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Resumen 

Introducción: La vacuna contra HPV se desarrolló con VLPs (Virus Like Particles)  las 

cuales han servido para proteger a mujeres y hombres contra infecciones y canceres 

asociados con tipos de HPV de alto riesgo como 16 y 18. Los niveles de protección de la 

población vacunada contra HPV se realiza en base a anticuerpos neutralizantes, pero hasta 

ahora no existe un ensayo universal con el cual se pueda evaluar esta protección. Los 

anticuerpos neutralizantes se han evaluado a través de inhibición de la infección con 

pseudopartículas virales, un inmunoensayo por competencia Luminex, por hemaglutinación 

de eritrocitos y con ELISA-VLPs, pero mientras que los primeros son técnicamente 

complejos y costosos, el ELISA-VLPs es poco específico ya que este ensayo detecta 

anticuerpos contra epítopes conformacionales (anti-VLPs) y contra epítopes lineales 

(proteína L1). Por ellos en este estudio se implementó un doble ensayo de ELISA-VLPs y 

ELISA-L1 para HPV18, el cual  permitió diferenciar la respuesta generada por adolescentes 

y jóvenes contra la vacuna tetravalente. 

Objetivo: Comparar los niveles de anticuerpos anti-VLPs y anti-L1 contra HPV18 a 7, 21 y 

61 meses después de la vacunación contra HPV en adolescentes y mujeres jóvenes. 

Métodos: Se realizaron ensayos ELISA-VLPs y ELISA-L1 para HPV18 utilizando sueros 

humanos de adolescentes (9-13 años) y jóvenes (18-24 años) que recibieron la vacuna 

tetravalente con esquema de vacunación tradicional (0-2-6 meses) o extendido (0-6-60 

meses) y seguidas hasta por 61 meses.  

Resultados: Se evaluaron 178 adolescentes (esquema tradicional, n=124; esquema 

extendido, n=54), cada una tenia 3 muestras de seguimiento (7-21-61 meses post-

vacunación); 116 mujeres jovenés (esquema tradicional), cada una tenía 4 muestra de 

seguimiento (0-7-21-61 meses post-vacunación). Se analizaron un total de 998 muestras a 

través de ELISA-VLPs y L1 para HPV18. El coeficiente de variación entre ensayos fue de 

menos del 10% para ambos ensayos. La sensibilidad y especificidad del ELISA-VLPs fue 

del 100%. EL ELISA-L1 presento una sensibilidad del 100%  y una especificidad del 

71.93%. Las estimaciones obtenidas de los criterios antes mencionados validan los ensayos 

ELISA-VLPS y L1 utilizados en este trabajo. Los títulos de anticuerpos anti-VLPs y anti-

L1 tienen un patrón similar al mes 7 del esquema de vacunación, observándose títulos altos 

en las adolescentes con el esquema tradicional (M~ 450,000 UE/mL; M~75,000 UE/mL, 
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respectivamente) y títulos bajos en las jóvenes con el mismo esquema (M~ 170,000 

UE/mL; M~ 50,000 UE/mL, respectivamente), mientras que en las adolescentes con el 

esquema extendido se observaron títulos un poco más bajos que en el esquema tradicional 

para anti-VLPs (M~340,000 UE/mL), pero muy semejantes para anti-L1 (M~70,000 

UE/mL), siendo la respuesta de anti-VLPs más robusta que la generada contra anti-L1. 

Todos los títulos de anticuerpos disminuyeron al mes 21 y se mantuvieron bajos hasta el 

mes 61 en las adolescentes y jóvenes con el esquema tradicional (M~ 20,000 a 50,000, anti-

L1 y anti-VLPs, respectivamente). Sin embargo, las adolescentes que recibieron una 

reinmunización al mes 60 presentaron un aumento significativo en los títulos de anti-VLPs  

(M~ 350,000 UE/mL) mientras que los títulos de anti-L1 ya no aumenta con la 

reinmunización (M~ 30,000 UE/mL). Al realizar el análisis con el índice de protección (IP, 

anti-VLPs/ anti-L1) nos permitió determinar los niveles reales de anticuerpos neutralizantes 

(anti-VLPs) que presentan las adolescentes y jóvenes después de la vacunación contra HPV 

a lo largo del tiempo. Adolescentes y jóvenes que recibieron el esquema tradicional, 

mantuvieron un IP estable desde el mes 21 hasta el 61 (IP~ 4.5 y 3.5, respectivamente), 

mientras que las adolescentes que recibieron el esquema extendido, presentaron un IP 

mayor a 10, lo que sugiere altos títulos de anticuerpos anti-VLPs.  

Conclusión: Después de la vacunación contra HPV, las adolescentes presentaran títulos de 

anticuerpos anti-VLPs y anti-L1 más altos que las jóvenes, pero la tendencia fue hacia la 

baja con el paso del tiempo en todos los grupos. Sin embargo, la reinmunización al mes 60 

permite el incremento en los títulos de anticuerpos anti-VLPs, pero no así de anti-L1. 

Obtener el IP nos permitió determinar el grado de protección generado por la vacunación, 

observándose que la mayor protección se observó en las adolescentes con el esquema 

extendido. Este resultado apoya el uso del esquema de vacunación de 0-6-60 meses para las 

adolescentes y sugiere que debería de realizarse una prueba del esquema extendido de 

inmunización con el grupo de jóvenes de 18 a 24 años, con el que se pudiera mejorar la 

respuesta protectora anti-VLPs. 

  



Caracterización de la respuesta inmune de anticuerpos neutralizantes y no neutralizantes a largo plazo en 
mujeres vacunadas contra HPV18   

 

3 

 

1. Introducción 

En 1970, el virólogo alemán Harold zur Hausen, fue el primero en describir la 

asociación del virus de papiloma humano (HPV) con el cáncer cervicouterino (Burd & 

Dean, 2016; Hausen, 2002); mientras que en 1976, Meisels y Fortin, establecen que los 

HPV provocan diferentes tipos de lesiones en el cervix debido a la presencia de 

coilocitos en frotis cervicales (Meisels & Fortin, 1976). Los HPVs siguen siendo una 

de las causas más comunes de infecciones de transmisión sexual a nivel mundial. Los 

HPVs infectan células epiteliales, lo que provoca desde infecciones asintomáticas, 

verrugas, neoplasias hasta cáncer (Doorbar, 2006). A la fecha, se han identificado más 

de 200 tipos de HPVs, y alrededor de 40 infectan el tracto anogenital.  

La vía más común de transmisión horizontal es por la actividad sexual, al tener 

contacto con el tejido mucoso de la vagina, cérvix, pene y ano. Otra forma es la 

transmisión vertical, en donde la madre transmite la infección al bebé al momento del 

parto, donde el HPV puede infectar la mucosa del tracto superior aerodigestivo. 

Algunos de los factores de riesgo para la infección por HPV, son el tener diferentes 

parejas sexuales, inicio temprano de actividad sexual, uso de anticonceptivos de 

barrera, fumar, presentar alguna infección de trasmisión sexual o inmunosupresión 

(IARC, 2007).  

Debido a esto, se han buscado desarrollar vacunas profilácticas y terapéuticas, 

para prevenir o tratar las lesiones provocadas por la infección. Al momento, existen 3 

vacunas profilácticas, que están dirigidas contra la proteína mayoritaria de la cápside, o 

L1, tanto de tipos de HPVs que generan verrugas, así como los que generan lesiones en 

cérvix y cáncer. La vacunación induce la protección a través de la producción de 

anticuerpos neutralizantes, siendo los títulos de 10 a 100 veces más altos que los 

producidos por la infección natural (Burd, 2003; Stanley, Pinto, & Trimble, 2012). 

Ensayos en ratones, conejos y macacos demuestran que concentraciones muy 

bajas de anticuerpos son protectores contra la infección por HPV, pero en los seres 

humanos, no se ha logrado establecer cuál es la concentración mínima para tener 

protección, debido a que los ensayos utilizados no discriminan entre anticuerpos 
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neutralizantes, que en su mayoría son contra epítopes conformacionales; de los 

anticuerpos no neutralizantes, que generalmente son contra epítopes lineales. En 

nuestro laboratorio se han seguido los niveles de anticuerpos anti-L1-HPV16 y anti-

VLPs-HPV16 en mujeres vacunadas, para determinar el nivel real de protección a 

través de determinar un índice de protección (relación de anticuerpos anti-VLPSs/ anti-

L1). Actualmente, se desconocen los niveles de anticuerpos neutralizantes verdaderos 

contra los otros tipos de HPVs presentes en las vacunas. Por lo que este proyecto, tiene 

la finalidad de evaluar el nivel de protección de los anticuerpos dirigidos contra 

epítopos lineales y conformacionales de HPV18, a mediano y largo plazo, en una 

muestra de mujeres adolescentes (9-13 años) y jóvenes (18-24 años) que han sido 

vacunadas contra HPV. 
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2. Marco teórico  

2.1 Aspectos epidemiólogos del Cáncer Cérvico Uterino.  

El cáncer cérvico uterino (CaCu) es un problema de salud pública a nivel mundial, 

siendo el cuarto cáncer más común en mujeres de todas las edades y el quinto a nivel 

mundial. La incidencia de CaCu en el 2018 fue de 569,847, lo que representa el 6.6% del 

total de cánceres femeninos; la prevalencia (5 años), fue de 1,474,265 casos, que representa 

6.5% del total de casos y la mortalidad fue de 311,365  muertes, que representa el 7.5% del 

total (Bray et al., 2018). Los países con mayor tasa de incidencia están ubicados en regiones 

en vías de desarrollo de los continentes de África, Asia y América. Mientras que los países 

desarrollados, muestran una tendencia en la disminución de la incidencia y mortalidad 

(Drain, Holmes, Hughes, & Koutsky, 2002; Hernández-Hernández, Apresa-Garciá, & 

Patlán-Pérez, 2015; Lăără, Day, & Hakama, 1987; Vaccarella et al., 2014). La tasa de 

mortalidad también es más alta en los países en vías de desarrollo, lo cual se debe al 

diagnóstico tardío de la enfermedad, así como a factores culturales, sociales y religiosos de 

la población (Brookfield, Cheung, Lucci, Fleming, & Koniaris, 2009).  

En México, en el 2018, el CaCu fue la segunda causa de muerte por cáncer, con 

4,121 defunciones que representa el 9.6% del total. La incidencia, fue de 7,869 casos 

nuevos, representando el 7.5%, mientras que la prevalencia (5 años), fue de 22,769 casos, 

representando el 8.2%, ocupando el CaCu el cuarto lugar (Bray et al., 2018). De acuerdo a 

cifras del Instituto Mexicano del Seguro Social, en el 2011, los estados con mayor 

mortalidad debido al CaCu, fueron Morelos, con una tasa de 9.2/100,000 mujeres derecho 

habientes, Tamaulipas y Quintana Roo de 9.0/100,000 mujeres; la media nacional fue de 

5.4/100,000 mujeres y los estados con menor mortalidad, fueron Durango y Baja California 

Sur con una tasa de 1.5/100,000 y 1.3/100,000 mujeres, respectivamente (Hernández-

Hernández et al., 2015).  

El agente etiológico relacionado con el desarrollo de CaCu es el Virus de Papiloma 

Humano (HPV por sus siglas en inglés), que se transmite principalmente por vía sexual 

(Hausen, 2002), pero este virus también está relacionado con el desarrollo de otros tipos de 

cáncer en otros sitios anatómicos, como son el cáncer anogenital (vagina, ano, pene), tracto 

aerodigestivo (cavidad oral, orofaríngeo, esófago, laringe), nariz, pulmón, ovario, seno, 
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entre otros. En el 2012, se reportaron aproximadamente 630,000 casos de cáncer atribuidos 

a la infección por HPV de los tipos de alto-riesgo, a nivel mundial, y de estos casos 

aproximadamente 570,000 fueron reportados en mujeres y 60,000 en hombres. En el 

continente Americano, se presentaron 110,000 casos, de los cuales 96,000 casos fueron 

reportados en mujeres y 14,000 casos en hombres (Plummer et al., 2016). 

Los tipos más prevalentes asociados al CaCu en el mundo son HPV16 y HPV18, 

con una prevalencia mundial entre 2.3% a 3.5% y de 0.7% a 1.2%, respectivamente (Bosch 

et al., 2008; de Sanjosé et al., 2007; Fleury et al., 2006; IARC, 2012). Las mujeres son más 

susceptibles a contraer una infección por HPV; la duración media de esta infección es de 

menos de un año, pero las infecciones con virus oncogénicos son más persistentes que 

aquellas con virus no oncogénicos, lo que permite el desarrollo de lesiones en el cérvix 

uterino, de manera que la persistencia de las infecciones por HPV de alto-riesgo son 

consideradas como un factor de riesgo para la enfermedad. En los hombres, las infecciones 

con virus no oncogénicos y oncogénicos presentan la misma duración y su eliminación se 

lleva a cabo en promedio entre 6 a 8 meses, más rápido que en las mujeres. Por lo que es de 

importancia entender la historia natural del HPV. 

2.2  Historia natural del HPV 

Los HPVs son un grupo diverso de virus que pertenecen a la familia 

Papillomaviridae. Los virus que se asocian a humanos se dividen en 5 géneros que son 

Alpha-papillomavirus, Beta-papillomavirus, Mu-papillomavirus, Nu-papillomavirus, y 

Gamma-papillomavirus, esto de acuerdo, con la secuencia del gen L1 del virus. Los tipos 

de HPV pertenecientes a estos 5 géneros presentan diferencias en el ciclo viral y en su 

tropismo (Figura 1) (Doorbar et al., 2012). 
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Figura 1. Taxonomía de la familia Papillomaviridae y los cinco géneros representativos.  

  

Los tipos de HPV que pertenecen a los géneros Beta-papillomavirus, Mu-

papillomavirus, Nu-papillomavirus, Gamma-papillomavirus son clasificados como  

cutáneos,  infectando el tejido epidérmico de la boca, garganta, tracto respiratorio, entre 

otros (Hausen, 2002), y causan infecciones asintomáticas en pacientes 

inmunocomprometidos (Nindl, Gottschling, & Stockfleth, 2007). En cambio, los tipos de 

HPV del género Alpha-papillomavirus, provocan papilomas visibles y, de acuerdo al grado 

de lesión que generan, se clasifican o agrupan en HPVs de bajo riesgo (LR) y alto riesgo 

(HR). Los HPVs-LR están asociados al desarrollo de verrugas genitales, por ejemplo 6, 11, 

42, 43 y 44. Mientras que los HPVs-HR que están relacionados con el desarrollo de CaCU, 

incluyen los tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 (Doorbar et al., 2012). 

