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Resumen

El cancer de cérvix uterino contintia siendo un problema de salud ptblica a nivel mundial,
pese los avances en prevencion. La citologia, la colposcopia y la deteccion de DNA y
RNA de HPV son pruebas claves en la deteccion de este cancer; pero presentan
limitaciones relacionadas con su especificidad y variabilidad en la interpretacion del
analista. En este sentido, los biomarcadores MCM, Ki-67 y p16 han surgido como una
alternativa, sin embargo, su presencia no es exclusiva para el HPV, el CaCU y las lesiones
asociadas. La proteina E4 se ha propuesto como biomarcador de las lesiones de bajo grado
del cérvix uterino, siendo el transcripto mas abundante de las lesiones productivas. Los
anticuerpos séricos contra las proteinas del HPV son una alternativa viable, ya que
permiten detectar de manera indirecta y amplificada la presencia de antigenos virales,
asociandose ademas con las diferentes etapas de la infeccion. Teniendo en cuenta esto el
objetivo fue: "Evaluar el perfil de inmunoglobulinas séricas IgM, IgA e IgG contra E4 de
HPV16 como biomarcadores de lesion temprana del cérvix uterino". Este es un estudio
retrospectivo transversal realizado con un banco de sueros de 169 mujeres de 18 a 65 afios
con diferentes grados de lesion en cérvix, del Hospital General de Cuautla “Dr. Mauro
Belauzaran Tapia”. La deteccion de las inmunoglobulinas se realizo por ELISA con
antigeno HPV'16 E4 producido in vitro. La prevalencia general de anti-E4 en la poblacion
de estudio fue de 28.4%, y de esto el 30% fueron mujeres Sin Lesion (SL), CIN1 22.5%,
CIN2 27.5%, CIN3 29.4% y CaCU 40%. Analisis de regresion logistica de anti-E4
ajustado por caracteristicas sociodemograficas, mostrd una sensibilidad de 21.6%, una
especificidad de 92.1% y un AUC de 0.6867, lo que sugiere ser un buen marcador. Entre
los isotipos, IgG fue el que mejor rendimiento mostrd, presentando una clara asociacion
con lesiones de alto grado, sugiriéndose como un biomarcador de progresion. Los
anticuerpos a-E4/IgG representan una alternativa complementaria a la citologia y la
colposcopia, con un gran potencial para lograr la identificacién temprana de mujeres con
riesgo de progresion a CaCU, siendo este el hallazgo de mayor relevancia en el estudio.
El isotipo IgM fue el mas prevalente en todos los grupos, aunque refleja principalmente
infecciones recientes o reinfecciones, su presencia en todos los grados del cérvix uterino
hace que su papel como biomarcador diagnéstico independiente se vea limitado. Mientras
que, la presencia de IgA a nivel sérico podria estar asociado a procesos de regresion de
las lesiones dada su presencia en las mujeres Sin Lesion y con CIN2. Factores de riesgo
como la edad, el tiempo de actividad sexual, el nimero de parejas sexuales y la
multiparidad mostraron asociaciones consistentes con los distintos isotipos, confirmando
que su presencia puede contribuir al desarrollo de la enfermedad hasta llegar a lesiones
de alto grado o cancer.



Introduccion

1. Introduccion
1.1 Epidemiologia del Cancer de Cérvix Uterino (CaCU)

El céncer de cérvix uterino (CaCU) ocupa el cuarto lugar entre los tipos de cancer con
mayor incidencia en mujeres a nivel mundial, siendo una de las principales causas de
muerte en la poblacion femenina. En la mayoria de los casos (99.7%), su aparicion esta
estrechamente vinculada a la infeccion por el Virus de Papiloma Humano (HPV; del
inglés, Human Papillomavirus). Entre los diferentes tipos virales, el HPV16 es el mas
comun y esta fuertemente asociado con la aparicion de lesiones de alto grado (HSIL; por
sus siglas en inglés, High-grade Squamous Intraepithelial Lesion) y con la progresion
hacia el CaCU 239,

