5% de CO, hasta el dia diez con medio
fresco e IL-2 cada 72 horas. Las TCLs fueron estimu-
ladas de dos maneras: (i) [TCL] presentadas en la tabla
1A, corresponden a los datos de las TCLs reestimuladas
directamente con VLPs. (ii) [TCL + DCs] presentadas
en la tabla 1B, corresponden a los datos de las TCL
reestimuladas con 10* CDs autélogas maduradas pul-
sadas previamente con VLPs por 48 horas. El
sobrenadante de estos cultivos fue cosechado y conge-
lado a-70 °C para la posterior determinacion de 1L-4
e IFN-y. Luego los cultivos fueron pulsados por 16
horas con 100 pl/pozo con medio completo y 0.5 uCi
[’H]-timidina y cosechados como se describio en el
parrafo anterior. Los resultados fueron expresados
como indices de estimulacion (IE), = promedio de las
cuentas por minuto (c. p. m.) en el cultivo estimulado/ c.
p.m. en el cultivo control (TCLs + CDs sin estimulo). Se
consider6 positivo si la respuesta fue de dos o superior.
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Figura 2. Niveles de proliferacién de linfocitos de sangre periférica estimulados con VLPs de VPH-16. Los leucocitos de
sangre periférica (PBLs) de tres grupos de individuos con vida sexual activa: pacientes con NIC (PN-1 a PN-6), mujeres sanas
(HF-1,2,8y 10) y hombres sanos (HMI,2 y 4) se cultivaron tres dias in vitro en presencia deVLPs o del mitégeno PHA (utilizado
para monitorear la viabilidad de las células, como se describe en materiales y métodos). La figura muestra niveles de proliferacién
aVLPs (barras blancas) y a PHA (barras negras) medidos como (IE). Un valor IE > 2 fue considerado positivo y los nimeros en
las cajas corresponden a los valores absolutos de IE. La viabilidad de las células en el cultivo se demostré por IEa PHA > 2 en
linfocitos de todos los individuos. PHA: Phytohemaglutinina. HF: mujeres sanas, PN: pacientes con NIC y HM: hombres sanos.

ELISA para determinacion de anticuerpos contra
VLPs: lamedicion de los titulos de anticuerpos contra
VLPs-L1 de VPH-16 se realiz6 en plasma usando dilu-
ciones de 1:100 como describié Combita y colabora-
dores." El punto de corte fue establecido como tres
desviaciones estandar por encima del valor de plasma
DOD 620 de 20 muestras de cordén umbilical.

Caracterizacion del haplotipo HLA-DRJ de los
voluntarios y ensayos de union a péptidos: la
tipificacion HLA-DRf3 de los voluntarios del estudio y
los ensayos de union a péptidos fueron realizados por
métodos moleculares (PCR utilizando cebadores espe-
cificos que permiten amplificar los haplotipos HLA-
DRfB1*-0101, -0401. -0701 y -1101) como aparece
reportado."

Resultados y Discusion

Varios ensayos clinicos recientes de vacunas basa-
das en (VLPs VPH-16/L1), han demostrado que estas
vacunas son muy eficaces para prevenir la infeccion por
este serotipo de VPH agente etiologico asociado a mas
del 50% de casos de carcinoma cervical en mujeres en
paises del tercer mundo. Aunque la capacidad de la
proteina L1 de VPH, utilizada como vacuna, para ge-
nerar respuesta inmune protectora contra el virus se ha
demostrado en varios ensayos,”> son poco conocidas
las bases de la respuesta inmune celular a la proteina L1
del virus. Por otra parte, existen evidencias de que el
ADN del VPH-16 puede aislarse con facilidad de hom-
bres y mujeres sanos con vida sexual activa que no de-
sarrollan enfermedad. El hecho de que la infeccion por
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TCL TCL + CDs