 Los HPVs son virus pequeños, sin envoltura con una cápside icosaédrica, de 50-60 

nm de diámetro, que contiene un DNA circular de doble cadena de entre 7,000- 8,000 pb 

que codifican para 8 marcos de lectura abiertos (ORFs) que transcriben las proteínas 

virales. Este DNA se divide en tres regiones: una región de control larga (LCR), que regula 

la replicación y la expresión de los genes virales; la región temprana (E), que codifica las 

(Tomado de Doobar et. al, 2012). 
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proteínas tempranas (no estructurales) E1, E2, E4, E5, E6 y E7, que participan en la 

replicación, expresión, supervivencia y oncogénesis viral; y la región tardía (L), que 

codifica a las proteínas tardías (estructurales) L1 y L2, que conforman la cápside viral 

(Figura 2). La letras E y L hacen referencia a la parte del ciclo viral en que son expresadas 

(Doorbar, 2006; Doorbar et al., 2012; IARC & Sheets, 2017).  

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
(Tomado de Doorbar et al., 2012) 

 

Los primeros genes que son transcritos durante el ciclo viral son E6 y E7, donde los 

factores celulares interaccionan con el LCR del genoma viral, iniciando la transcripción de 

estas proteínas oncogénicas. La proteína E6, funciona en conjunto con la proteína E7, para 

proporcionar el ambiente idóneo para la replicación del DNA viral. La proteína E6 se une a 

p53 y lo dirige a ubiquitinación, provocando que el ciclo celular no pueda detenerse en G1, 

evitando la regulación celular en caso de daño. E7 se asocia con la proteína de 

retinoblastoma (pRB) fosforilada separándola del factor de transcripción E2F, también 

interactúa con p107 y p130. Todo esto promueve un ambiente favorable para la replicación 

viral, ya que mantiene  a los queratinocitos en la fase S del ciclo celular por mayor tiempo 

(Doorbar et al., 2012). 

 No todos los tipos de HPVs presentan un ORF para E5 en su genoma viral, pero al 

encontrarse, codifica a la proteína E5 que también es oncogénica. E5 interactúa con el 

receptor del factor de crecimiento epidermal (EGFR), interfiriendo con la vía de las 

proteínas cinasas activadas por mitógenos (MAPKs). Por lo tanto, induce un incremento en 

Figura 2. Organización del genoma viral de HPV. Función de las proteínas virales en el ciclo viral del HPV  
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la actividad de las MAPKs, lo que genera un aumento en la proliferación y diferenciación 

celular (Doorbar et al., 2012). 

 Los siguientes ORFs expresan la proteína E1, que tiene actividad de helicasa. Al 

unirse al origen de replicación dentro del LCR, recluta toda la maquinaria de replicación de 

la célula huésped, para poder iniciar la replicación viral en la fase S del ciclo celular; y la 

proteína E2, ayuda a reclutar E1, formando complejos hexaméricos que mejoran la 

replicación viral. Además E2 tiene la capacidad de funcionar como un represor o activador 

transcripcional, o ayudando en la transferencia del DNA viral a células hijas de la célula 

huésped (Burd & Dean, 2016; Doorbar, 2006).  

 Posteriormente, se expresa la proteína E4 pero solo en las células diferenciadas del 

epitelio estratificado, una de sus funciones es detener el ciclo en la fase G2/M coadyuvando 

a la amplificación del DNA viral y posteriormente a la liberación de los viriones 

sintetizados mediante la ruptura de las redes de citoqueratina, pero el proceso de liberación 

no es citolítico, sino es por medio de la descamación de las células diferenciadas que se 

encuentran en la parte apical del epitelio. Además, se activan los ORFs de los genes tardíos, 

que codifican a las proteínas L1 y L2, que se ensamblarán formando una cápside 

icosahédrica alrededor del DNA viral para formar el virión maduro que será liberado (Burd, 

2003; Doorbar, 2006; Doorbar et al., 2012; IARC, 2007, 2012). 

 

2.3 Progresión del cáncer debido a la desregulación del ciclo viral. 

Derivado de la persistencia de la infección por HPVs-HR, existe una integración  

del DNA viral al genoma celular, lo que produce la perdida de la expresión de la proteína 

E2 que es el regulador natural de los oncogenes  E6 y E7 permitiendo así, la transformación 

celular y la progresión hacia cáncer.  

La progresión de las neoplasias intraepiteliales cervicales (NIC) se clasifican en 3 

niveles (NIC1 a NIC3), y en cada uno de ellos hay diferentes niveles de expresión de las 

proteínas virales que influyen en el desarrollo de la lesión. En el grado NIC1 (Infección 

productiva), se conserva la capacidad de completar el ciclo viral y la producción de 

viriones, debido a que el genoma viral se encuentra en forma episomal. La desregulación y 

el aumento de la expresión génica viral, en especial E6 y E7, conduce al fenotipo NIC2, 

que contribuye a la progresión del cáncer, debido a la acumulación de cambios genéticos y 
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predispone la integración del episoma viral en el genoma celular. Pero la integración del 

episoma viral, conlleva a desregular aún más la expresión de E6 y E7 y la pérdida de 

expresión de E1, E2, E4, E5, L1 y L2, acumulando más cambios genéticos que conllevan a 

alteraciones de un tercio del epitelio en NIC3 y finalmente, esto puede conducir a CaCu. En 

algunos casos, el paso de NIC1 y NIC2 puede darse poco después de la infección, esto 

podría deberse a cambios en la señalización celular provocados por cambios hormonales 

(que modulan en LCR), lo que favorece la desregulación de la expresión génica viral 

(Figura 3) (Doorbar et al., 2012; Gariglio, Gutiérrez, Cortés, & Vázquez, 2009; Paavonen et 

al., 2007, 2009; Quint et al., 2012). 

 

 

2.4 Respuesta inmune contra HPV 

Si bien la mayoría de las personas se contagian en algún momento de su vida con 

HPV, el desarrollo de CaCU es el resultado de infecciones persistentes en las mujeres. La 

mayoría de las infecciones (80-90%) se eliminan sin una manifestación clínica como 

resultado de la respuesta inmune adaptativa mediada, al parecer, por células T CD4+ 

específicas de antígeno, por lo que, no persisten el tiempo suficiente para producir la 

Figura 3. Ciclo de vida del HPV en cada uno de los grados de lesiones. 
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desregulación de la expresión génica, así como tampoco la acumulación de cambios 

genéticos en la célula huésped. La evasión del sistema inmune por parte del HPV está 

estrechamente relacionada con el ciclo de vida del virus, ya que es exclusivamente 

intracelular, sin viremia, citólisis o apoptosis inducida por el virus. Debido a esto, no hay 

una correcta presentación de antígeno necesaria para desarrollar la respuesta inmune 

adaptativa, además de que la replicación y liberación del virus no induce inflamación, por 

lo que, la respuesta inmune innata tarda en activarse (Westrich, Warren, & Pyeon, 2017).  

El hecho de no lograr desarrollar una respuesta inmune mediada por células da 

como resultado una infección persistente y en caso de HPV18, que es un HPV-HR, hay una 

mayor probabilidad de desarrollar un NIC3 y cáncer invasivo (de Sanjose et al., 2010).  

En caso de la respuesta adaptativa humoral por la infección, esta es lenta y de tipo 

específico, produciendo principalmente IgG, de tipo inmuno-dominante principalmente 

contra la proteína mayoritaria de la cápside L1, debido a que contiene epítopos repetitivos y 

complejos. Cuando se presenta el antígeno, el sistema inmune producirá una mayor 

cantidad de anticuerpos neutralizantes contra los epítopos más expuestos y 

conformacionales, a diferencia con epítopos menos expuestos y lineales, los cuales 

producirán anticuerpos no neutralizantes (Carpentier et al., 2005; N. D. Christensen et al., 

1994; Giroglou et al., 2001; Rose et al., 1998; White et al., 1998). Sin embargo, en la 

infección natural con HPV los títulos de anticuerpos suelen ser bajos y al parecer se 

generan contra epítopos lineales de la cápside. Es por ello, que los anticuerpos anti-L1 son 

un marcador serológico de infecciones pasadas o presentes (Fleury et al., 2006). Otro 

aspecto que influye es la variabilidad en los epítopos más expuestos de cada tipo de HPV, 

por lo que la respuesta es tipo específico. La seroconversión de las mujeres infectadas es 

entre 50-70% y se da en un período de 8-9 meses (Carter et al., 2000), pero alrededor del 

40% no presentan seroconversión (Mariani & Venuti, 2010). En el caso de la vacunación 

contra HPV utilizando VLPSs de la proteína L1 se detectó una respuesta humoral fuerte, en 

la cual la seroconversión se puede observar a partir del primer mes (Nygård et al., 2015). 

Por lo tanto, la vacunación mejora la respuesta inmune en comparación con la generada por 

la infección natural. 
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2.5 Vacunas profilácticas contra HPV 

El virión posee una cápside icosaédrica formada en su mayor parte por 360 

monómeros de la proteína L1, que están organizados en 72 capsómeros, y a su vez, cada 

capsómero está formado por 5 monómeros, formando así la cápside icosaédrica (Modis, 

Trus, & Harrison, 2002).  El gen L1 al ser clonado en células de insecto o levadura, expresa 

la proteína L1 la cual es capaz de auto-ensamblarse formando partículas semejantes a virus 

(VLPSs, virus-like-particicles), que son partículas morfológicamente similares al virión, no 

infecciosas ya que no contienen en el DNA viral. Estas VLPs son las utilizadas en las 

vacunas actuales para inducir memoria inmunológica dirigida por anticuerpos (Figura 4) 

(Westrich et al., 2017). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Ensamblaje de las VLPs.  

 

Las vacunas profilácticas actuales tienen como objetivo disminuir la incidencia de la 

infección por HPV y esto a su vez ha disminuido el desarrollo de CaCu a largo plazo. 

Existen actualmente tres vacunas profilácticas en el mercado: Cervarix®, Gardasil-4© y 

Gardasil-9®. La vacuna Cervarix®, incluye VLPSs de los tipos HPV16 y 18, generada en 

células de insecto,  es manufacturada por la empresa GlaxoSmithKlein (GSK). La vacuna 

Gardasil-4© además de los HPV anteriores incluye los tipos 6 y 11 y Gardasil-9® 

adicionalmente contiene 31, 33, 45, 52 y 58, son manufacturadas por Merk, y las VLPSs 

son producidas en levaduras (Figura 5).  

Para la aplicación de las vacunas se ha seguido el esquema de tres dosis (0, 1/2 y 6 

meses), pero se está proponiendo que el esquema de vacunación cambie para las mujeres y 

hombres adolescentes (9-14 años) a solo dos dosis (0 y 6 meses) con un posible refuerzo a 

los 60 meses. Sin embargo, en el caso de jóvenes adultos (15-26 años) y personas 

(Tomada de Stanley, 2012) 
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inmunocomprometidas se considera que deben de recibir el esquema original de tres dosis 

(Kim & Kim, 2017; Schiller & Müller, 2015).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Tipos de HPV que conforman las vacunas bivalente, cuadrivalente y nonavalente, así como, el 

porcentaje de prevención de verrugas genitales y CaCU. 

  

 

Los ensayos clínicos muestran que los niveles de anticuerpos contra VLPSs HPV16 

después de la vacunación Cervarix® se incrementan, siendo el nivel más alto de 

anticuerpos en el mes 7 post-vacunación con tres dosis, con títulos de anticuerpos entre 10 a 

100 veces más altos que la infección natural. Sin embargo, hay una disminución de los 

títulos de anticuerpos entre los 18-24 meses post-vacunación. En ensayos in-vitro con 

pseudoparticulas virales se mostró que los anticuerpos generados por la vacunación son de 

tipo neutralizante, lo cual correlacionó con la protección in-vivo. Asimismo, la vacunación 

induce una protección cerca del 100% y una seroconversión del 100%. Ninguna de estas 

vacunas presentó efectos adversos, más allá de un ligero dolor en el sitio de inmunización, 

por lo que se considera que son bien toleradas (Figura 6) (Schiller & Müller, 2015; Stanley 

et al., 2012). 

 

(Tomada de Stanley, 2012). 
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Figura 6. Seguimiento de los títulos de anticuerpos contra HPV16 en el suero de mujeres 

vacunadas contra HPV16 y 18 

 (Tomada de Schiller & Müller, 2015). 

 

Se debe considerar que la inmunización con VLPs produce una respuesta policlonal 

generando anticuerpos contra todos los epítopes, tanto lineales como conformacionales, por 

lo cual se debe considerar que solo una parte de todos esos anticuerpos son neutralizantes y 

esto dependerá del grado de conservación del ensamblaje de las VLPs. Se han identificado 

algunos epítopos lineales y conformacionales sobre la superficie de las VLPs de HPV, pero 

sigue sin quedar claro si hay diferencias en el reconocimiento de epítopes en el virión y 

VLPs, y sí esto es de forma natural o por la inmunización. Es claro que la inmunización de 

VLPSs completas generan anticuerpos contra epítopes conformacionales que son 

generalmente de tipo neutralizante, pero se desconoce qué proporción de anticuerpos 

reconocen epítopes lineales sobre las VLPSs.  

 

2.6 Ensayos para determinación de anticuerpos en mujeres vacunadas contra HPV.  

Hasta ahora se desconoce cuál es el nivel mínimo necesario de anticuerpos 

neutralizantes que se necesitan para impedir o neutralizar una infección por HPV, o si la 
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exposición nuevamente al virus pueda desencadenar una respuesta de células B de memoria 

y llevar a un incremento de los títulos de anticuerpos. Por el momento queda claro que las 

vacunas son efectivas para inducir altos títulos de anticuerpos, pero no existe hasta el 

momento un ensayo que permita relacionar los títulos de anticuerpos y el grado de 

protección contra la infección por HPV (Stanley et al., 2012). Por lo que, es de importancia 

establecer pruebas de inmunogenicidad, ya que estos ensayos ayudan al control de calidad 

de los procesos de producción y estabilidad para el almacenamiento y distribución de las 

vacunas, para ayudar a predecir y establecer un índice de duración de la protección, así 

como, la correlación de protección. Cada fabricante ha utilizado diferentes ensayos para 

evaluar sus vacunas, por lo que es de importancia, entender en que consisten y lo que mide 

cada uno de ellos. 

El ensayo de inmunoabsorción ligado a enzima (ELISA) utilizando VLPs como 

antígeno, es el utilizado por GSK. La ELISA-VLPs consiste en medir la unión de los 

anticuerpos a las VLPSs pegadas a la placa. La detección es a través de un segundo 

anticuerpo asociado a una señal de color que reconoce a los anticuerpos humanos, y se 

mide el cambio de la señal de color con un espectrofotómetro a cierta densidad de onda. La 

ventaja es que es un ensayo sensible, reproducible y se puede automatizar, pero la 

desventaja, es que no discrimina entre anticuerpos neutralizantes y no neutralizantes, por lo 

que se podría sobreestimar la cantidad de anticuerpos neutralizantes (Schiller & Lowy, 

2009). 