Durante el afio 2022 se estimaron 662,301 nuevos casos de cancer de cérvix uterino y
348,874 muertes asociadas al mismo, esto segun lo reportado por la Agencia Internacional
para la Investigacion del Cancer (IARC; del inglés, International Agency for Research on
Cancer), ubicandolo en el cuarto lugar entre las causas de muerte por cancer en mujeres.
De estos fallecimientos, cerca del 85% ocurre en paises en vias de desarrollo, donde las
estrategias de deteccion y vacunacion atin son limitadas !> #). Las regiones con mayores
tasas de incidencia y mortalidad se concentran principalmente en Asia, Africa y América
Latina, mientras que en América del Norte, Europa y Australia los indices disminuyen
hasta diez veces ). Se proyecta que para el afio 2040 el nimero de nuevos casos a nivel
mundial podria aumentar hasta en un 40% alcanzando los 847,306 de los cuales 83,000
corresponderian a América Latina . En América Latina, el CaCU ocupa el tercer lugar
entre los canceres mas frecuentes en mujeres, con alrededor de 63,171 nuevos casos en
2022. Brasil y México encabezan la lista con 18,715 y 10,348 nuevos casos
respectivamente ). En México, la enfermedad contintia siendo un problema relevante de
salud publica sobre todo en mujeres con escasos recursos y con acceso limitado a los
servicios médicos ©).

La incidencia del CaCU aumenta a partir de los 20 aflos y alcanza su punto maximo entre
los 35 y 39 afos, siendo la edad promedio de diagndstico alrededor de los 49 afios y la de
muerte los 58 ©. Entre los principales factores de riesgo asociados a la presencia de la
enfermedad se encuentran el tabaquismo, el tiempo de actividad sexual, la multiparidad,
las multiples parejas sexuales, el inicio temprano de la actividad sexual y la coinfeccion
con el virus de inmunodeficiencia humana (HIV, del inglés, Human Immunodeficiency

Virus) y la clamidia.
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En consecuencia, resulta necesario seguir profundizando en el estudio del virus y de los
mecanismos mediante los cuales logra establecerse, persistir y provocar los cambios
celulares que dan origen a las lesiones del cérvix uterino. Comprender su estructura y su
ciclo de vida es fundamental para entender el desarrollo de la enfermedad y para avanzar

en la busqueda de estrategias de deteccion y prevencion mas efectivas.

1.2 Virus de Papiloma Humano (HPV): estructura y clasificacion.

Los Virus de Papiloma Humano (HPV) pertenecen a la familia Papillomaviridae ”. Son
virus pequeios, sin envoltura y contienen DNA de doble cadena circular con un tamafio
aproximado de 8,000 pares de bases. Su capside es icosaédrica y estd formada por 72
capsdmeros pentaméricos que protegen el material genético ("7, Hasta la fecha se han
identificado 200 genotipos distintos de HPV, los cuales se agrupan en cinco diferentes
géneros (Alfa, Beta, Gamma, Mu, Nu) basados en la secuencia de nucledtidos de la region
del marco abierto de lectura (ORF; del inglés, Open Reading Frame) de L1 -?. Los tipos
Alfa son los que infectan principalmente las mucosas, mientras que los géneros Beta y
Gamma estan asociados a lesiones cutdneas benignas V.

El genoma del HPV se divide en tres regiones bien definidas: una region temprana (E)
que incluye los genes que codifican para las proteinas E1, E2, E4, ES, E6 y E7; una region
tardia (L) que contiene los genes que codifican para las proteinas de la capside L1 y L2y
una region no codificante (LCR; del inglés, Long Control Region) encargada de regular
la replicacion y transcripcion viral @,

Para HPV16 se han descrito dos promotores principales p97 que controla la expresion de
los genes tempranos, ubicandose antes del gen E6 y p670 responsable de la expresion de
los genes tardios, situado dentro del marco de lectura de E7 ©.