Codigo Edad () Anti IE. (b) HLA-DRB I IE. (b)
VLPs  VIPs  PHA IFN-y VLPs PHA  IFN-y
HFI 47 0114 10 2,4 0 I 2,5 5,2 127
HF2 37 0168 85 3,4 302 6,4 4,8 227
HF3 47 0,232 145 9,4 600 * 8,5 9,4 0
HF4 48 0,770 1,2 6,4 0 4 7,6 14,9 102
HF5 38 0,229 15 808 0 * 3,5 34,3 0
HF6 64 0,794 25 2,8 . 47 3,6 15,5 i
2 HFY . 370 03 73 5,5 425 1,4 6,5 6,6 318
§ HF8 21 0553 56 8,6 0 * 8,5 20,8 624
2 HF9 18 0204 09 6,4 0 * 10,3 14,7 639
S HFI0 22 008 6,4 10,6 537 4 2,9 2,4 0
S HFIl 23 0,263 |4 11,9 0 + 3,9 14,0 0
$ HFI2Z 26 0370 32, 67,6 0 4 8,7 13,1 0
HEI3 29 0617 8, 25,2 0 4 3,8 23,0 341
HEI4 25 0,140 I, 14,1 0 * 6,4 21,3 297
HFIS <26 0,200 3.8 12,1 0 4 3,5 13,4 106
HEI6 24 0237 23 4,8 0 * 3,2 5,9 494
HEI7 26 0,837 1,5 3,8 0 * 5,4 17,8 0
HEI8 22 0,156 14,1 11,9 102 4 |4 14,0 267
L SWI 31 0730 1,9 9,9 ’ 47 5,7 8,8 464
8 sw2 28 0439 11,0 5,0 . X 5,1 45 0
S sw3 45 0024 28 3,9 . * 1,0 26,4 0
5 SW4 43 0139 56 6,5 161 8,0 10,3 i
Josws 33 0243 36 3,5 769 7 6,8 5,2 .
SW6 34 0,193 634 51,0 211 * 1,0 13,7 -
PNI 26 0225 139 286 0 4 3,6 20,0 i
PN2 22 0278 24, 32,8 0 7 10,3 24,6 131
O PN3 21 0699 148 10,8 0 * 5,4 2,0 0
Z PN4 27 0193 68 10,4 0 4 9,1 2,0 44
® PN5 28 0733 3,9 4,4 133 * 9,1 17,0 170
£ PNé 24 5,5 24,6 0 * 1,0 23,5 783
2 PBN7 30 0,130 1,2 6,5 0 4 1,8 3,2 0
£ PN8 32 32 87,0 0 4 0,8 3,0 626
PN9 38 0,656 12, 10,7 0 * 1,5 3,7 0
PNIO 39 0210 82 357 0 * 2,8 12,1 23
HMI 47 0,339 1,7 15,2 1160 4,7 5,3 20,0 46
HM2 40 0,103 3,3 45 283 4 2,1 3,5 580
. HM3 47 0172 3, 17,5 0 * 7,8 20,2 200
8 HM4 35 o018 27 15,4 282 | 1,5 13,1 -
S HM5 26 0132 25 8,0 0 47 7,9 7,6 280
€ HM6e 24 0113 108 2,2 0 4 2,4 33,1 137
T HM7 25 009 382 15,5 0 4 1,9 7,9 0
HM8 36 0,158 3,4 6,4 40 * 4,8 5,3 814
HM9 57 0200 2, 9,0 0 * 4,3 8,2 334
HMIO 29 0,124 3,9 7,2 0 4 3,3 5,8 485

@ Valores que corresponden a titulos de anticuerpos por ELISA contra VLPs (anti-VLPs), aquellos en negrilla son los considerados titulos de anticuerpos
positivos contra el virus. ® Valores de los indices de estimulacion de TCLs estimuladas diréctamente con VLPs 6 PHA [TCL] (panel A) e indices de
estimulacién de TCLs estimuladas con CDs [TCL + CDs] (panel B); valores de IE > 2 considerados positivos se resaltan en negrilla. Los valores de
interferén gama (IFN-y) detectados en sobrenadantes de linfocitos estimulados aparecen en la columna IFN-y. La colulmna HLA-DRBI* corresponde
a los resultados de la tipificacion por PCR del haplotipo HLA de los voluntarios. HF: mujeres sanas, SW: trabajadoras sexuales, PN: pacientes con NIC,
HM: hombres sanos. PHA: Phytohemaglutinina utilizada como mitégeno para evaluar viabilidad de las células.
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VPH-16 al parecer estd ampliamente distribuida en
poblacion sana, permite predecir que posiblemente la
respuesta inmune al virus en estos individuos contribuye
al exitoso control de la infeccion. Por estas razones,
decidimos hacer un estudio comparativo en el que se
examinara la respuesta inmune a la proteina L1 de VPH-
16 en individuos sanos (hombres y mujeres) con vida
sexual activa, con la de un grupo de mujeres con NIC,
con el fin de: (i) evaluar las caracteristicas de la res-
puesta inmune celular a L1; (i) identificar epitopes Th
en L1 que puedan ser utilizadas como péptidos candi-
datos a vacuna contra el VPH y (iii) evaluar el estatus
de larespuesta de interleuquinas de células infectadas
con VLPs hechas de L1 y de linfocitos T CD4 que pro-
liferan en respuesta a este antigeno.

Para el estudio de la respuesta inmune celular, me-
diante el uso de VLPs VPH-16/L1 como fuente de
antigeno viral, decidimos examinar en un primer grupo de
individuos con vida sexual activa: pacientes, mujeres y
hombres sanos (codificados como Pa-f, HF- y HM res-
pectivamente en la Figura 2), el grado de proliferacion
celular como respuestaa VLPs VPH-16/L1 de linfocitos
T presentes en PBLs tomados en una muestra de sangre
periférica, haciendo uso de un ensayo convencional de
incorporacion del nucledtido timidina [marcado con tritio]
en un periodo de 4 dias como se explica en la seccion
de materiales y métodos.

Como se muestra en la Figura 2, en este experi-
mento no fue posible evidenciar un grado importante de
linfoproliferacion a VLPs, medida en términos de (SI>
2) sugestivo de una respuesta positiva en este tipo de
analisis en linfocitos de la mayoria de individuos exami-
nados. El resultado de que mediante el uso de un ensa-
yo convencional de linfo-proliferacion de cuatro dias
no fue posible evidenciar respuesta inmune de linfocitos
de memoria especificos contra el virus en la mayoria de
individuos, incluso en aquellos con enfermedad activa,
nos puso de presente la necesidad de evaluar la res-
puesta de linfocitos de memoria al virus mediante el uso
de condiciones experimentales distintas a las utilizadas
en este ensayo.

Los linfocitos de memoria, especifi-
cos contra el VPH, estan presentes
en sangre periférica de individuos
con vida sexual activa y expanden
cuando se cultivan en IL-2.