En el caso de la compañía MERK, ellos utilizan el inmunoensayo competitivo 

Luminex (cLIA), que consiste en la fijación de 4 tipos de VLPSs HPV a microesferas 

luminicentes de diferentes colores, donde los sueros se evalúan al competir contra un 

anticuerpo monoclonal neutralizante con una etiqueta fluorescente de ficoeritrina y se mide 

la intensidad del anticuerpo monoclonal. La ventaja es que puede medir de forma individual 

la respuesta de los anticuerpos del suero a diferentes tipos de VLPSs de forma específica en 

un mismo ensayo, sin embargo, este ensayo puede estar subestimando la respuesta, ya que 

solo se miden los anticuerpos que compiten con el monoclonal, y no se ve la respuesta 

policlonal neutralizante (Schiller & Lowy, 2009). 

El ensayo de neutralización de pseudoviriones in vitro, que es utilizado por las 

empresas para correlacionar los ensayos anteriores, consiste en la producción de 
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pseudoviriones L1/L2 infecciosos que contienen un gen reportero que permite medir el 

nivel de infección, ya que al colocar junto con los sueros, permite medir todos los 

anticuerpos neutralizantes sin importar la clase. Este es un ensayo altamente sensible, tipo 

específico y se ha demostrado una correlación con los ensayos ELISA-VLPSs, el problema 

es que es un ensayo tecnicamente laborioso y costoso (Schiller & Lowy, 2009). 

3. Justificación 

En la población mundial sexualmente activa más del 70% se infectaran con al menos 

un genotipo de Alpha-papillomavirus a lo largo de su vida (Beachler, Jenkins, Safaeian, 

Kreimer, & Wentzensen, 2016). De todos ellos, más del 90% logran controlar la infección, 

pero en los que la infección es persistente se encuentran en riesgo de desarrollar algún tipo 

de cáncer asociado con HPV, siendo los tipos 16 y 18 los más prevalentes en el caso del 

CaCU. 

La eliminación de la infección natural por HPV es a través de anticuerpos 

neutralizantes dirigidos contra epítopos de la proteína L1 de la cápside, los cuales han sido 

identificados como tipo específicos (Carpentier et al., 2005; Fleury et al., 2006). En este 

caso, la vacunación profiláctica contra HPV genera títulos de anticuerpos que son entre 10 

y 100 veces más altos que en una infección natural, y protegen al individuo de futuras 

infecciones contra los tipos vacunales, lo que disminuye la posibilidad de desarrollar cáncer 

(Hildesheim et al., 2016a). Sin embargo, las vacunas son más eficaces en individuos que no 

han estado expuestos a una infección con HPV, por lo que la vacunación se ha dirigido a 

los adolescentes entre 9-13 años. (Bruni, Serrano, Bosch, & Castellsagué, 2015; Scherer et 

al., 2016). En el caso de los individuos mayores de 15 años, que son sexualmente activos, y 

que ya han estado expuestos al virus, la eficacia de la vacunación contra HPV es menor en 

comparación con los adolescentes (Bruni et al., 2015). Esto sugiere que la respuesta de 

anticuerpos generada por la vacunación es diferente entre estas dos poblaciones.  

La mayoría de los estudios que han evaluado los títulos de anticuerpos inducidos por la 

vacunación con ensayos de ELISA-VLPs, han sido para la vacuna bivalente y en especial 

para HPV16.  En estos estudios se ha demostrado que la eficacia de la vacuna bivalente en 

mujeres de 18-25 años, que recibieron 3 dosis, previno la incidencia de infecciones por 

HPV16 y 18 persistente a lo largo de 4 años de seguimiento. Sin embargo, en mujeres que 

recibieron solo una dosis de la vacuna, los títulos de anticuerpos se mantuvieron por 3 años, 
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pero fueron cuatro veces menores que los observados en mujeres que recibieron tres dosis 

(Kreimer et al., 2011; Schiller & Müller, 2015).  

La duración de los títulos de anticuerpos es importante para la prevención de la 

infección persistente por HPV. Es por ello, que se han seguido a las mujeres vacunadas por 

largos períodos para determinar los títulos de anticuerpos y evaluar el nivel de protección 

contra la infección por HPV vacunales. La vacuna bivalente ha mostrado altos títulos de 

anticuerpos contra VLPs de HPV16 y HPV18 (considerados neutralizantes) durante al 

menos 9 años de seguimiento, los cuales fueron evaluados por ELISA-VLPs (Harper & 

DeMars, 2017; Nygård et al., 2015). Mientras que, con la vacuna tetravalente los títulos de 

anti-HPV16, evaluados por cLIA (identifica epítope neutralizante), han mostrado durante el 

seguimiento de 9 años, títulos 10 veces más altos que los producidos por infección natural. 

Sin embargo, los títulos de anti-HPV18 disminuyen a los 24 meses después de la 

vacunación, siendo casi parecidos a los de una infección natural (Harper & DeMars, 2017; 

Naud et al., 2014). 

Debido a que los ensayos para evaluación de títulos de anticuerpos de las vacunas 

contra HPV miden diferentes tipos de anticuerpos, los resultados de niveles de anticuerpos 

no pueden ser extrapolados. El ensayo de ELISA-VLPs mide anticuerpos totales y no 

discrimina entre anticuerpos anti-VLPs y anti-L1, lo que puede sobrestimar el nivel de 

protección; mientras que el ensayo de cLIA solo mide un epítope neutralizante, lo que 

puede subestimar los niveles de anticuerpos neutralizantes. Por lo que, es de suma 

importancia determinar los niveles reales de anticuerpos neutralizantes, para poder 

determinar el nivel de protección contra la infección por HPV que mantienen las mujeres  

con el paso de los años y de ser necesario llevar a cabo una reinmunización.  

En nuestro laboratorio se implementó un ensayo combinado de ELISA-VLPs y 

ELISA-L1 para HPV16/18, en donde se observó que los anticuerpos ⍺L1-16 se asociaron a 

mujeres con lesiones NIC3/CaCU (OR= 12.18), mientras que los anticuerpos ⍺VLPSs 16 y 

18 se asociaron a mujeres vacunadas (OR= 2.11e+08 y 536.0, respectivamente) (Pedroza-

Saavedra et al., 2021). En otro estudio en nuestro laboratorio se evaluó la proporción de 

anticuerpos ⍺VLPSs/⍺L1 de HPV16 en mujeres mexicanas entre 18 y 24 años vacunadas 

con la vacuna tetravalente contra HPV para determinar el grado de protección a lo largo del 

tiempo. A partir de la relación entre los anticuerpos neutralizantes (anti-VLPs) y no 
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neutralizantes (anti-L1) (⍺VLPs/⍺L1) nos permitió proponer un “índice de protección” (IP). 

Al considerar el IP permitió determinar que la protección contra infección por HPV16 en 

mujeres vacunadas fue del 91% en el mes 7 y disminuyó a 64% en el mes 21. La 

implementación del IP permitió discriminar los niveles de anticuerpos neutralizantes de los 

no neutralizantes en la población vacunada contra HPV, lo que permitió discriminar los 

anticuerpos verdaderamente protectores a largo plazo (Tesis Maestría Jenny Paola Sánchez 

Lancheros, 2018). Dado que los niveles de anticuerpos contra HPV18 son los que se 

reducen más rápidamente, se decidió realizar el seguimiento de los títulos de anticuerpos 

contra VLPs y L1 de HPV18 en mujeres de 9-13 años y de 18-24 años con seguimiento a 

diferentes tiempos (0, 7, 21 y 61 meses) para poder determinar si la respuesta inmune es 

diferente, como varían los títulos de anticuerpos, así como determinar un índice de 

protección que estará determinado por la razón entre anti-VLPs/ anti-L1. 

4. Preguntas de investigación 

Pregunta 1: ¿Qué tan diferentes serán los  títulos de anticuerpos al discriminar entre 

anticuerpos contra epitopes conformacionales y lineales? 

Pregunta 2: ¿Cuál es la diferencia de los títulos de anticuerpos anti-VLPs y anti-L1 

generados por la vacunación contra HPV18 entre adolescentes y mujeres jóvenes por un 

periodo de hasta 5 años post-vacunación? 

Pregunta 3: ¿En que población se obtendrá el índice de protección más alto? 

 

5. Hipótesis 

Hipótesis 1: Los títulos de anticuerpos anti-VLPs-18 serán más elevados que los títulos de 

anti-L1 HPV18 a los 7 meses y esta proporción se invertira a los 61 meses. 

Hipótesis 2: Los títulos de anti-VLPs-18 serán más altos en la población de adolescentes en 

comparación con mujeres jovenes previamente expuestas a la infección por HPV.  

Hipotesis 3: Los títulos anti-L1-18 se presentarán de forma inversa a lo observado con los 

anticuerpos anti-VLPs en estas dos poblaciones. 

Hipotesis 4: El indice de protección obtenido será mayor y estable hasta el mes 61 para las 

adolescentes que para las mujeres jóvenes. 
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6. Objetivos 

6.1 Objetivo General  

Comparar los niveles de anticuerpos anti-VLPs y anti-L1 contra HPV18 a 7, 21 y 61 meses 

después de la vacunación contra HPV en adolescentes y mujeres jóvenes. 

 

6.2 Objetivos específicos  

6.2.1 Validar los ensayos ELISA-VLPs y ELISA-L1 contra HPV18 con sueros 

positivos para este antígeno. 

6.2.2 Caracterizar la respuesta inmune de anticuerpos αVLPs-HPV18 y αL1-HPV18 

en el banco de mujeres vacunadas a los 7, 21 y 61 meses después de la 

vacunación. 

6.2.3 Determinar el grado de protección a los 7, 21 y 61 meses en mujeres de 

diferentes grupos de edad vacunadas contra HPV18. 

 

7. Materiales y métodos 

7.1 Tipo de estudio y diseño en general 

Corresponde a un estudio retrospectivo anidado a un estudio de cohorte titulado 

“Evaluación de Niveles de Inmunogenicidad en Mujeres vacunadas contra HPV en 

México” (CISP/883), cuyo responsable técnico es el Dr. Eduardo Lazcano Ponce y del cual 

se cuenta con un banco de muestras de sueros de mujeres vacunadas contra HPV, insumo 

que se utilizó́ para este estudio.  

7.2  Población de estudio 

La población de mujeres que se evaluaron en este estudio fue reclutada entre los años 

2010-2011 y han estado en seguimiento después de haber sido vacunadas con la vacuna 

tetravalente de HPV (Gardasil-4) por 61 meses. Se generó una cohorte centinela de 

mujeres vacunadas contra el HPV en tres grupos de comparación: 

1. Mujeres de 9-13 años con esquema de vacunación extendida (0-6-60 meses) 

2. Mujeres de 9-13 años años con esquema de vacunación tradicional (0-1/2-6 meses)  

3. Mujeres de 18 a 24 años con esquema de vacunación tradicional (0-1/2-6 meses) 
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Las muestras de sueros fueron recolectadas a los 0, 7, 21 y 61 meses después de la 

primera dosis. Las muestras de sueros permanecieron almacenadas en el banco de sueros a -

80°C.  

 

Figura 7. Diseño de la población de estudio. 

Inscritas (n=450)

Escuela primaria pública en Cuernavaca, 
Morelos, México

Adolescentes de 9-13 años

(n=300)

3-dosis (M 0-2-6)

(n=150)

150 recibieron 3 dosis 
(M,0-2-6)

Seguimiento a los 7 meses

(n=150)

Seguimiento a los 21 
meses

(n=146)

Excluido=4

Seguimiento a los 61 
meses

(Adolescentes con 3 
tomas)

(n=124)

Excluido=1

2-dosis (M 0-6)

(n=150)

148 recibieron 2 dosis 
(M,0,6)

Excluidos=2

Seguimiento a los 7 meses 

(n=145) 

Excluido= 3

Seguimiento a los 21 meses

(n=141)

Excluido=4

Refuerzo a los 60 meses

Seguimiento a los 61 
meses

(Adolescentes con 3 
tomas)

(n=54)

Excluido=87

Centro medico Cuauhtémoc en 
Cuernavaca, Morelos

Jóvenes de 18-24 años

(n=150)

3-dosis (M 0-2-6) (n=150 )

143 recibieron 3 dosis (M,0-2-6)

Excluido=7

Seguimiento a los 0 meses  
(n=143)

Seguimiento a los 7 meses

(n= 141 )

Excluida=2

Seguimiento a los 21 meses

(n= 136 )

Excluida=5

Seguimiento a los 61 
meses

(Jóvenes con 4 tomas)

(n=116)

Excluido (n=20)
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7.3 Criterios de inclusión y exclusión 

Criterios de inclusión 

Mujeres con edades comprendidas entre 9-13 años y 18-24 años que fueron 

vacunadas con la vacuna tetravalente, que aceptaron participar voluntariamente en el 

estudio y firmaron carta de asentimiento o consentimiento, respectivamente (Anexo 1).  

Criterios de exclusión 

Mujeres que presentaron fiebre en el momento de la vacunación, previa vacunación 

contra HPV u otra vacuna administrada 15 días antes de la vinculación al estudio, mujeres 

con inmunosupresión, mujeres alérgicas a los componentes de vacuna, mujeres con diarrea, 

vómito o alguna enfermedad de la sangre incluyendo trombocitopenia. Estas mujeres y 

aquellas que no cumplieron con los criterios de inclusión. 

Criterios de eliminación 

Mujeres que se embaracen en el periodo de estudio, mujeres que no llegaron a la 

toma de muestras, mujeres que retiraron el consentimiento informado. Estas mujeres y 

aquellas que no cumplieron con los criterios de inclusión. 

 

7.4   Ensayos de ELISA.  

7.4.1 ELISA-L1 

En una placa de ELISA de 96 pozos se colocaron por duplicado 280 ng/pozo de 

antígeno L1 de HPV18 en buffer de carbonatos/azida de sodio (AzNa) 0.02%, dejándose 

incubar a 4°C por 16 h. Al día siguiente, las placas se lavaron 4 veces con buffer de lavado 

(NaCl 0.9%, Tween 20 0.5%) (Lavador automático de placas ELISA, Thermo). Los 

lavados fueron realizados de esta forma al término de cada incubación. Posteriormente, los 

pozos fueron bloqueados con buffer de bloqueo (PBS/ leche 1%, Tween 0.5%, AzNa 

0.02%), e incubados por 2h a 37°C. Los sueros se diluyeron 1:100 y 1:300 en buffer de 

dilución (PBS-Tween 0.5%/ leche 2%+AzNa 0.02%) y se colocarán por duplicado en los 

pozos, se incubarán por 1.5 h a 37ºC. Posteriormente, se agregó en los pozos el segundo 

anticuerpo conejo anti-IgGs humanas conjugados con HRP (horseradish peroxide, DAKO), 

diluido en buffer de dilución sin AzNa y se incubaron a 37°C durante 1 h. Finalmente se 

colocó el cromógeno tetrametilbenzidina (TMB Fitzgerald) 1:5 en acetato de sodio (0.1 M 

pH 6.0) y se incubó la placa por 1 h a temperatura ambiente protegida de la luz. La reacción 
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se detuvo agregando una solución 1M H2SO4. La actividad enzimática de la peroxidasa 

sobre el cromógeno se determinó midiendo la densidad óptica (OD) a una longitud de onda 

de 450 nm utilizando un lector de placas ELISA (Thermo Fisher Scientific) y a 630 nm 

para medir el fondo del sistema. 