Se acepta hoy en dia que en las células blancas cir-
culantes de la sangre periférica existen dos tipos de
linfocitos de memoria,'® los cuales se caracterizan por
una diferente distribucion tisular: los EM (efectores de
memoria que circulan en tejidos como higado, y pulmén
etc.,) y los CM (memoria central que se localizan en
nodulos linfoides). Distintas evidencias experimentales
muestran que estas dos poblaciones de linfocitos de me-
moria, ademas de diferencias en su distribucion tisular,
tienen funciones efectoras distintas (ejemplo: rapidez de
respuesta y tipo de citoquina que producen). En vista de
que experimentalmente se ha demostrado que la inmuni-
dad ala infeccion por algunos parasitos o virus esta ligada
aladeteccion en sangre periférica de linfocitos de memoria
tipo CM, especificos para antigenos de estos patogenos,
que expanden in vitro luego de ser cultivados en presencia
de interleuquina-2 (IL-2),"” decidimos utilizar similares
condiciones de cultivo in vitro tratando de evidenciar la
presencia de este tipo de linfocitos especificos contra el
VPH en sangre periférica de un mayor nimero de indivi-
duos expuestos a la infeccidn por este virus.

Latabla 1 (panel A) muestra las caracteristicas de
los voluntarios estudiados (codigo, edad) y los resulta-
dos de la evaluacién de la respuesta de anticuerpos
contra el virus, medidos por ELISA (anti-VLP) en el
plasma de 44 individuos distribuidos en cuatro grupos
[18 mujeres sanas (HF); 6 trabajadoras sexuales (SW);
10 pacientes con NIC (PN) y 10 hombres sanos (HM)].
Ademas, se muestra el nivel de linfo-proliferacion (me-
dida como IE) y produccion de interferdn gama (pg/ml)
por TCLs obtenidas de linfocitos de sangre periférica
expandidos en IL-2 luego de ser estimulados in vitro
con VLPs VPH-16/L.1 como se describe en materia-
les y métodos.

La evaluacion de los niveles de anticuerpos contra el
virus en los plasmas de estos individuos (anti-VLP) evi-
dencid titulos altos de anticuerpos contra VLPs en 12/
18 mujeres sanas; 3/6 trabajadoras sexuales; 6/8 traba-
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jadoras sexuales comprobandose la exposicion al virus
en lamayoria de los individuos estudiados. Cabe anotar
que tanto la ausencia de anticuerpos contra el virus en
algunos pacientes con NIC, como la baja deteccion de
anticuerpos en hombres expuestos al virus, han sido
descritos con anterioridad por otros investigadores.

Como se presenta en la tabla 1, la presencia en sangre
periférica, en individuos expuestos al virus, de linfocitos de
memoria especificos contra VLPs VPH-16/L1 que ex-
panden vigorosamente cuando se cultivan in vitro con IL-
2, se demostrd con €xito en este nuevo experimento. Se
detectd una vigorosa respuesta de proliferacion de estos
linfocitos en respuesta al virus en 34/44 individuos estudia-
dos (ver IE > 2 de TLCs resaltados en negrilla en tabla
1A). Se demostrd con claridad que la expansion de pre-
cursores contra el virus se favorecié mediante el cultivo de
linfocitos de sangre periférica en IL-2 al valorar los resulta-
dos de IE de linfocitos de las mujeres sanas (voluntarias
HF-2, HF-6 y HF-10) y de los varones (HM1, HM2 y
HM4), quienes habiendo dado una respuesta de prolifera-
cion negativa en el primer ensayo (Figura 2), fueron posi-
tivos en el segundo [(comparar de IE <2 obtenidos en
cultivo de cuatro dias sin IL-2 de linfocitos de individuos
HF-2, HF-6, HF-10 y HM1, HM2, HM4 presentados
en Figura 2, con [E >2 en tabla 1A que corresponden a
IE de los mismos individuos a partir del cultivo de los
linfocitos en presencia de IL-2)].

Es de notar que mientras 7/18 TCL generadas con
IL-2 de las mujeres sanas no proliferaron a VLPs, tan
solo una linea celular de cada uno de los otros tres gru-
pos (trabajadoras sexuales, pacientes y hombres) mos-
traron igual incapacidad para proliferar. Este resultado
sugiere que el nimero de precursores de linfocitos de
memoria en sangre periférica, especificos contra el vi-
rus, es distinto en los diferentes grupos estudiados y
quizas este numero esté ligado al grado de exposicion
al virus (alto en trabajadoras sexuales, pacientes con
NIC y bajo en mujeres sanas). De manera sorprenden-
te los resultados mostraron que a pesar de no haberse
detectado anticuerpos por ELISA en la mayoria de los
varones (ver cifras de anti-VLPs en hombres en tabla
1A), en 9/10 fue posible expandir precursores de
linfocitos de memoria, especificos contra el virus. Esta
alta frecuencia de precursores contra el virus en hom-

bres sin sintomas clinicos de lesion causada por VPH,
permite argiiir en favor de dos posibilidades: la primera,
que la respuesta inmune celular contra el virus en el hom-
bre tal vez sea la responsable de su resistencia natural
para desarrollar lesiones causadas por este virus y la
segunda, que en las diferencias detectadas en nuestros
estudios a nivel de respuesta inmune humoral (titulos
anti-VLPs) y celular, quizas radique el rasgo de resis-
tencia/susceptibilidad a desarrollar lesion por VPH li-
gada al sexo, sugerida por otros investigadores.'®