 

7.4.2 ELISA VLPs. 

Se realizó el procedimiento de ELISA descrito anteriormente, pero el antígeno de 

las VLPs de HPV18, se colocó diluido en PBS pH 7 para mantener la estructura de este 

antígeno.   

 

7.4.3 Análisis estadístico  

Los valores obtenidos en absorbancia de los niveles de anticuerpos anti-VLPs-

HPV18 y anti-L1-HPV18 de los diferentes tiempos se convirtieron en unidades ELISA 

(UE) a partir de una curva de cuatro parámetros obtenida a tráves de un pool de sueros de 

mujeres positivas y negativas a VLPs y L1. Para realizar el análisis del índice de 

protección, se lleva a cabo la razón de anti-VLPs entre anti-L1, en donde un IP mayor a 1 

representa mayor presencia de anti-VLPs y menor a 1, cuando los niveles de anti-L1 son 

mayores. El punto de de corte se obtuvo con la media aritmética más tres desviaciones 

estandar de los valores comprendidos entre el percentil 5-95%. Posteriormente, se 

realizaron pruebas de normalidad (Shapiro-Wilk, asimetría, kurtosis, gráfico de cuantiles 

teóricos, histograma) para seleccionar la prueba estadística adecuada. Se seleccionó la 

prueba de Kruskal-Wallis con ajuste de Dunnett para evaluar las diferencias entre los títulos 

de anti-VLPs y anti-L1 en lo diferentes tiempos, así como entre esquemas y poblaciones. 

 

7.5  Consideraciones éticas 

El presente trabajo se realizó con muestras de un banco de sueros del proyecto 

titulado “Evaluación de Niveles de Inmunogenicidad en Mujeres vacunadas contra HPV en 

México”, el cual contó con la aprobación del comité de Ética en Investigación del Instituto 

Nacional de Salud Pública (INSP) número CISP/883, por cumplir con todos los requisitos 

de ética y de confidencialidad que supone una investigación con sujetos humanos (Anexo 

2).  
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8. Resultados 

8.1 Estandarización de ensayo ELISA-L1 y ELISA-VLPs HPV18 

8.1.1.  Titulación de suero de conejo positivo para Ac ⍺L1-HPV18  

Para realizar el análisis de los sueros humanos fue necesario contar con un suero 

control para L1 que reconozca solo a los epítopes lineales. Para ello, se generó un suero 

policlonal en conejo contra L1 HPV18. Se analizó el aumento de los títulos de anticuerpo 

⍺L1-HPV18 que se produjo en el conejo después de cada inmunización (Figura 8A). 

Después de la tercera inmunización, se observó que el titulo de anticuerpo se encontraba 

arriba de la dilución 1:10,000, por lo que, se tomó un rango más amplio de las diluciones 

para encontrar el titulo óptimo para el ensayo, que se encuentra en la dilución 1:100,000, la 

cual es la dilución en donde se obtuvo una absorbancia alta sin saturar el sistema (Figura 

8B). 

 

 

Figura 8. Titulación de ⍺L1-HPV18 de conejo.  
A) ELISA L1 colocando 280n/p de L1-HPV18 efectuando diluciones de 1:10 a 1:100,00 de los sueros 

obtenidos de cada inmunización, segundo Ac cabra ⍺-Conejo 1:2,000. B)  ELISA L1 colocando 

1,250ng/pozo de VLPs-HPV18 y 500ng/pozo de L1-HPV18 con diferentes diluciones de ⍺L1-HPV18. Cabra 

⍺-Conejo 1:12,500. La línea punteada representa el titulo del anticuerpo. 

 

8.1.2 Estandarización de cantidad de proteína L1-HPV18 por pozo 

Es necesario colocar la cantidad adecuada de proteína L1-HPV18 en los pozos para 

evitar saturar el sistema y obtener un fondo elevado. Por lo tanto, para la estandarización se 

requirió determinar la concentración optima por pozo de proteína, la cual se define como 

aquella en la cual se observa la diferencia de reconocimiento de los sueros sobre proteína 

L1 desnaturalizada. 
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Se procedió a la estandarización de concentración de proteína por pozo colocando 

diferentes cantidades de proteína L1-HPV18 contra ⍺L1-HPV18. Se observó que con 500 

ng/pozo de proteína L1-HPV18 se obtuvo la mayor diferencia de reconocimiento en 

relación con un suero control. Por lo que, la cantidad optima por pozo de la proteína L1 

para trabajar los ensayos de ELISA se estableció en 500ng/pozo (Figura 9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 
Figura 9.Estandarización de la cantidad óptima de proteína L1 por pozo.  
ELISA L1 colocando diferentes cantidades por pozo de proteína L1-HPV18 y 1,250ng/pozo de VLPs-
HPV18 como control, primer Ac ⍺L1-HPV18. 1:100,000, segundo Ac cabra ⍺-Conejo 1:7,000. La línea 
punteada representa la cantidad de proteína a usar por pozo. 

 

8.1.3 Estandarización de 2ª Ac cabra ⍺-Conejo para ⍺L1-HPV18 de conejo 

EL segundo Ac cabra ⍺-Conejo conjugado con peroxidasa de rábano picante (HRP) 

reconoce inmunoglobulinas de conejo de todas las clases (Dako), que al entrar en contacto 

con el cromógeno del ensayo se genera una reacción colorimétrica que se mide a 450nm 

OD. 

De esta forma, para la estandarización se requirió determinar la dilución óptima, en 

la cual se observa el menor fondo del sistema en el control negativo y a su vez, nos permita 

diferenciar el control positivo. Para la titulación del 2do Ac cabra ⍺-Conejo para los 

ELISA-L1 y ELISA-VLPs, se realizaron diferentes diluciones y se pudo observar que la 
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dilución 1:15,000 fue la que mayor diferencia de reconocimiento de L1-HPV18 y el menor 

fondo del sistema (Figura 10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Titulación de cabra ⍺-Conejo para ⍺L1-HPV18 de conejo. 
ELISA L1 colocando 1,250ng/pozo de VLPs-HPV18 y 500ng/pozo de L1-HPV18 efectuando diferentes 

diluciones del segundo Ac cabra ⍺-Conejo, el primer Ac ⍺L1-HPV18. 1:75,000. La línea punteada representa el 
titulo del anticuerpo. 
 

 

8.1.4 Titulación de suero positivo ⍺VLPs-HPV18 de conejo 

Para realizar el análisis de los sueros humanos fue necesario contar con un suero 

control que reconociera los epítopes conformacionales de las VLPs. Para ello, se generó un 

suero policlonal en conejo contra VLPs HPV18. Después de varias inmunizaciones, se 

analizó el aumento de los títulos de anticuerpo ⍺VLP-HPV18 que se produjeron en el 

conejo después de cada inmunización (Figura 11A). Después de la tercera inmunización, se 

observó que el título de anticuerpo se encontraba arriba de la dilución 1:100, por lo que, se 

tomó un rango de diluciones para encontrar el titulo óptimo para el ensayo, que se encontró 

en la dilución 1:250, la cual es la dilución en donde se obtuvo una absorbancia alta sin 

saturar el sistema (Figura 11B). 
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A) ELISA-VLPs colocando 280n/p de L1-HPV18 efectuando diluciones de 1:10 a 1:100,00 de los sueros 

obtenidos de cada inmunización, segundo Ac cabra ⍺-Conejo 1:7,000. B)  ELISA-VLPs colocando 1,250ng/pozo 

de VLPs-HPV18 y 500ng/pozo de L1-HPV18 con diferentes diluciones de ⍺VLPs-HPV18, segundo Ac Cabra ⍺-
Conejo 1:12,500. La línea punteada representa el titulo del anticuerpo. 

 

 

8.1.5 Estandarización de concentración de proteína VLPs-HPV18 por pozo 

Como se mencionó anteriormente, debemos asegurarnos de colocar la concentración 

adecuada de proteína VLPs-HPV18 en los pozos para evitar saturar el sistema y obtener un 

fondo elevado. En la estandarización, se requirió determinar la concentración optima por 

pozo de proteína, la cual se define como aquella en la cual se observa la diferencia de 

reconocimiento de los sueros sobre proteína VLPs-HPV18. 

Se procedió a la estandarización de concentración de proteína por pozo colocando 

diferentes cantidades de proteína VLPs-HPV18 contra ⍺VLPs-HPV18, se observó que, en 

1,250 ng/p de proteína VLPs-HPV18 se observaba la mayor diferencia de reconocimiento 

con el suero control positivo. Por lo que, la cantidad optima por pozo de la proteína VLPs 

para trabajar las ELISA-VLPs y ELISA-L1 fue de 1,250 ng/p (Figura 12). 

Figura 11. Titulación de ⍺VLPs-HPV18 de 
conejo.   
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ELISA-VLPs colocando diferentes cantidades por pozo de proteína VLPs-HPV18 y 280ng/pozo de L1-HPV18 

como control, primer Ac ⍺VLPs-HPV18. 1:250, segundo Ac cabra ⍺-Conejo 1:7000. La línea punteada 
representa la cantidad de proteína a usar por pozo. 
 

 

8.1.6 Estandarización de 2do Ac cabra ⍺-Conejo para ⍺VLPs-HPV18 de conejo. 

También fue necesario estandarizar el 2do Ac cabra ⍺-Conejo para ⍺VLPs-HPV18, 

por lo que se requirió determinar la dilución optima, en la cual se produce menor 

reconocimiento inespecífico con el control negativo y a su vez, nos permita diferenciar el 

control positivo. Se realizaron diferentes diluciones de 2do Ac cabra ⍺-Conejo y se observó 

que la dilución 1:12,500 fue la que mayor diferencia de reconocimiento para VLPs-HPV18 

y menor fondo inespecífico se observó (Figura 13). 

 

 

Figura 12. Estandarización de la cantidad optima de proteína VLPs por pozo. 
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ELISA-VLPs colocando 1,250ng/pozo de VLPs-HPV18 y 500ng/pozo de L1-HPV18 efectuando diferentes diluciones del 

segundo Ac cabra ⍺-Conejo, el primer Ac ⍺VLPs-HPV18. 1:250. La línea punteada representa el título del anticuerpo. 

 

 

8.1.7    Validación de los ensayos ELISA-L1 y ELISA-VLPs. 

Como se mostró anteriormente, se realizó la estandarización de los ensayos ELISA-

L1 y ELISA-VLPs con sus respectivos sueros control, pero debido a que el suero ⍺VLPs-

HPV18 no mostró un reconocimiento diferencial importante entre la proteína L1-HPV18 y 

VLPs-HPV18, a su vez que se necesita una alta concentración de proteína VLPs-HPV18 

para poder observar una diferencia de reconocimiento por parte del anticuerpo, 

posiblemente porque las VLPs-HPV18 se desnaturalizan o se degrada muy fácilmente a 

pesar de tener mucho cuidado en su tratamiento. Por tal motivo, se tuvo que descartar como 

control en los ensayos con los sueros humanos. 

Posteriormente, se decidió ajustar  la dilución del suero control ⍺L1-HPV18 para los 

ensayos ELISA-L1 y ELISA-VLPs con los sueros humanos, por lo que, se disminuyó la 

dilución a usar a 1:75,000, permitiendo observar el reconocimiento diferencial entre la 

proteína L1-HPV18 y VLPs-HPV18, sin aumentar el fondo. A continuación, también se 

ajustó la concentración de proteína VLPs-HPV18 para la validación de los ensayos ELISAs 

Figura 13. Titulación de cabra ⍺-Conejo para ⍺VLPs-HPV18 de conejo 
 



Caracterización de la respuesta inmune de anticuerpos neutralizantes y no neutralizantes a largo plazo en 
mujeres vacunadas contra HPV18   

 

29 

 

con los sueros humanos. Se observó que con 500 ng/pozo de proteína VLPs-HPV18 es 

suficiente para observar un reconocimiento diferencial de la proteína por parte del suero 

⍺L1-HPV18, así como por los sueros humanos en donde el suero 4 presentó una razón 

arriba de 5 (Tabla 1). 

 

Tabla 1.  Ajuste de la dilución de ⍺L1-HPV18 y de la concentración de 

proteína VLPs por pozo. 

 

Absorbancia (Promedio) 

Muestra VLPs-HPV18 L1-HPV18 
Razón 

L1/VLPs 

⍺L1-HPV18 0.5944 1.3371 2.24 

Suero humano 1 1.468 0.922 0.62 

Suero humano 2 1.0115 0.868 0.85 

Suero humano 3 0.42 0.526 1.25 

Suero humano 4 0.224 1.223 5.45 

Suero humano 5 1.12 0.8 0.71 

Suero humano 6 0.3175 0.41 1.29 

El promedio se obtuvo de dos duplicados. Se resalta en negro las absorbancias obtenidas en cada uno de los 

ensayos ELISA para el suero que presenta la razón más alta. 

 

También se requirió buscar controles positivos de sueros humanos de mujeres con 

CaCU que presentaran altos niveles de Ac contra L1 y mujeres vacunadas que presentaran 

altos niveles de Ac contra VLPs. Se probaron 16 sueros de mujeres con CaCU (1-16) y 5 

sueros de mujeres vacunadas (17-21), que fueron seleccionados al azar, en ensayos ELISA-

L1 y ELISA-VLPs para obtener sus absorbancias y seleccionar los controles positivos y 

negativos para cada ensayo. 

Los sueros 5 y 15 presentaron la mayor diferencia de absorbancia de ⍺L1-HPV18 

con respecto a ⍺VLPs-HPV18. Por otra parte, los sueros 20 y 21 presentaron la mayor 

diferencia de absorbancia de ⍺VLPs-HPV con respecto a ⍺L1-HPV18 (Figura 14). 
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Figura 14.Selección de sueros positivos y negativos para los ensayos ELISA-L1 y ELISA-VLPs. 

Absorbancias de ⍺VLPs-HPV18 y ⍺L1-HPV18 de los sueros de mujeres con CaCU (1-16) y 5 sueros de mujeres 
vacunadas (17-21). 

 

Para mejorar la determinación de los controles positivos y negativos para ⍺L1-

HPV18 y ⍺VLP-HPV18, se calculó la razón entre ⍺VLP-HPV18/⍺L1-HPV18 de los sueros 

humanos. En base a esto, se seleccionó al suero 15 como control positivo para ⍺L1-HPV18, 

debido a que fue el suero que mostró la razón menor entre los dos resultados (Figura 15). 

Por su parte, se seleccionó al suero 20 como control positivo para ⍺VLP-HPV18 debido a 

que fue el suero que mostró la razón mayor entre los dos resultados para las mujeres 

vacunadas. Hay que considerar que se seleccionó a una mujer vacunada mas que un 

paciente con CaCu, a pesar de presentarse resultados con razones entre ⍺VLP-HPV18/⍺L1-

HPV18 mayores (ver Figura 15).  por lo que es más confiable como control, a comparación 

de los sueros 3, 4 y 6, que a pesar de que, presentan una razón mayor a 1, son sueros de 

mujeres con CaCu 

Al analizar los resultados observamos que en el caso de las mujeres con CaCU, el 

81% de los sueros presentaron una razón menor de 1, que indica que los niveles de ⍺L1-

HPV18 son mayores que los Ac ⍺VLPs-HPV18, lo que sugiere ausencia de protección. En 

el caso de las mujeres vacunadas, el 60% de los sueros presentaron una razón mayor de 1, 

lo que indica altos niveles de ⍺VLPs-HPV18 que de ⍺L1-HPV18, lo que podría sugerir una 

mayor protección contra infecciones de HPV18 (Figura 15). Sin embargo, el número de 
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muestras es pequeño, pero nos permite darnos una idea de como analizar los datos del 

banco de sueros de mujeres vacunadas. 

 

Se determinó la relación entre las absorbancias de ⍺VLP-HPV18/⍺L1-HPV18 de cada uno de los sueros de mujeres 

con CaCu (-16) y 5 sueros de mujeres vacunadas (17-21). 

 

 

Para la validación de nuestro ensayo ELISA-VLP y ELISA-L1 fue necesario 

demostrar la reproducibilidad del ensayo entre cada una de las placas realizadas, por lo que, 

procedimos a obtener el coeficiente de variación (CV%) de nuestros sueros controles 

(MV2, FLG y el anti-L1-HPV18 de conejo) con la siguiente formula: 

𝑐𝑣% =
𝑆𝐷

𝑚𝑒𝑑𝑖𝑎
𝑥 100 

 

El máximo óptimo del CV debe ser del 10%; nuestros resultados mostraron una 

variación de las absorbancias obtenidas de los controles positivos y negativos, entre placas, 

entre 1.7-9.9%, lo cual demuestra que nuestros resultados entre placas son confiables 

(Tabla 2).  

 

 

Figura 15. Razón de absorbancias de ⍺L1-HPV18 y ⍺VLPs-HPV18 de sueros humanos. 
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 * SD, Desviación Estándar; CV, Coeficiente de Variación  

 

 Además, evaluamos la sensibilidad, especificidad y curva ROC para la validación de 

cada uno de los ensayos ELISA. El ELISA-VLPs presento una sensibilidad y especificidad 

del 100%, con valor de la curva ROC de 1.00, lo que nos indica que el ensayo es adecuado 

para el reconocimiento de anticuerpos contra las VLPs. El ELISA-L1 presento una 

sensibilidad del 100% y una especificidad del 71.93% con valor de la curva ROC 0.86, 

mostrando que el ELISA-L1 es capaz de detectar anticuerpos, sin embargo, el valor de 

ROC y de la especificidad nos indica que su capacidad de discriminar entre positivos y 

negativos es menor a comparación del ELISA-VLPs. 

Tabla 3. Sensibilidad y especificidad de los ensayos ELISA-VLPs y ELISA-L1 

 

 

 

8.2 Determinación los niveles de anticuerpos anti-VLPs y anti-L1 contra HPV18 en 

el banco de suero de mujeres vacunadas. 

 

La población total analizada se compuso de 294 mujeres vacunadas con la vacuna 

tetravalente contra HPV. La población se dividió en dos grupos: 178 adolescentes con 

edades comprendidas entre 9 y 13 años. El grupo de adolescentes se subdividieron en dos 

grupos de acuerdo al esquema de vacunación que recibieron: 124 adolescentes recibieron el 

esquema tradicional de 0-2-6 meses y 54 adolescentes recibieron el esquema de 0-2-60 

meses. A estos 2 grupos se les tomaron muestras de suero en los meses 7, 21 y 61. El 

segundo grupo está conformado por 116 jóvenes con edades entre 18 y 24 años, que fueron 

reclutadas en el “Centro Médico Cuauhtémoc” del Instituto Nacional de Salud Pública. Las 

Ensayo Sensibilidad Especificidad ROC 

ELISA-VLPs 100% 100% 1.00 

ELISA-L1 100% 71.93% 0.85 

Tabla 2. Coeficiente de variación de sueros controles de ELISA-VLPs y ELISA-L1. 



Caracterización de la respuesta inmune de anticuerpos neutralizantes y no neutralizantes a largo plazo en 
mujeres vacunadas contra HPV18   

 

33 

 

mujeres fueron vacunadas con el esquema tradicional 0,1/2 y 6 meses, y se tomaron 

muestras de suero en los meses 0, 7, 21 y 61. A toda la población de estudio se les midieron 

los niveles de anticuerpos anti-VLPs y anti-L1 HPV18 por ELISA de acuerdo a lo descrito 

en la sección de metodología. 

 

Todos los sueros fueron probados en el ensayo de ELISA-VLPs y -L1 por duplicado, en 

una sola dilución (1:100). Para obtener el punto de corte y normalizar los títulos de 

anticuerpos en la población se realizó una transformación de absorbancia a Unidades 

ELISA (UE/ mL) por medio de una curva de Cuatro parámetros. Para ello primero se 

obtuvo el punto de corte (PC) para anti-VLPs y anti-L1, a partir de un pool de sueros 

positivos de la población evaluada, seleccionados por sus absorbancias altas, y por otra 

parte se tomó un pool de sueros negativos de la población control de adolescentes sin 

vacunar. Estos “pools” se evaluaron en los ensayos ELISA-VLPs y -L1 en diluciones 

seriadas con factor de dilución 2. Se obtuvo el punto de corte en absorbancias a partir de la 

media aritmética de las diluciones más 3 desviaciones estándar. Los valores de las 

diluciones en logaritmo se utilizaron para la construcción de la curva de cuatro parámetros 

en la cual se obtuvieron los valores estadísticos para poder resolver la ecuación, la cual al 

multiplicar con el punto de corte en absorbancias (obtenido con el percentil 99), obtuvimos 

el punto de corte en UE (Tabla 3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Los valores en absorbancias obtenidos en nuestros ensayos, se convirtieron a UE, a 

través del cálculo: 

𝑃𝑟𝑜𝑚𝑒𝑑𝑖𝑜 𝑥 𝑃𝐶 𝑑𝑒 𝑈𝐸

𝑃𝐶 𝑒𝑛 𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎
 

Tabla 4. Puntos de corte para ensayos ELISA-VLPs y ELISA-L1 HPV18. 
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Con los valores en UE/mL, se inició el análisis estadístico para determinar si existían 

diferencias entre los diferentes tiempos de la toma de muestra post-vacunación, así como 

entre los esquemas. Los niveles de anticuerpos anti-VLPs-HPV18 para cada uno de los 

esquemas de vacunación se muestran en la Figura 16.  

 

A) Niveles de anticuerpos anti-VLP-HPV18 de jóvenes que recibieron el esquema tradicional 0-2-6 meses B) Niveles 
de anticuerpos anti-VLP-HPV18 de las adolescentes que recibieron el esquema tradicional 0-2-6 meses. C) Niveles de 
anticuerpos anti-VLP-HPV18 de las adolescentes que recibieron el esquema de reinmunización 0-2-60 meses. Línea 
roja indica el punto de corte. Las diferencias fueron obtenidas a través de la prueba Kruskal-Wallis y el valor de p fue 

ajustado con la prueba de Dunnett; (***) resultando altamente significativos p < 0.000 

Figura 16. Niveles de anticuerpos anti-VLPs-HPV18 en diferentes tiempos post-vacunación. 



Caracterización de la respuesta inmune de anticuerpos neutralizantes y no neutralizantes a largo plazo en 
mujeres vacunadas contra HPV18   

 

35 

 

Las diferencias fueron obtenidas a través de la prueba Kruskal-Wallis y el valor de p ajustado con la prueba de Dunnett. 

 

En el grupo de las jóvenes con esquema tradicional (0-2-6), se obtuvo una muestra 

basal antes de la vacunación, con bajos títulos de anti-VLPs en el mes 0 (Mediana, M = 

45,320.69) (Punto de Corte = 51,173.52), pero se tiene un 44.83% (52/116) de las mujeres 

que fueron sero-positivas. Posteriormente al mes 7 después de la vacunación los títulos de 

anticuerpos se incrementaron (M = 171,266.7) por encima del punto de corte alcanzando el 

94.83% (110/116). En este grupo los títulos de anticuerpos disminuyeron sustancialmente 

hacia el mes 21 (M = 65,350.44) permaneciendo seropositivas solo el 61.21% (71/116), y 

hacia el mes 61, los títulos de anticuerpos siguieron disminuyendo (M = 47,917.84), así 

como la seropositividad, pero en menor proporción (46.55%; 54/116). Las diferencias de 

las medianas de los niveles de anticuerpo anti-VLPs-HPV18 fueron muy significativas para 

el mes 0 con respecto al mes 7 y 21, del mes 7 con respecto al mes 21 y 61. Lo que supone 

que los niveles de anticuerpo anti-VLPs aumentaron al mes de completar el esquema 

tradicional de vacunación (mes 7), al mes 21 disminuyeron, sin embargo, se mantienen por 

encima de los niveles de pre-vacunación (mes 0), pero al mes 61, los niveles de anti-VLPs 

son similares a los previos a la vacunación. Por otra parte, al no existir diferencias 

significativas entre el mes 21 y 61, se puede sugerir que se estabilizan los niveles de 

anticuerpos. (Figura 16A). 

 

Tabla 5. Seroprevalencia de anticuerpos anti-VLPs y anti-L1 HPV18 en diferentes esquemas y tiempos 

post-vacunación. 
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Se puede observar que en el grupo de adolescentes con el esquema tradicional (0-2-

6), al mes 7 presentaron los títulos de anticuerpos anti-VLPs más altos (M = 459,606.8) con 

un 100% (124/124) de seropositividad. Hacia el mes 21 y 61 observamos que los títulos de 

anti-VLPs  presentan una tendencia a disminuir (M =134,597.1 y 87,639.4, 

respectivamente) pero se mantienen por encima del PC (Punto de Corte = 51,173.52) ( con 

un 85.48% (106/124) y 69.35% (86/124) de seropositividad respectivamente. Las 

diferencias de los niveles de anticuerpos anti-VLPs-HPV18 fueron muy significativas entre 

el mes 7 con respecto al mes 21 y 61, y el mes 21 con respecto al 61. En el caso de las 

adolescentes, al mes de completar el esquema tradicional de vacunación todas las 

adolescentes son seropositivas; pero con el paso del tiempo, los niveles de anticuerpos 

disminuyen (Figura 16B).   

 

En el caso de las adolescentes con el esquema de reinmunización (0-2-60), al mes 7, 

presentaron títulos de anti-VLPs (M = 330,165) que se ubican por debajo de lo observado 

en el grupo de las adolescentes con esquema tradicional, sin embargo, son superiores a los 

del grupo de las jóvenes; en cuanto a la seropositividad está también fue del 100% (54/54). 

Posteriormente al mes 21 observamos que los títulos de anti-VLPs disminuyeron 

considerablemente (M = 96,614), pero manteniéndose por encima del punto de corte y 

presentando una seropositividad de 70.37% (38/54). Sin embargo, después de la vacunación 

al mes 60, se observó un incremento de 3.5 veces en los títulos de anticuerpos (M = 

338,876) con respecto al mes 21 y presentando una seropositividad del 96.3% (52/54). Las 

diferencias entre los niveles de anticuerpo anti-VLPs-HPV18 entre los diferentes tiempos 

fueron altamente significativas del mes 7 con respecto al mes 21, y del mes 21 con respecto 

al mes 61. Aunque los niveles de anticuerpo anti-VLPs disminuyeron al mes 21, estos 

volvieron a aumentar al mes 61 después de la reinmunización, lo que supone que se 

estimula la producción de anticuerpos anti-VLPs (Fig. 16C). 

 

Al evaluar el punto de corte de UE para VLPs a través del modelo de regresión 

logística en nuestra población, se obtuvo una sensibilidad del 100%, especificidad de 0% y 

un valor de ROC de 0.66. Indicando que aunque no es tan bueno para clasificar 

seropositivos, es suficiente para realizar el análisis estadístico. 
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Los niveles de anticuerpos anti-L1-HPV18 para cada uno de los esquemas de 

vacunación en los diferentes grupos de edad se muestran en la Figura 17. 

 

 

Figura 17. Niveles de anticuerpos anti-L1-HPV18 en diferentes tiempos post-vacunación. 
A) Niveles de anticuerpos anti-L1-HPV18 de las jóvenes que recibieron el esquema tradicional 0-2-6 meses B) Niveles de anticuerpos 

anti-VLP-L118 de las adolescentes que recibieron el esquema tradicional 0-2-6 meses C) Niveles de anticuerpos anti-L1-HPV18 de las 

adolescentes que recibieron el esquema de reinmunización 0-2-60 meses. Línea roja indica el punto de corte. Las diferencias fueron 

obtenidas a través de la prueba Kruskal-Wallis y el valor de p fue ajustado con la prueba Dunnett; (**) fueron altamente significativos e 

indican un valor p < 0.00, (**) fueron significativos e indican un valor p < 0.01. 

 

 

En el grupo de las jóvenes con esquema tradicional (0-2-6), en la muestra basal 

antes de la vacunación, los títulos de anti-L1 en general fueron bajos (M = 21,043) por 

debajo del punto del corte (M= 28,385.70), pero se observó que el 32.76% (38/116) de las 

mujeres fueron seropositivas. Después de la vacunación al mes 7 se observó un aumento de 

aproximadamente el doble en los títulos de anti-L1 (M = 50,698.58) y una seropositividad 

del 81.9% (95/116). Los títulos de anticuerpos al mes 21 disminuyeron a niveles similares 

del mes 0 (M = 20,671.25), con una seropositividad del 38.79%(45/116). Sin embargo, al 

mes 61 siguieron disminuyendo los niveles de anti-L1 (M =16,687.15), ubicándose por 

debajo de los niveles del mes 0, presentando una seropositividad del 23.28% (27/116). 
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Asimismo, las diferencias en los títulos de anticuerpos anti-L1 HPV18 fueron altamente 

significativas del mes 0 con respecto al mes 7 y 61, el mes 7 con respecto al mes 21 y 61 y 

el mes 21 con respecto al mes 61. Lo que supone que los títulos de anticuerpo anti-L1 

aumentan al mes de completar el esquema de vacunación (mes 7), pero disminuyeron con 

el paso del tiempo a niveles similares a la infección natural (Figura 17A). 