La respuesta de linfocitos T requerida para el con-
trol de la infeccion por patdgenos intra y extracelulares
es de dos tipos Th1 y Th2 (ver diagrama Figura 3). Se
cree que para el control del VPH y otros virus es de-
seable la produccién de altos niveles de IFN-y por
linfocitos tipo Th1. Un objetivo importante de este es-
tudio fue la caracterizacion del status de la respuesta
inmune celular y su relacion con susceptibilidad (fenotipo
encontrada en las pacientes) o resistencia (fenotipo de
las trabajadoras sexuales) a la infeccion por el virus.
Por esta razon el fenotipo de la respuesta celular fue
explorado midiendo por ELISA los niveles de produc-
cion de las citoquinas (IFN-ye IL-4 prototipicas de las
respuestas Th1 y Th2) (ver Figura 3) en sobrenadante
de cultivo de los linfocitos de memoria que proliferan
como respuesta al virus. Aunque no pudieron medirse
niveles detectables de [L-4 en ningtin individuo estudia-
do (datos no mostrados), los linfocitos de 13/44 volun-
tarios estudiados produjeron cantidades altas de IFN-
yvenrespuestaa VLPs (ver [FN-yen tabla 1A). Aunque
la producciodn de esta citoquina por linfocitos de algu-
nos individuos fue elevada, no fue posible establecer
diferencias estadisticamente significativas de su produc-
cioén entre los grupos de individuos estudiados.

VLPs de VPH-16 < 1 alteran el ade-
cuado proceso de maduracion de
CDs humanas.

En el desarrollo de una respuesta inmune celular a
agentes infecciosos, es posible que el manejo del patoge-
no por células que presentan el antigeno a los linfocitos
T, sea determinante para el tipo de respuesta Thl o
Th2 que se genere. Por la capacidad para producir IL-
12, la alta densidad de moléculas MHC clase I y clase
[Ty moléculas de co-estimulacion sobre la superficie de
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Figura 3. Eventos celulares y moleculares de la polarizacién de la respuesta ayudadora (Th). Una vez procesado y
presentado el antigeno por la célula presentadora del antigeno (APCs) (célula dendritica o macroéfago), esta presenta un
péptido al linfocito T CD4 + (LT CD4+). Si esta interaccion se da en presencia de la IL-4, la polarizacion de la respuesta del
linfocito T (LT) se dirige hacia el fenotipo Th2, caracterizada por la activacion de factores de trascripcién Staté, GATA-3 y c-Maf
y la produccion de IL-4 e IL-5, necesarias para el control de helmintos y que promueve fenomenos alérgicos. Si por el contrario,
citoquinas como la IL-12 (producida en especial por CDs) y otras citoquinas (IL-18 e IL- 1) estan presentes en el momento de
la estimulacion, el LT se polariza hacia un tipo de respuesta Thl caracterizada por la activacion de factores de trascripcion como
Stat4, Erm y T-bet, y la secrecion de interferon gama (IFN-y), esencial para la activacién de la respuesta celular contra patogenos
intracelulares (Toxoplasma spp, Leishmania spp, Mycobacterium spp etc) y virus como el VPH e importante en la patogénesis de
algunos fendmenos auto-inmunes (ej., artritis reumatoide). Mientras que la trascripcion de Tbet en una célula Th2 es suficiente
para revertir su respuesta a Thl, la trascripcion de GATA-3 es suficiente para la reversion de un fenotipo Thl a Th2. IL-4R, IL-
I2-R e IL-18R: receptores de superficie celular para las interleuquinas IL-4, IL-12 e IL-18.

CDs (todos factores que promueven la polarizacion de
larespuesta celular hacia el tipo Th1, ver diagrama Fi-
gura 3), y ante la imposibilidad de detectar diferencias
importantes en el tipo de respuesta celular luego de la
estimulacion de linfocitos de memoria directamente con
VLPs (tabla 1A), decidimos investigar el tipo de respuesta
evocada en estos linfocitos luego de ser reestimulados
con CDs aut6logas que han procesado y presentado
VLPs. Para realizar estos experimentos fue indispensa-
ble la derivacion de CDs de los individuos en estudio.
La Figura 4 muestra el resultado tipico de la caracteri-
zacion microscopica y por citometria de flujo de una

muestra de CDs obtenida a partir de monocitos de san-
gre periférica de individuos en estudio, cultivadas por
siete dias con IL-4 y GM-CSF como se describe en la
seccidn de materiales y métodos. En esta figura se re-
sume como mediante morfologia y citometria de flujo
fue posible obtener CDs con caracteristicas de APCs
profesionales, luego de su maduracion con un ARN sinté-
tico Poly I:C (ver leyenda Figura 4 y para mas detalle
articulo por Delgado y col).'*

Debido a que algunos investigadores han descrito al-
teraciones en el proceso de maduracion de CDs cuando

WA DE g,
Yo

X2

BIBlIOTECA

Repertorio de Medicina y Cirugia. Vol. 13 No. 4 < 2004 195



Deteccion de linfocitos de memoria especificos contra el VPH-16 en hombres y mujeres con vida sexual activa.