 

Se puede observar que en el grupo de las adolescentes con el esquema tradicional 

(0-2-6), al mes 7 los títulos de anticuerpos anti-L1 se incrementan con la vacunación (M = 

75,645.55) y se tiene un 87.1% (108/124) de sero-positividad. Posteriormente, observamos 

una tendencia a la disminución de los títulos de anti-L1 con respecto al tiempo (mes 21, M 

= 28,006.32; mes 61 M = 20,621.28) por debajo del PC, con seroprevalencias que 

disminuyeron al 49.19% (61/124) en el mes 21 y al 31.45% (39/124) en el mes 61. Las 

diferencias en los títulos de anticuerpos anti-L1-HPV18 fueron altamente significativas 

para el mes 7 con respecto al mes 21 y 61, y del mes 21 con respecto al mes 61. Lo que 

sugiere que los niveles de anticuerpo anti-L1 presentan un comportamiento similar al del 

grupo de las jóvenes con el esquema tradicional (Figura 17B).  

 

Las adolescentes con el esquema de reinmunización (0-2-60), presentaron altos 

títulos de anticuerpos anti-L1 al mes 7 (M = 70,406.34), semejante a lo observado en el 

esquema tradicional, y con una seropositividad del 85.19% (46/54). Hacia el mes 21 los 

títulos de anticuerpos disminuyeron 3.4 veces (M = 20,487.12) ubicándose por debajo del 

punto de corte y con una seropositividad del 35.19% (19/54). Sin embargo, al mes 61 

después de la reinmunización los títulos de anti-L1 se incrementan tan solo 1.6 veces (M 

=33,983.67) con respecto al mes 21, lo cual fue por debajo de lo observado para 

anticuerpos anti-VLPs para este grupo. Asimismo, la seropositividad para anti-L1 es de 

57.41% (31/54). Las diferencias entre los títulos de anticuerpos anti-L1 en este esquema de 

reinmunización fueron altamente significativas en el mes 7 con respecto al mes 21 y el mes 

61, mientras que el mes 21 presenta diferencias significativas con respecto al mes 61. 

Aunque los títulos de anticuerpos anti-L1 disminuyeron al mes 21, estos aumentan después 

de la reinmunización al mes 61 pero en menor proporción que lo observado para 

anticuerpos anti-VLPs en este esquema extendido de vacunación, lo que sugiere que la 
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reinmunización no estimula tan eficientemente la producción de anticuerpos anti-L1 como 

lo hace para anti-VLPs (Figura17C y 16C). 

 

Para poder demostrar de una forma más esquemática estas variaciones en los títulos de 

anticuerpos anti-VLPs y anti-L1 de las diferentes poblaciones en los diferentes esquemas de 

vacunación, los datos de las medianas fueron graficados con respecto al tiempo de 

vacunación (Figura 18).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Tendencia de las medianas de los niveles anti-VLPs-HPV18 y anti-L1-HPV18 en diferentes 

tiempos post-vacunación. 
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A) Tendencia de medianas de los niveles anti-VLPs en los diferentes tiempos post-vacunación. Línea roja indica el punto 
de corte con valor de 51,173.52. B) Tendencia de medianas de los niveles anti-L1 en los diferentes tiempos post-
vacunación. Línea roja indica el punto de corte con valor de 28,385.70. 

En esta gráfica se puede observar que la tendencia en los títulos de anticuerpos anti-

VLPs y anti-L1 tanto en las adolescentes como en el grupo de jóvenes con el esquema 

tradicional de vacunación (0-2-6 meses) presentan su punto más alto al mes 7 y tienden a 

disminuir con respecto al paso de los meses hasta llegar a su mínimo en el mes 61, aunque 

los títulos de anti-VLPs y anti-L1 son más bajos en el grupo de jóvenes (Figura 18A y B, 

líneas moradas). Sin embargo, al mes 61, solo las adolescentes que recibieron el esquema 

de 0-2-60 meses, aumentan sus niveles de anticuerpos anti-VLPs, mientras que los anti-L1 

a pesar de que  aumentan, esto es por debajo de lo observado para anti-VLPs (Figura 18A y 

B, línea azul).  Sin embargo, es importante notar que las respuestas robustas del nivel de 

ambos tipos de anticuerpos se dan al mes 7 en ambos grupos de adolescentes.  

 

8.3 Determinación del índice de protección para HPV18 en el banco de 

suero de mujeres vacunadas 
 

Con el objeto de tratar de obtener un resultado más real en relación a la presencia de 

anticuerpos anti-VLPs asociados a protección, se decidió establecer lo que denominamos 

un Índice de Protección (IP), lo cual se refiere a dividir el título de anticuerpos anti-VLPs 

entre anti-L1. Esto se llevó a cabo para cada uno de los grupos con sus respectivos 

esquemas y tiempos de vacunación, para determinar la protección de las mujeres a lo largo 

del tiempo post-vacunación (Tabla 5). El punto de corte se obtuvo de un pool de 

adolescentes no vacunadas, utilizando los valores entre el percentil 5 al 95 más 3 

desviaciones estándar, siendo su valor de 3.64145 (Figura 19). 
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Las diferencias fueron obtenidas a través de la prueba Kruskal-Wallis y el valor de p ajustado con la prueba de Dunnett. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Línea roja indica el punto de corte del índice de protección con valor de 3.64145. 
  

 

Tabla 6. Índice de protección de las mujeres vacunadas en diferentes tiempos post-vacunación. 

Figura 19. Tendencia de la mediana del índice de protección en los diferentes esquemas a diferentes tiempos 

post-vacunación contra HPV. 
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Al analizar los IPs en los diferentes grupos se observó que en las jóvenes con el 

esquema tradicional (0-2-6), al mes 0 se observa que el 29.31% (34/116) presentan un 

índice de protección positivo (M = 2.14) pero por debajo del punto de corte (3.6414). El IP 

se incrementa hacia el mes 7 (M = 3.41) a 49.14% (57/116), y disminuyó a 42.24%(49/116) 

y 40.52% (47/116) en los meses 21 (M = 3.16) y 61 (M = 3.09), respectivamente, sin 

embargo, las medianas siempre se mantienen por debajo del punto de corte; aunque existen 

diferencias significativas (p=0.02) (Tabla 5). Los resultados sugieren que la vacunación 

aumenta la producción de anticuerpos anti-VLPs y anti-L1, mejorando el índice de 

protección, sin embargo, los títulos de ambos anticuerpos disminuyen con el paso de 

tiempo, lo que se ve reflejado en el IP (Figura 19, línea morada). En el caso de las jóvenes, 

observamos que alrededor de un cuarto de la población muestra un IP positivo al mes 0, 

debido quizás a la exposición previa al virus. Sin embargo, los resultados sugieren que la 

vacunación aumenta la producción de anticuerpos anti-VLPs y anti-L1, aunque la mediana 

se mantiene por debajo del punto de corte, mejorando el IP (Figura 19, línea morada). 

 

 En el caso de las adolescentes con el esquema tradicional (0-2-6), al mes 7 (M = 

5.98) se observa que el 70.16% (87/124) obtuvieron un IP positivo, ubicado por encima del 

punto de corte. Al mes 21 (M = 4.98), este IP se mantiene positivo con el 64.52% (80/124), 

mientras que en el mes 61 (M = 4.33), disminuyó a un 59.68% (74/124). Sin embargo, no 

existen diferencias significativas (p= 0.22) (Tabla 5), lo que sugiere que el IP es estable 

después de completar el esquema de vacunación (Figura 19, línea verde). Estos resultados 

sugieren que la vacunación induce anticuerpos anti-VLPs y anti-L1 en ambos grupos, pero 

la respuesta de las adolescentes es más robusta en comparación con las jóvenes que 

recibieron el mismo esquema de vacunación, ya que la mediana del IP en las adolescentes 

se mantiene por encima del punto de corte a pesar del tiempo. 

  

 En el caso de las adolescentes que recibieron el esquema con la reinmunización, se 

observó que al mes 7 (M = 5.55) (al mes de recibir la segunda dosis) un 66.67% (36/54) 

presentaron un IP positivo, ubicado por encima del punto de corte. Al mes 21 (M = 4.1) el 

IP disminuyó al 53.7% (29/54), de forma similar a los grupos con el esquema de 

vacunación tradicional, pero al mes 61(M = 10.35759) (un mes después de la 
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reinmunización), la positividad del IP llegó hasta 83.33% (45/54), siendo la diferencia 

estadística altamente significativa (p= 0.000). Al graficar las medianas de los IPs de este 

grupo se observa claramente el incremento sustancial del IP positivo después de la 

vacunación al mes 60 (Figura 19, línea azul). Este resultado sugiere que los títulos de 

anticuerpos anti-VLPs después de la reinmunización al mes 60 fueron mucho más altos que 

los de anti-L1, es por esto que se observa el incremento favorable del IP.  

Al evaluar la capacidad del índice de protección para clasificar correctamente en 

positivos y negativos a las mujeres de nuestra población  través del modelo de regresión 

logística, se obtuvo una sensibilidad del 65.24%, especificidad de 60.22% y valor ROC de 

0.63, muy semejante a lo observado para UE VLPs. Sin embargo, aquí mejora la 

especificidad, indicando la capacidad de nuestro punto de corte de clasificar como 

positivos.  

 Para confirmar que obtener el índice de protección nos aporta mayor información 

para determinar la cantidad de anticuerpos neutralizantes generados por la vacunación, 

decidimos realizar una correlación de Spearman para determinar si el IP (dividir UE/mL de 

anti-VLPs entre las UE/mL de anti-L1), es el proceso adecuado, o si solo restar las UE/mL 

anti-VLPs menos UE/mL de anti-L1, puede ser útil para determinar la proporción total de 

anticuerpos neutralizantes o protectores generados por la vacunación. También para 

determinar si obtener el índice de protección es relevante a comparación de solo obtener las 

UE/mL de un ELISA-VLPs (Figura 20).  

Se observó que al correlacionar el IP con la resta de las UE/mL de anti-VLPs y anti-

L1 para cada grupo, estos presentaron una correlación cercana o mayor a 0.7, lo que nos 

indica que el IP y la resta de anti-VLPs y L1, son observaciones similares. Sin embargo, 

obtener el IP nos muestra de forma más clara, si estas mujeres presentan una mayor 

proporción de anticuerpos neutralizantes (anti-VLPs) (Figura 20A, C y E). En el caso de la 

correlación del IP con los niveles de anti-VLPs, las adolescentes con el esquema tradicional 

(0-2-6) y con el esquema de reinmunización (0-6-60) presentaron una correlación baja 

(0.4812 y 0.5, respectivamente), indicando que no existe correlación entre las variables, lo 

que significa que el IP nos permite determinar realmente los anticuerpos contra epítopes 

conformacionales (VLPs), lo que se ha sugerido que correlaciona con una respuesta 

protectora generada por la vacunación. Este resultado también indica que el ELISA-VLPs 
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estaría sobre estimando la respuesta de anticuerpos neutralizantes, ya que el ensayo ELISA-

VLPs también está midiendo anticuerpos anti-L1 que son no neutralizantes (Figura 20B y 

D). Las jóvenes que recibieron el esquema tradicional presentaron una correlación de 

0.6942, lo que nos indica que son comparables el IP con los niveles de anti-VLPs, esto 

debido a la proporción de mujeres que han estado previamente expuestas al virus (Figura 

20F). 
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Figura 20. Correlación del índice de protección con la resta de anti-VLPs vs anti-L1 y los niveles de anti-VLPs. 
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8.3.1 Respuesta de mujeres vacunadas que presentan un índice de 

protección negativo al mes 7 

 Se observó que algunas mujeres fueron negativas en su IP al mes de terminar el 

esquema de vacunación (mes 7), por lo que decidimos analizar este subgrupo para observar 

su comportamiento con respecto al tiempo (Tabla 6) (Figura 21).  

Las diferencias fueron obtenidas a través de la prueba Kruskal-Wallis y el valor de p ajustado con la prueba de Dunnett. 

 

Del subgrupo de jóvenes (esquema tradicional 0-2-6) con IP negativo al mes 7 

(n=59), 10.17% (6/59) iniciaron con un IP positivo al mes 0,  al mes 7 todas estas mujeres 

presentan un IP negativo (59/59) y hacia el mes 21, 27.12% (16/59) presentaron un IP 

positivo, lo cual se mantuvo estable hacia el mes 61  (28.81%; 17/59) (Tabla 6).  Se puede 

observar que a pesar de que estas mujeres presentaron un IP por debajo del punto de corte 

al mes 7, un 34% de estas mujeres presentaron un cambio en su IP que se ubica por encima 

del punto de corte (positivo) al mes 21 y de ahí se mantuvo estable esta proporción. Sin 

embargo, el 66% presentó un IP que a lo largo del tiempo se mantuvo por debajo del punto 

de corte (negativo). 

 

En el caso de las adolescentes con el esquema tradicional 0-2-6 que presentaron IP 

negativo al mes 7 (n=37) se observa que el 54.05% (20/37) presentaron un IP positivo en el 

mes 21, porcentaje que siguió disminuyendo hacía el mes 61 (48.65%;18/37), presentando 

diferencias estadísticas que fueron altamente significativas (p<0.00) (Tabla 6). Sin 

Tabla 7.Caracterización de mujeres vacunadas con un índice de protección negativo al mes 7 en diferentes 

tiempos post-vacunación. 
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embargo, no existen diferencias significativas entre los porcentajes de mujeres que 

presentan un IP positivo entre los meses 21 y 61 (p=0.64, no mostrado). A pesar de que 

todas estas adolescentes presentaron al mes 7 un IP que se ubica por debajo del punto de 

corte (negativo) debido a que presentan una mayor proporción de anticuerpos anti-L1, al 

mes 21, la mitad presento un IP positivo, indicando que en este mes la proporción de anti-

VLPs fue mayor y se mantuvo estable hasta el mes 61.  

  

 En el caso de las adolescentes que recibieron el esquema con la reinmunización, 

pero presentaron un IP negativo al mes 7 (n=18), se observa que en el mes 21 aumenta a 

44.44% (8/18) el IP positivo, y este se incrementa hasta 55.56% (10/18) al mes 61 después 

de la reinmunización, siendo las diferencias entre los tiempos de seguimiento altamente 

significativas (p<0.00) (Tabla 6). No se observaron diferencias significativas entre los 

porcentajes de las adolescentes que presentan un IP positivo entre los meses 21 y 61 

(p=0.51, no mostrado). En este grupo, al mes 21, cerca de la mitad de las adolescentes 

presentaron un IP positivo de forma similar que las adolescentes que recibieron el esquema 

tradicional y se mantiene estable hasta el mes 61. Sin embargo, hay que recalcar que el 

porcentaje en el grupo de las adolescentes con el esquema tradicional disminuyó en el mes 

61, mientras que en el grupo de las adolescentes con el esquema de reinmunización este 

porcentaje aumentó, aunque sin llegar a ser significativo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Línea roja indica el punto de corte del índice de protección con valor de 3.64. 

Figura 21.Tendencia de la mediana del índice de protección de las mujeres vacunadas que presentan un 

índice de protección negativo al mes 7 en los diferentes esquemas a diferentes tiempos post-vacunación. 
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Al analizar la tendencia de las medianas a lo largo del tiempo, se observó que el 

grupo de las jóvenes con el esquema tradicional, la mediana al mes 0 fue de 1.44, al mes 7 

donde todas las jóvenes presentan un IP negativo, la mediana fue de 1.67, en el mes 21 

aumentó a 2.16 y en el mes 61 fue de 2.44 (Figura 21). Al graficar las medianas se observó 

en el caso de las jóvenes, que hay un incremento lento y paulatino del IP con el paso del 

tiempo, sin embargo, las medianas se mantuvieron por debajo del punto de corte. Existen 

diferencias muy significativas (p<0.00) entre las medianas, aunque no se observaron 

diferencias entre el mes 21 y 61, lo que indica estabilidad entre las medianas. Esto sugiere 

que estas jóvenes presentan una respuesta inmune hacia la producción de anti-L1, sin 

embargo, con la vacunación y posible exposición con el virus, algunas jóvenes fueron 

capaces de aumentar la proporción de anti-VLPs, mejorando el valor del IP, pero esta 

respuesta es débil y lenta (Figura 21, línea morada).   

 

 En el caso de las adolescentes con el esquema tradicional 0-2-6 que fueron 

negativas al mes 7 presentaron una mediana de 2.12, que se ubica por debajo del punto de 

corte, en el mes 21 fue de 4.24, ubicándose por encima del punto de corte, sin embargo, en 

el mes 61 disminuyó a 3.39 ubicándose ligeramente por debajo del punto de corte, y 

observándose diferencias altamente significativas (p<0.00). No se observaron diferencias 

significativas entre los meses 21 y 61, a pesar de que hay una disminución del valor de la 

mediana, indicando estabilidad entre ellas (Figura 21, verde). 

  

 En el caso de las adolescentes que recibieron el esquema con la reinmunización, 

pero presentaron un índice de protección negativo al mes 7, la mediana fue de 1.85, en el 

mes 21, aumentó a 2.53, en ambos casos se mantiene por debajo del punto de corte, pero un 

mes después de la reinmunización, en el mes 61 la mediana aumenta hasta 5.36, 

observándose diferencias estadísticas altamente significativas (p<0.00) entre todas las 

medianas (Figura 21, línea azul). 
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8.3.2 Respuesta de mujeres vacunadas que presentan un índice de 

protección negativo al mes 61 

 

Posteriormente, decidimos analizar al subgrupo de las mujeres que obtuvieron un IP 

negativo al mes 61, para evaluar el comportamiento de la protección en el tiempo (Tabla 7) 

(Fig. 22). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Las diferencias fueron obtenidas a través de la prueba Kruskal-Wallis y el valor de p ajustado con la prueba de Dunnett. 

 

Las jóvenes con el esquema tradicional de 0-2-6 que fueron negativas al mes 61 

(n=69), mostraron que en el mes 0 el 13.04% (9/69) tenian un IP positivo, el cual aumentó 

al mes 7 a 39.13% (27/69), para posteriormente disminuir en el mes 21 a 21.74% (15/69) 

hasta llegar a ser negativas al mes 61, siendo esto estadísticamente significativo (p<0.00) 

(Tabla 7). Se puede observar un aumento de mujeres que presentan un IP positivo al mes de 

completar el esquema de vacunación (39.13%), sin embargo, con el paso del tiempo este IP 

va cambiando a negativo hasta el mes 61 donde el 100% presentan un IP negativo. 

 

 En el grupo de adolescentes con el esquema tradicional 0-2-6 que fueron negativas 

al mes 61 (n=50), se observó que en el mes 7 el 62% (31/50) de estas jóvenes presentaron 

un IP positivo, que disminuyó al 30% (15/50) en el mes 21, hasta llegar a ser negativas al 

mes 61, siendo estas diferencias altamente significativas (p<0.00) (Tabla 7).  

Tabla 8.Mujeres vacunadas que presentan un índice de protección negativo al mes 61 en diferentes 

tiempos post-vacunación.  
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 En el caso de las adolescentes que recibieron el esquema con la reinmunización, y 

que presentaron un IP negativo al mes 61 (n=9), de este grupo solo el 11.11% (1/9) tuvieron 

un IP positivo al mes de recibir la segunda dosis (mes 7), el cual aumentó al 44.44% (4/9) 

hacia el mes 21, sin embargo, al mes 61 a pesar de haber sido reinmunizadas todas 

presentaron una IP negativo, presentando diferencias significativas entre los tiempos 

(p<0.05) (Tabla 7).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Línea roja indica el punto de corte del índice de protección con valor de 3.64145. 

 

Por otra parte, se graficaron las medianas del IP para evidenciar la tendencia en el 

comportamiento de éste grupo que fueron negativas al mes 61 (Figura 22). Las jóvenes con 

el esquema tradicional de 0-2-6 negativas al mes 61 (n=69) mostraron un incremento de la 

mediana del IP de 1.52 a 2.47 del mes 0 al mes 7, respectivamente para posteriormente 

disminuir a 1.99 en el mes 21 y mantenerse estable hasta el mes 61 (IP = 2.05). Al 

analizarlos por separado los datos, se observó que el mes 0 presenta diferencias muy 

significativas con el mes 7 (p<0.00, dato no mostrado) y significativas con el mes 21 

(p<0.05, datos no mostrados), lo que nos indica que la vacunación aumenta la producción 

de anti-VLPs (aumento del IP). El mes 7 presenta diferencias muy significativas con el mes 

Figura 22.Tendencia de la mediana del índice de protección de las mujeres vacunadas que presentan un 

índice de protección negativo al mes 61 en los diferentes esquemas a diferentes tiempos post-vacunación. 
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21 y 61 (p<0.00, datos no mostrados), demostrando que después del mes de concluir el 

esquema de vacunación, empieza a disminuir la proporción de anti-VLPs y aumenta la de 

anti-L1 con el paso del tiempo. Debe de recalcarse que todo este comportamiento, no logra 

sobrepasar el valor del punto de corte, por lo tanto, la respuesta de anti-VLPs de estas 

jóvenes se puede considerar baja (Figura 22, línea morada). 

 

 En el grupo de adolescentes con el esquema tradicional 0-2-6 (Figura 22 línea 

verde) con IP negativo al mes 61 (n=50), se observó que el IP fue de 5.21 al mes 7, esto por 

encima del punto de corte, pero disminuyó a 2.52 en el mes 21 y se mantuvo estable hasta 

el mes 61 (IP= 2.37). El mes 7 presenta diferencias muy significativas con los meses 21 y 

61, al igual que el mes 21 con el 61 (p<0.00, datos no mostrados). Esto sugiere que estas 

adolescentes al completar el esquema de vacunación presentaron una respuesta robusta de 

anti-VLPs lo que impacta en un alto IP, pero este va en disminución con respecto al tiempo, 

debido a una disminución de la proporción de anti-VLPs y un aumento de anti-L1 de 

manera similar que las jóvenes.  

  

 En el caso de las adolescentes que recibieron el esquema con la reinmunización y 

con IP negativo al mes 61 (n=9) (Figura 22, línea azul), se observó que presentaron un IP 

de 1.83 en el mes 7, el cual disminuyó a 1.29 hacia el mes 21, pero aumentó hasta 2.3 en el 

mes 61, un mes después de la reinmunizadas. Sin embargo, el IP de este grupo se mantiene 

todo el tiempo por debajo del punto de corte. Existen diferencias muy significativas 

(p<0.00, datos no mostrados) entre el mes 7 con respecto al mes 21, lo que indica la 

disminución de la mediana del IP, debido al aumento de la proporción de anti-L1, sin 

embargo, también existen diferencias significativas (p<0.05, datos no mostrados) entre el 

mes 21 y 61, lo que indica que si existe un aumento de la mediana con el paso del tiempo.  

 

Se puede observar que las medianas fueron similares en el mes 61 para los 3 grupos, 

por lo que puede sugerir que la respuesta débil y no sostenida de anti-VLPs no está 

relacionada con la edad y que posiblemente hay otros factores que influyen en esta 

respuesta baja de anticuerpos anti-VLPs, como pudiera ser la exposición previa. 
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8.3.3 Respuesta de mujeres vacunadas que presentan un índice de 

protección positivo al mes 0 

Otro subgrupo de interés es el de las mujeres jóvenes que al tiempo 0 presentaron un 

IP positivo, para lo que analizamos este grupo en su comportamiento a lo largo del tiempo 

(Tabla 8). 

 

Las diferencias fueron obtenidas a través de la prueba Kruskal-Wallis y el valor de p ajustado con la prueba de Dunnett. 

 

En este grupo existen 34 jóvenes que presentaron un IP positivo en el mes 0. Hacia 

el mes 7, el grupo de IP positivo disminuyo a 81.82% (27/34), y siguió reduciéndose a 

72.73% (24/34) en el mes 21, el cual se mantuvo hasta el mes 61 (78.12%; 25/34) (Tabla 

8).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Línea roja indica el punto de corte del índice de protección con valor de 3.64145. 
  

Al graficar las medianas del IP se observó que la mediana fue de 5.72 en el mes 0, la 

cual aumentó a 6.77 en el mes 7 al termino del esquema de vacunación, pero con el paso 

Figura 23.Tendencia de la mediana del índice de protección de las mujeres vacunadas que presentan un 

índice de protección positivo al mes 0 en los diferentes esquemas a diferentes tiempos post-vacunación 

Tabla 8. Mujeres vacunadas que presentan un índice de protección positivo en el mes 0 en diferentes 

tiempos post-vacunación. 
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del tiempo disminuyó a 5.59 en el mes 21 y se mantuvo en un rango similar (IP = 6.26) 

hacia el mes 61. Es importante mencionar que la mediana se mantiene por encima del punto 

de corte todo el tiempo (Figura 23). Existen diferencias altamente significativas (p<0.00, 

datos no mostrados) entre el mes 0 y 7, lo que nos indica que la vacunación produce una 

mayor proporción de anti-VLPs (reflejado por el aumento de la mediana). También existen 

diferencias muy significativas (p<0.00, datos no mostrados) entre el mes 7 con los meses 

21 y 61, pero no existen diferencias significativas entre los meses 21 y 61. La vacunación 

en este grupo de jóvenes que ya presentaban un IP por encima del punto de corte al mes 0, 

pareciera reforzar y mantener los niveles de anti-VLPs a lo largo del tiempo. 

 

8.3.4 Respuesta de mujeres vacunadas que presentan un índice de 

protección negativo al mes 0 

Tomando en cuenta lo anterior, también nos interesó el comportamiento a lo largo 

del tiempo de las jóvenes que presentaron un IP negativo al mes 0 (Tabla 9). 

 

Las diferencias fueron obtenidas a través de la prueba Kruskal-Wallis y el valor de p ajustado con la prueba de Dunnett. 

 

En este grupo se observa que 82 jóvenes presentaron un IP negativo en el mes 0. En el 

mes 7, la cantidad de jóvenes que presentaron un IP positivo aumentó a 35.37% (29/82), y 

posteriormente disminuye en los meses 21 (30.49%, 25/82) y 61 (26.83%, 22/82,) (Tabla 

9). Podemos observar, que la gran mayoría de las mujeres se mantiene con un IP negativo a 

través del tiempo; solo en el mes 7 después de completar el esquema de vacunación, hay un 

aumento del porcentaje de mujeres positivas. 

Tabla 9. Mujeres vacunadas que presentan un índice de protección negativo en el mes 0 en diferentes 

tiempos post-vacunación. 
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Al graficar las medianas del IP se observó que al mes 0 esta fue de 1.52, aumento a 2.24 

en el mes 7 y siguió en aumento hasta 2.42 en el mes 21, lo cual se mantuvo hasta el mes 

61 (IP = 2.44), sin embargo, estos valores se encuentran por debajo del punto de corte 

(Figura 24). El mes 0 presenta diferencias muy significativas (p<0.00, datos no mostrados) 

con los meses 7 y 61, lo que indica que la vacunación mejora la proporción de anti-VLPs. 

El mes 7 presentan diferencias muy significativas (p<0.00, datos no mostrados) con el mes 

21 y 61 mientras que también existen diferencias significativas (p<0.05, datos no 

mostrados) entre el mes 21 y 61.  

 

9. Discusión.  

Uno de los ensayos utilizados para la validación de la inmunogenicidad generada 

por las vacunas contra HPV son los ELISA-VLPs, que permiten medir los anticuerpos 

contra epítopes conformacionales unidos a una superficie solida. La ventaja de este 

ensayo es que es muy sensible, reproducible, y económico en comparación con los 

ensayos de neutralización de pseudoviriones o el inmunoensayo competitivo Luminex 

(cLIA) (Schiller & Lowy, 2009).  

 

La estandarización de los ensayos es indispensable para obtener resultados 

reproducibles y comparables entre diferentes placas de ELISA colocadas al mismo 

Figura 24. Tendencia de la mediana del índice de protección de las mujeres vacunadas que presentan un 

índice de protección negativo al mes 0 en los diferentes esquemas a diferentes tiempos post-vacunación 
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tiempo o en diferentes tiempos (Miura et al., 2008). Para ello, se requiere de controles 

positivos y negativos para saber que las condiciones de cada placa son iguales entre si y 

que los resultados sean reproducibles y comparables entre placas (Ferguson et al., 

2006). Por esa razón, estandarizamos los ensayos con sueros policlonales de conejo 

⍺L1-HPV18 y ⍺VLP-HPV18 para usarlo como control de reconocimiento para los 

antígenos L1 y VLPs HPV18 de forma específica en cada ensayo. Una de las razones de 

utilizar un suero policlonal es debido a que nos permite ver todo el repertorio de 

anticuerpos generados por la inoculación repetitiva de la proteína completa de interés. 