son puestas en contacto con VLPs," luego de la obten-
cién de CDs autologas, se evaluo por métodos fluoroci-
tométricos el grado de maduracion inducido en CDs
inmaduras por VLPs VPH-16/L1. La expresion de di-
ferentes moléculas (CD80, CD86, CD83, CD40,
CDl11c,CD1byHLA-DR) sobre la superficie de CDs
se utilizé para comparar el grado de maduracion indu-
cido en CDs inmaduras por VLPs y por substancias
como Poly I:C, LPS, TNF-o, y CpG, utilizados por lo

— Counts

T

»  CD80-PE HLA-DR-FITC
L. M.
- v
T

regular como inductores de maduracion de estas célu-
las. La medicion por citometria de flujo de las distintas
moléculas sobre la superficie de CDs maduradas con
VLPs, comparado con el alcanzado con cada uno de
los otros agentes inductores de maduracion utilizados
como control, demostro que las VLPs no indujeron una
adecuada maduracion de CDs inmaduras luego de 48
horas de tratamiento (datos no mostrados). Simultinea-
mente con el andlisis citométrico de marcadores de
maduracidn, se compard la deteccion de citoquinas IL-

Tabla 2. Comparacion de la produccion de
citoquinas por CDs inmaduras (iCDs)

incubadas con VLPs y CDs inmaduras luego
de tratamiento con Poly :C y LPS.

Inductor Citoquina (pg/ml)
Maduracion IL-6 IL-12 TNF-a
iCDs 15 0 0
Poly i-c 784 62 69
LPS 1517 13 521
VLPs 74 6 0

Figura 4. Caracterizacion de CDs humanas por micros-
copia de luz y citrometria de flujo. Anilisis microscépico y
fluorocitométrico de CDs derivadas de monocitos de sangre
periférica. Las fotografias (A-G y L/M) e histogramas (H-K)
son resultados representativos de numerosos experimentos
de derivacion de CDs en monocitos, hechos en nuestro labora-
torio siguiendo el protocolo descrito en materiales y métodos.
(A) Aspecto de monocitos de sangre periférica inmediata-
mente después de su aislamiento por adherencia a plastico y
(B) morfologia de CDs inmaduras luego de siete dias de
incubacién de monocitos en IL-4 y GM-CSFE. (C) Microscopia
de luz de CDs 48 horas después del tratamiento de CDs
inmaduras con RNA sintético (Poly I:C). Inmunohistoquimica
de CDs inmaduras (D y F) y maduradas con Poly I:C (E y G)
tenidos con anticuerpos anti-clase | (D/E) y anti-clase I (anti
DR) (F/G). Los histogramas H-K muestran la expresion
sobre la superficie de las moléculas: CDla (H), CDIb (),
CD80 (J) y HLA-DR (K) detectadas por citometria de flujo.
Las lineas continuas representan la expresion de la proteina
en CDs maduras. Los trazos de puntos corresponden a la
expresion basal en monocitos. Fotografia (L) que demuestra
la capacidad de CDs inmaduras para fagocitar patogenos
(promastigotes de Leishmania (Viannia) panamensis) tefidos con
Giemsa (senalados con flechas). Las CDs maduras (M) pierden
su capacidad fagocitica como ha sido descrito por otros auto-
res (composicion fotografica tomada del articulo por Delgado
y col'* reproducida con permiso de los autores).
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6, factor de necrosis tumoral alfa (TNF-o) e IL-12 en
los sobrenadantes de DCs sin estimular y estimuladas
con VLPs, Poly I.C y LPS. Los resultados presentados
en la tabla 2 (niveles de una muestra tipica) demuestran
que las VLPs indujeron la produccion de bajos niveles
de estas tres citoquinas, cuando se compara con los
niveles inducidos por Poly I:C y LPS utilizados como
control positivo en estos experimentos.

La presentacion de antigenos
virales por CDs maduradas con un
ARN sintético permite detectar
linfocitos de memoria productores
de IFN-g especificos contra el virus
en la mayoria de individuos con vida
sexual activa.

La poca capacidad de las VLPs para inducir madu-
racion de CDs, nos llevo entonces a utilizar Poly I:C
como inductor de maduracién de CDs utilizadas para
presentar las VLPs a las TCLs generadas en este estu-
dio, debido a que en investigaciones previas de nuestro
grupo'* hemos demostrado la capacidad del Poly I:C
para madurar CDs en APCs profesionales que presen-
tan eficientemente antigenos de otros patogenos. Para
realizar estos experimentos una parte de la linea celular
de cada paciente generada, como se explicé en los ex-
perimentos presentados en la Figura 1A, fue estimulada
con CDs maduradas con Poly I:C y pulsadas con VLPs
como fuente de antigeno. Los resultados del estudio
comparativo de la reestimulacion de estas lineas celula-
res por CDs maduradas con Poly I:C y pulsadas con
VLPs se presentan en la tabla 1B. Estos resultados
permitieron demostrar en primer lugar la deteccion casi
universal de precursores en linfocitos de sangre periférica
de células de memoria, especificas contra el virus en
mujeres sanas (17/18 TCLs derivadas de mujeres sa-
nas respondieron con IE > 2 cuando fueron estimula-
das con CDs pulsadas con VLPs). Estos hallazgos ade-
mas de demostrar la capacidad de CDs para estimular
larespuesta de linfocitos de memoria, permiti6 eviden-
ciar la presencia de estos linfocitos en seis mujeres sa-
nas, no detectados cuando estas células fueron estimu-
ladas directamente con VLPs (comparar I[E a VLPs de
TCLs de las voluntarias sanas: HF1, HF4, HFS, HF9,
HF11, HF14 y HF17 en tablas 1Ay 1B). Ademas de
lo anterior, el uso de CDs como APCs permiti6 evidenciar

una frecuencia dos veces mayor de individuos cuyos
linfocitos produjeron IFN-yen respuesta al virus compa-
rado al nimero de individuos respondedores en ausencia
de CDs (13/44 individuos produjeron IFN-y cuando sus
TCLs fueron estimuladas sin CDs comparado con 27/44
cuando estas fueron estimuladas con CDs, ver niveles de
IFN-ydetectados en tablas 1A y 1B respectivamente).

CDs aisladas de pacientes con NIC
suprimen la proliferacion de
linfocitos de memoria especificos
contra el virus.

Resultado interesante de estos experimentos fue que el
uso de CDs para estimular linfocitos de memoria, especifi-
cos contra VLPs de pacientes con NIC, permitié eviden-
ciar una supresion de la respuesta a VLPs en 7/10 pacien-
tes. Este fenotipo supresor de CDs que deprime la
proliferacion de linfocitos de memoria, especificos contra
L1, en especial en el grupo de las pacientes, parece ser
independiente del antigeno ya que larespuesta al mitégeno
PHA (un estimulador no especifico de linfocitos T utilizado
para monitorear la viabilidad de los linfocitos estimulados)
se deprimid en 9/10 pacientes, cuando los linfocitos fueron
estimulados con CDs pulsadas con el mitdgeno (comparar
valores de IE a VLPs y PHA de pacientes con NIC en
tablas 1Ay 1B). Aunque fue evidente la depresion de la
proliferacion inducida por las CDs a las lineas celulares
especificas contra L1 en el grupo de pacientes, esta fuera
del alcance de este trabajo hallar una explicacion de las
bases moleculares y celulares de este fendmeno 'y su expli-
cacion es motivo de investigacion por nuestro grupo en
este momento.

No se pudo identificar una epitope
peptidica Th linear en la proteina L1.

La vigorosa respuesta de linfocitos de memoria es-
pecificos contra VLPs VPH-16/L1 observada en la
mayoria de individuos estudiados, sugiere la existencia
de epitope(s) Th en la proteina L1, que presentadas en
el contexto de moléculas HLA-DRPB1* estimulan
eficientemente los linfocitos T CD4. Para la identifica-
cidn de esta(s) epitope(s) decidimos utilizar un ensayo
de union in vitro, disefiado para la identificacion de se-
cuencias peptidicas en la proteina L1 que se unen con
alta afinidad a moléculas HLA-DR1* purificadas, un
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HLA-DRBI

Péptido Secuencia o101 0401 0701 110l
18279 MQVTFIYILVITCYENDVNV -22 -5 23 93
18280 YHIFFQMSLWLPSEATVYLP 25 7 42 86
18281 PVPVSKVVSTDEYVARTNIY 12 10 25 74
18282 YHAGTSRLLAVGHPYFPIKK 78 -3 43
18283 PNNNKILVPKVSGLQYRVFR 30 7 45
18284 IHLPDPNKFGFPDTSFYNPD -24 6 49 30
18285 TQRLYWACVGVEVGRGQPLGY 48 30 -0 -6
18286 VGISGHPLLNKLDDTENASAY 9 66 61 58
18287 YAANAGVDNRECISMDYKQT 23 I 52 39
18288 QLCLIGCKPPIGEHWGKGSPY 68 25 -20 -6
18289 CTNVAVNPGDCPPLELINTVY 18 41 21 52
18290 IQDGDMVHTGFGAMDFTTLQY 8 54 14 57
18291 ANKSEVPLDICTSICKYPDY 2 5 23 30
18292 IKMVSEPYGDSLFFYLRREQ -26 7 -30 -19
18293 MFVRHLFNRAGTVGENVPDDY 90 8l 50 81
18294 LYIKGSGSTANLASSNYFPT 56 27 14 37
18295 PSGSMVTSDAQIFNKPYWLQ 3 -1 25 43
18296 RAQGHNNGICWGNQLFVTVVY -1 0 -30 -7
18297 DTTRSTNMSLCAAISTSETTY 65 41 30 54
18298 YKNTNFKEYLRHGEEYDLQF 12 -6 23 54
18299 IFQLCKITLTADVMTYIHSM 13 20 -5 221
18300 NSTILEDWNFGLQPPPGGTLY I 33 7 25
18301 EDTYRFVTQAIACQKHTPPA 86 92 40 63
18302 PKEDDPLKKYTFWEVNLKEK 4 31 54 78
18303 FSADLDQFPLGRKFLLQAGLY 90 87 -70 -6
18304 KAKPKFTLGKRKATPTTSSTY 6 0 65 54
18305 KATPTTSSTSTTAKRKKRKLY -6 -10 14 8

Los valores de union superiores o iguales a 50 % se consideran positivos para la unién del péptido al respectivo alelo y se resaltan en negrilla.