En este caso, usamos los sueros de conejo producidos en nuestro laboratorio al inocular 

a cada conejo con la proteína L1 desnaturalizada o VLPs HPV18, controlando la 

estabilidad de la proteína al momento de inoculación, así como evaluar el 

comportamiento de la respuesta inmune especifica del antígeno. Observamos, que en el 

suero policlonal ⍺VLP-HPV18 de conejo reconoce de forma similar a las VLPs y a L1 

a diferentes diluciones. Sin embargo, el policlonal anti-L1-18 si fue capaz de diferenciar 

entre VLPs y L1, con títulos muy altos. Una de las razones que podría explicar esta 

“deficiencia” en el reconocimiento del suero policlonal ⍺VLP-HPV18 de conejo, es que 

se ha observado que en la preparación de las VLPs, hay moléculas mal ensambladas 

que podrían estar exponiendo epítopes lineales que se encuentran internamente en las 

VLPs (Ferguson et al., 2006; Sapp et al., 1994). Otra razón, es que se han observado 

epítopes tanto conformacionales como lineales en la superficie de las cápsides 

(Christensen et al., 1996). A pesar de que, en el laboratorio nos aseguramos, a través de 

microscopia electrónica, de que las VLPs producidas estuvieran bien conformadas y de 

mantener la cadena de frío al momento de la inoculación del conejo, es posible que las 

VLPs HPV18 son poco estables y sensibles a la degradación, explicando así la 

presencia de altos títulos de anticuerpos que reconocen a la proteína L1 desnaturalizada. 

Además, se validaron los ensayos con sueros humanos de mujeres con CaCU y 

vacunadas como controles (sueros que reconocen solo a uno de los 2 antígenos), que 

indica que la metodología esta optimizada y pueden diferenciarse claramente los 

anticuerpos anti-VLPs de anti-L1.  
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Para determinar la protección de la vacuna contra HPV es necesario realizar el 

seguimiento de los niveles de anticuerpos neutralizantes en mujeres vacunadas contra 

HPV por diferentes periodos de tiempo. En el 2016, se evaluó a través del ensayo cLIA 

los niveles de anticuerpos neutralizantes contra HPV18 generados por la vacuna 

tetravalente en adolescentes 9-10 años (un grupo recibió dos dosis 0-6 meses y las otras 

recibieron tres dosis 0-2-6 meses) y jóvenes 18-24 años (recibieron 3 dosis) en el cual, 

todas las vacunadas fueron seropositivas al mes 7. El primer seguimiento que se realizó 

de estos grupos fue a través de cLIA hasta el mes 21, en el cual la seropositividad de las 

adolescentes con 2 y 3 dosis fue de 70.2% y 86.3%, respectivamente; mientras que en 

las jóvenes fue del 56.6% (Hernández-Ávila et al., 2016). En el caso de ambos grupos 

de las adolescentes, los porcentajes de seropositividad coinciden con nuestros 

resultados, por lo que se puede decir que los ELISA-VLPs pueden correlacionarse con 

cLIA para indicar seropositividad, sin embargo, no para medir la magnitud de la 

respuesta inducida por la vacunación. En el grupo de las jóvenes, el porcentaje es menor 

aunque cercano al que nosotros obtuvimos, debido a que los ensayos cLIA solo miden 

los anticuerpos neutralizantes que compiten con el anticuerpo monoclonal específico 

por la unión a la superficie de las VLPs. Al comparar estos porcentajes con los 

obtenidos en el IP, existen diferencias ya que en el mes 7 la prevalencia de IP positivo 

es entre 49-70% en nuestros tres grupos mientras que en el cLIA fue de 100%. De igual 

forma en el mes 21 el IP positivo fue de 42-64% versus 56-86% del cLIA, 

observándose una gran diferencia entre los porcentajes obtenidos a través de cL1A y el 

IP (razón anti-VLPs entre anti-L1). Las diferencias observadas entre estos dos ensayos 

y la forma de evaluar por IP, puede  ser debido a que estamos midiendo la repuesta 

policlonal contra todos los epítopes que existen sobre la VLPs mientras que los ensayos 

cLIA solo determinan la repuesta contra un epítope del antígeno. 

 

El seguimiento de anticuerpos generados por vacunación contra HPV es de 

importancia para evaluar la eficacia y protección contra el virus. La tendencia de los 

anticuerpos después de completar el esquema de vacunación es disminuir con el paso 

del tiempo, quedando solo la respuesta de memoria (Kreimer et al., 2020; Luna et al., 

2013). En nuestro estudio, nosotros observamos el mismo comportamiento al 
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discriminar entre anti-VLPs y anti-L1, así, como para el IP para los grupos de las 

adolescentes y las jóvenes que recibieron el esquema tradicional (0-2-6), demostrando 

que los niveles de anticuerpos contra HPV18 disminuyen con el paso del tiempo.  

Aunque los títulos de anticuerpos de las adolescentes siempre estuvo por encima de la 

generada por las jóvenes. Sin embargo, la respuesta que se mantiene hasta el mes 61 en 

ambos grupos posiblemente es debido a la generación de celulas B plasmáticas y de 

memoria de largo plazo (Stanley, Lowy, & Frazer, 2006) y se esperaría que la 

exposición al virus, permitiera el aumento de los niveles de IgG de memoria. Fue 

interesante observar que las adolescentes que recibieron el esquema extendido (0-2-60), 

presentaron un incremento de los niveles de anti-VLPs, pero no así de anti-L1, lo que 

permitió un aumento en el IP y sugiere que la respuesta que se potenció a largo plazo 

fue contra epítopes conformacionales y por ende de tipo neutralizante. Se ha 

demostrado que un intervalo de descanso más prolongado entre las dosis de vacuna de 

inicio y de refuerzo puede dar como resultado una respuesta de células plasmáticas y 

plasmoblastos más robusta y títulos de anticuerpos más altos después del refuerzo (Lai 

et al., 2020).  Ya que la reexposición del antigeno, induce la rápida expansión de las 

celulas B de memoria y su diferenciación en células plasmáticas productoras de IgG de 

alta afinidad, en un proceso controlado por las células Th2 (Stanley et al., 2006). Estos 

resultados sugieren que la vacunación induce anticuerpos anti-VLP y anti-L1 en ambos 

grupos, pero la respuesta de las adolescentes es más robusta en comparación con las 

jóvenes que recibieron el mismo esquema de vacunación, ya que el IP de las 

adolescentes se mantiene por encima del punto de corte a pesar del tiempo. Este 

resultado demuestra que los títulos de anticuerpos anti-VLPs después de la 

reinmunización al mes 60 fueron mucho más altos que los de anti-L1, por lo que, se 

observa el incremento favorable del IP, lo que sugiere que el esquema extendido de 

vacunación pudiera ser el más recomendable para la población.  

 

Lo interesante de nuestro trabajo, es que analizamos la respuesta generada contra la 

proteína L1 desnaturalizada, y pudimos observar que, aunque los niveles generados 

contra la proteína desnaturalizada son menores a la de la proteína conformacional 

(VLPs), sigue el mismo patrón de comportamiento, alcanzando el pico máximo al mes 
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7 y disminuyendo con el paso del tiempo en los grupos que recibieron el esquema 

tradicional (0-2-6 meses). Sin embargo, no hay estudios que evalúen la respuesta de 

anticuerpos anti-L1, ni lo que podría significar la presencia de estos anticuerpos en la 

respuesta inmune contra HPV. Además de que si se elimina este fondo del total de 

anticuerpos medidos en el ELISA-VLPs, se desconoce si los niveles restantes de 

anticuerpos serán suficientes para ser protectores.  

  

Por si solos los títulos de anticuerpos anti-L1 no nos dan mucha más información, 

ya que su comportamiento durante la vacunación es semejante a lo observado con la 

variación en los niveles de anticuerpos anti-VLPs. Sin embargo, al realizar el análisis 

por IP, este valor nos ayuda a discriminar los niveles reales de anticuerpos anti-VLPs, 

que son los que se asocian con neutralización.   

 

Actualmente se están probando diferentes esquemas de vacunación contra HPV en 

donde se está modificando el tiempo entre la primera y segunda dosis, y que reciban 

una reinmunización (tercera dosis) entre el mes 21 y 61 post-vacunación, para permitir 

la correcta maduración del sistema inmune, y favorecer la selección de clonas 

productoras de anticuerpos neutralizantes para prevenir y eliminar infecciones (Kreimer 

et al., 2015). Esto es acorde a nuestros resultados, ya que cuando se analizó el IP en los 

diferentes esquemas de vacunación se observó que las adolescentes con el esquema de 

reinmunización al mes 60, mostraron un aumento del IP al doble de lo observado en las 

adolescentes con el esquema tradicional, lo que sugiere que la reinmunización favoreció 

la selección clonal de anti-VLPs que son los anticuerpos asociados a neutralización. 

Este resultado apoya el que el esquema de vacunación para las adolescentes sea el de 

tipo extendido (hasta 60 meses) y sugiere que debería de realizarse una prueba con el 

esquema extendido de inmunización para el grupo de jóvenes de 18 a 24 años, con el 

que se pudiera mejorar la respuesta protectora anti-VLPs. 

 

Por otra parte, de acuerdo a lo reportado en la literatura, las mujeres con 

exposiciones previas no responden a la vacunación (Hildesheim et al., 2016b). En este 

caso podemos decir que nuestros resultados son contrarios a esta información, ya que al 
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analizar a las jóvenes que presentaban un IP positivo al mes 0, lo que demuestra 

exposición previa al virus, se observa que estas mujeres aumentaron su IP al mes de 

completar el esquema de vacunación, de forma semejante al grupo de adolescentes con 

esquema tradicional de vacunación, IP que incluso aumento al final del seguimiento en 

el mes 61 (Figura 23), lo cual pudiera estar relacionado con la activación de células 

plasmáticas de vida larga. Sin embargo, al analizar a las jóvenes que presentaron un IP 

negativo al mes 0, es decir que han estado en contacto con el virus pero la exposición 

previa conllevo a orientar la respuesta a epitopes lineales (anti-L1), en estos casos el 

panorama es diferente. En estas jóvenes el IP se mantuvo por debajo del punto de corte, 

y aunque aumenta un poco después de la vacunación, este se mantiene estable a lo largo 

del tiempo, pero siempre por debajo del punto de corte, lo que sugiere mayor presencia 

de anticuerpos anti-L1, los cuales no son protectores y este grupo sería el que está 

asociado a una baja eficacia de la vacuna contra HPV. Es posible que en este grupo (IP 

negativo, mes 0) se genere el “pecado antigénico original”, en donde la exposición 

previa al HPV genera una respuesta de anticuerpos contra epitopes lineales 

privilegiando la producción de anti-L1, sobre anti-VLPs, y al ser vacunadas en este 

grupo de jóvenes se favorece la producción de anti-L1, como lo demuestran nuestros 

resultados (Figura 24). Pareciera que la infección previa puede inducir la producción de 

anti-VLPs y anti-L1, y la respuesta generada por la vacunación se polarizara hacia la 

producción de anticuerpos del tipo de antígeno (lineal o conformacional) que el sistema 

inmune haya reconocido originalmente. Es necesario, analizar la respuesta generada 

contra los otros tipos de HPV vacunales, para poder entender y asociar esta respuesta a 

la vacuna, infecciones, aspectos genéticos o estado de salud de las mujeres. 

 

Otro grupo importante que analizamos fueron las mujeres que presentaron un IP 

negativo al mes 61, en donde se observó que ningún grupo tuvo una respuesta favorable 

a la vacunación a largo plazo. A pesar de que se observa un incremento  del IP al mes 7, 

este fue alto para las adolescentes con el esquema tradicional (lo que indica que 

respondieron a la vacunación produciendo mayor proporción de anti-VLPs), pero muy 

por debajo del punto de corte tanto para las adolescentes con el esquema extendido, 

como para las jóvenes con el esquema tradicional. Sin embargo, con el paso del tiempo 
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este IP disminuyo a un nivel semejante en todos los grupos (IP~ 2.0) hacia el mes 61. 

Es importante mencionar que incluso las adolescentes que recibieron el esquema 

extendido de vacunación no lograron un IP mayor a 2.0, lo que sugiere que en estas 

adolescentes, la respuesta inmune no logro potenciarse hacia la producción de anti-

VLPs. Una explicación, es que estas adolescentes hayan tenido una exposición previa 

en donde existe una mezcla de antígenos cápsides y L1 de manera natural, y con ello la 

respuesta inmune contra la vacuna contra HPV no fue tan eficiente como en 

adolescentes que son naïve para el virus. Debido a que no contamos con la muestra del 

mes 0 de las adolescentes, esta es una hipótesis que tendrá que ser probada en futuros 

estudios.  

 

10. Conclusiones  

 

 En un trabajo previo de nuestro laboratorio, donde se analizó la respuesta inmune 

inducida por la vacunación contra HPV16, se implementaron y estandarizaron los 

ensayos ELISA-L1 y ELISA-VLP para llevar a cabo la discriminación de los 

anticuerpos generados por la vacunación contra epítopes conformacionales y 

lineales de HPV16. En base a esto, desarrollamos nuestra estandarización para 

HPV18 y al compararla, podemos concluir que nuestras condiciones nos 

permitieron realizar la discriminación entre los anticuerpos anti-VLPs y –L1 

generados por la vacunación y así determinar un índice de protección. 

 La utilización de los ensayos ELISA-VLPs y ELISA-L1, así como la obtención del 

índice de protección nos permitieron medir y analizar de manera específica la 

respuesta inmune de anticuerpos neutralizantes generada por la vacunación. 

 Los títulos de anticuerpos anti-VLPs-HPV18 y anti-L1-HPV18 presentan una 

tendencia de aumentar después de la vacunación de manera similar, sin embargo, la 

vacunación privilegia el incremento en los niveles de anti-VLPs con relación a los 

de anti-L1. 

 La respuesta de anti-VLPs y anti-L1 generada por el esquema tradicional (0-2-6 

meses) en el grupo de adolescentes y jóvenes, es similar, aunque la respuesta es más 

robusta para anti-VLPs en las adolescentes. 
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 El esquema con la reinmunización al mes 60, sugiere ser más efectiva para 

mantener niveles altos de anticuerpos anti-VLPs por períodos más largos, ya que 

favorece la producción de estos, después de la reinmunización. 

 Las mujeres que presentaron un índice de protección positivo antes de la 

vacunación, si responden a ésta y sugieren que la vacunación ayuda al sistema 

inmune, para mantener la correcta producción de anticuerpos anti-VLPs que son los 

protectores. 

 

11. Limitaciones del estudio. 

 Para poder llevar a cabo un mejor análisis de nuestra población se requiere el 

tiempo 0 de las adolescentes, ya que esta fue una muestra que no se tomo en el 

estudio. Por lo tanto, no podemos asegurar que la respuesta de anticuerpos es debido 

completamente a la vacunación, o si, existe previa exposición al virus y si tiene 

alguna influencia en la respuesta inmune de las adolescentes.  

 Ausencia de un grupo de jóvenes que hayan recibido el esquema extendido, para 

poder realizar la comparación, y determinar si la reinmunización en mujeres jóvenes 

genera una respuesta similar al de las adolescentes.  

 Es necesario establecer un punto de corte que mejore la sensibilidad y especificidad 

de los ensayos para VLPs y para el IP. 
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