ensayo que en nuestras manos y las de otros investiga-
dores ha demostrado utilidad para la identificacion de
epitopes Th en proteinas de otros patogenos'*'>%
Como se muestra en la tabla 3, mediante el uso de
ensayos de union in vitro de 27 péptidos que com-
prenden la totalidad de la secuencia de amino-acidos
de la proteina L1 a los alelos HLA-DRB1*-0101, -
0401,-0701 y-1101, fue posible identificar un péptido
de 20 aminoacidos (péptido 18293 en tabla 3)
[MFVRHLFNRAGTVGENVPDDY | en esta proteina,
el cual se une a los cuatro alelos HLA-DRB1* exami-

nados para la union, motivo por el cual fue seleccionado
como péptido candidato a ser el responsable de inducir
la respuesta de linfocitos T de memoria observada en
nuestros experimentos. La alta capacidad de union del
péptido 18293 a cuatro alelos ampliamente expresa-
dos en los 44 individuos estudiados (ver HLA-DRPB1*
en tabla 1) nos permitio evaluar la posibilidad de que
este péptido representase una epitope universal que fue-
se responsable de la proliferacion y produccion de
citoquinas por linfocitos de memoria, en respuesta a
VLPs evidenciada en nuestros resultados. No obstante
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la universalidad del péptido 18293 y la expresion de los
haplotipos HLA a los cuales este péptido se une en la
mayoria de los 44 individuos del estudio (ver columna
HLA-DRB1* en tabla 1), los resultados de los experi-
mentos realizados y no mostrados, nos permiten con-
cluir que este péptido no es el responsable de la res-
puesta a VILPs de linfocitos de memoria detectada en
los 34/44 individuos estudiados.

Implicaciones de nuestros resulta-
dos para el desarrollo de vacunas
anti-VLPs.

Las vacunas basadas en VLPs VPH-16/L1 evaluadas
en ensayos clinicos en fase I1, han probado ser efecti-
vas para prevenir la infeccion por VPH-16. Aunque la
respuesta inmune protectora en estos ensayos parece
ser mediada por anticuerpos, la participacion de la res-
puesta de linfocitos T en la proteccion no ha sido demos-
trada con claridad. En el presente estudio presentamos
evidencias de que los linfocitos de memoria contra el
virus se encuentran presentes en sangre periférica de la
mayoria de individuos con vida sexual activa y que nunca
han sido vacunados con VLPs. Si la respuesta inmune
celular contra el virus juega un papel importante en la
inmunidad a la infeccion por VPH-16 inducida por vacu-
nas construidas de VLPs VPH-16/L1, nuestros resul-
tados permiten sugerir que la estimulacion por la vacuna
de los precursores de memoria detectados por nuestros
estudios, quizas sea en gran parte responsable de la in-
munidad protectora observada en 100% de los indivi-
duos vacunados con este tipo de vacunas. Nuestros
resultados demuestran ademas que la epitope o epitopes
en L1 alas cuales responden estas células de memoria,
permanece(n) sin identificarse. Es claro que cualquiera
que sea(n) la(s) epitope(s) en L1 que estimulan estas
células a proliferar y a producir [FN-yevidenciados en
nuestros estudios, la restriccion genética de esta res-
puesta al parecer no es muy restringida, a juzgar por lo
universal de la respuesta a esta proteina evidenciada en
nuestros estudios (34/44 individuos respondieron).

Hemos demostrado la presencia en sangre periférica
de linfocitos de memoria, especificos para la proteina

L1 del VPH-16, tanto en individuos sanos como en
pacientes con NIC. Para evidenciar la respuesta de es-
tos precursores fue necesario el cultivo de linfocitos de
sangre periférica en IL-2. El uso de CDs como APCs
en nuestros estudios, representd una importante venta-
jaexperimental para detectar la respuesta de estas cé-
lulas de memoria que al parecer estan en bajo numero
en la sangre y necesitan expansion in vitro con IL-2
para que pueda demostrarse su respuesta (prolifera-
cion celular y vigorosa produccion de IFN-y). Aunque
no hubo claras diferencias en la produccion de IFN-y
por las células de memoria en los individuos de los cuatro
grupos estudiados, el uso de CDs como APCs permitié
evidenciar un fenotipo supresor de las CDs obtenidas
de pacientes con NIC. Por tltimo, aunque se detectd
una clara respuesta celular en la mayoria de individuos
estudiados, no pudo identificarse una epitope linear res-
ponsable de la estimulacion de estas células, a pesar de
que los ensayos de union de péptidos de L1 a alelos
HLA DRB1* permitieron la identificaciéon de un candi-
dato a epitope universal. De acuerdo con nuestros re-
sultados, consideramos que la respuesta de las células
de memoria que responden a L1 y que han sido obser-
vadas en nuestros experimentos, contribuye de manera
importante a la adquisicion de memoria inmunolédgica
alcanzada en la poblacion, luego de la vacunacion con
VLPs obtenida por otros investigadores.
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tetizadas, adelantado por la Fundacion Instituto de
Inmunologia de Colombia (FIDIC). También lo ha sido
gracias a una importante alianza estratégica entre el grupo
de Inmunologia de la FIDIC y el de la Fundacion Uni-
versitaria de Ciencias de la Salud (FUCS). Los autores
agradecen de manera especial el apoyo institucional y
financiero de la FUCS a este trabajo, apoyo liderado
por el Departamento de Investigaciones de la FUCS,
en especial por la Dra. Marcela Gomez. Al Doctor Dario
Cadena por su paciente revision del manuscrito y por

Repertorio de Medicina y Cirugia. Vol. 13 No. 4 = 2004 199



Deteccion de linfocitos de memoria especificos contra el VPH-16 en hombres y mujeres con vida sexual activa.

sus valiosos comentarios. A Patricia Isaza y Adriana
Pinz6n en el laboratorio de Inmunologia de la FUCS
por su incondicional colaboracion.

Referencias

L.

Zur Hausen H. Papillomaviruses and cancer: from basic
studies to clinical application. Nat Rev. Cancer 2002; 2
(5):342-50.

Galloway DA. Papillomavirus vaccines in clinical trials.
Lancet Infect Dis 2003; 3(8):469-75.

Koutsky LA, Ault KA, Wheeler CM, et al. Proof of Principle
Study Investigators. A controlled trial of a human papillomavirus
type 16 vaccine. N EnglJ Med 2002;347(21):1645-51.

Jansen KU, Shaw AR. Human papillomavirus vaccines and
prevention of cervical cancer. Annu Rev Med 2004; 55:319-
31.Review.

Pinto LA, Edwards J, Castle PE, et al. Cellular immune
responses to human papillomavirus (VPH)-16 L1 in healthy
volunteers immunized with recombinant VPH-16 L1 virus-
like particles. J Infect Dis 2003; 188(2):327-38.

Finnen RL, Erickson KD, Chen XS, Garcea RL. Interactions
between papillomavirus L1 and L2 capsid proteins. J Virol
2003,77 (8):4818-26.

Chen XS, Garcea RL, Goldberg I, Casini G, Harrison SC.
Structure of small virus-like particles assembled from the L1
protein of human papillomavirus 16. Mol Cell 2000; 5 (3):557-
67.

Carter JJ, Wipf GC, Benki SF, Christensen ND, Galloway
DA. Identification of a human papillomavirus type 16-
specific epitope on the C-terminal arm of the major capsid
protein L1. J Virol 2003;77 (21):11625-32.

Viscidi RP, Ahdieh-Grant L, Schneider MF, et al. Serum
immunoglobulin A response to human papillomavirus type
16 virus-like particles in human immunodeficiency virus
(HIV)-positive and high-risk HIV-negative women. J. Infect.
Dis 2003; 188 (12):1834-44.

. Vera-Bravo R, Ocampo M, Urquiza M, Garcia JE, et al. Human

papillomavirus type 16 and 18 L1 protein peptide binding to
VERO and HeLa cells inhibits their VLPs binding. IntJ
Cancer2003; 107 (3):416-24.

11.

12.

13.

18.

19,

20.

Christensen ND, Reed CA, Cladel NM, Hall K, Leiserowitz
GS. Monoclonal antibodies to VPH-6 L1 virus-like particles
identify conformational and linear neutralizing epitops on
VPH-11 in addition to type-specific epitopes on VPH-6.
Virology 1996; 224 (2):477-86.

Molano M, Posso H, Weiderpass E. et al. VPH Study Group
VPH Study. Prevalence and determinants of VPH infection
among Colombian women with normal cytology. Br J Cancer
2002;87(3):324-33.

Combita AL, Bravo MM, Touze A, Orozco O, Coursaget P.
Serologic response to human oncogenic papillomavirus
types 16, 18, 31, 33, 39, 58 and 59 virus-like particles in
colombian women with invasive cervical cancer. Int J Cancer
2002;97 (6):796-803.

. Delgado G, Parra-Lopez CA, Vargas LE, et al. Characterizing

cellular immune response to kinetoplastid membrane protein-
11 (KMP-11) during Leishmania (Viannia) panamensis
infection using dendritic cells (DCs) as antigen presenting
cells (APCs). Parasite. Immunol 2003; 25 (4):199-20.

. Calvo-Calle JM, Hammer J, Sinigaglia F, Clavijo P, Moya-

Castro ZR, Nardin EH. Binding of malaria T cell epitops to DR
and DQ molecules in vitro correlates with immunogenicity in
vivo: identification of a universal T cell epitopes in the
Plasmodium falciparum circumsporozoite protein. J Immunol
1997;159(3):1362-73.

. Sprent J, Surh CD. T cell memory. Annu. Rev Immunol 2002;

20:551-79.

. Reece WH, Pinder M, Gothard PK, etal. ACD4 (+) T-cell immune

response to a conserved epitope in the circumsporozoite protein
correlates with protection from natural Plasmodium falciparum
infection and disease. Nat. Med 2004; 10 (4):406-10.

Stone KM, Karem KL, Sternberg MR, McQuillan GM, Poon
AD, Unger ER, Reeves WC. Seroprevalence of human
papillomavirus type 16 infection in the United States. J Infect
Dis 2002; 186 (10):1396-402.

Lenz P, Day PM, Pang YY, Frye SA, Jensen PN, Lowy DR,
Schiller JT. Papillomavirus-like particles induce acute
activation of dendritic cells. J Immunol 2001; 166 (9):5346-55.
Vargas LE, Parra CA, Salazar LM, Guzman F, Pinto M,
Patarroyo ME. MHC allele-specific binding of a malaria
peptide makes it become promiscuous on fitting a glycine
residue into pocket 6. Biochem Biophys Res Commun 2003;
307 (1):148-56.

=D C==~

200

Repertorio de Medicina y Cirugia. Vol. 13 No. 4 + 2004



	Page 1
	Page 2
	Page 3
	Page 4
	Page 5
	Page 6
	Page 7
	Page 8
	Page 9
	Page 10
	Page 11
	Page 12
	Page 13
	Page 14