De acuerdo con su potencial oncogénico los HPV se clasifican en bajo y alto riesgo. Los
de bajo riesgo se asocian principalmente con verrugas o lesiones benignas, mientras que
los de alto riesgo estan directamente implicados en el desarrollo de neoplasias
intraepiteliales y el cancer (). La IARC ha identificado 14 tipos de HPV de alto riesgo,
entre los que se destacan el HPV16 y EL HPV18 dado que son los de mayor incidencia,
ademds de HPV31, 33, 35, 45, 52 y 58 como los mas relevantes por su capacidad para

inducir carcinogénesis 1.



Introduccion

1.3 Historia natural de la infeccion por HPV.

El cérvix uterino constituye la parte inferior del utero y esta conectado a la vagina a través
del canal endocervical. Dicho canal se encuentra revestido por dos tipos de epitelios uno
escamoso estratificado que cubre el ectocérvix y otro columnar, que recubre el
endocérvix. La unién entre ambos tipos celulares se conoce como unién escamocolumnar
y es precisamente en esta zona donde ocurre con mayor frecuencia la infeccion por HPV
(1.

El virus penetra en el epitelio a través de microabrasiones o microheridas que permiten
su acceso hacia las capas basales, donde se encuentran las células con mayor capacidad
proliferativa. Este paso inicial es determinante debido a que las células basales son las
Ginicas que permiten el establecimiento de la infeccion (%13,

Una vez que el virus ingresa al epitelio, la proteina mayor de la capside (L1), se une a
receptores especificos de la superficie celular, principalmente proteoglicanos de sulfato
de heparan (HSPG). Lo que desencadena un cambio estructural en la capside viral,
quedando expuesta la proteina L2, facilitando asi la entrada del genoma viral al interior
de la célula mediante un proceso endocitico. Posteriormente, el DNA viral se transporta
hasta el nicleo donde permanece en forma episomal (1213,

Durante la fase inicial de la infeccion, las proteinas E1 y E2 regulan la replicacion del
genoma viral, mientras que las oncoproteinas E6 y E7 interfieren en los mecanismos de
control del ciclo celular mediante la degradacion de las proteinas p53 y pRb,
respectivamente, evitando asi la apoptosis y asegurando la replicacion viral (%),
Conforme las células infectadas migran hacia las capas superficiales del epitelio, se activa
la expresion tardia del virus donde intervienen los promotores p97 y p670, que regulan la
produccion de proteinas como E4, L1 y L2. En este punto, la proteina E4 facilita la
amplificacion del genoma viral y participa en la liberacion de los nuevos viriones,
mientras que E5 contribuye a la evasion de la respuesta inmune al interferir con la
presentacion de antigenos a través del complejo mayor de histocompatibilidad tipo I
(MHC-I) % 13 Por ultimo, la liberacion de los viriones ocurre cuando las células
superficiales infectadas completan su proceso de diferenciacion y mueren permitiendo la

salida y diseminacion de los viriones hacia las células vecinas ¥ (Fig.1).
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Figura 1. Ciclo de vida del HPV16 durante la infeccion productiva. (A) Representacion de la piel para
observar el patron de expresion genética de HPV16, a medida que migra el virus hacia la superficie celular.
Tras la infeccion, el genoma viral se mantiene en forma episomal en un nimero bajo de copias. Durante la
diferenciacion epitelial, el promotor p97 dirige la expresion de los genes E6 y E7 necesarios para la entrada
en la fase S (ro0jo). El promotor p670 se regula al alza en las capas epiteliales superiores, las proteinas de
replicacion viral (E1, E2, E4, ES) aumentan en abundancia (verde), facilitando la amplificacion de los
genomas virales (azul). E4 persiste en las capas superiores, donde se encuentran las proteinas de la capside
viral (amarillo). (B) Las células de las capas epiteliales inferiores son componentes en fase S. La
amplificacion del genoma viral comienza en estas células, pero cesa una vez que pierden su capacidad de
expresar las proteinas en la fase S (Tomado de Doorbar J, et.al. 2005 19).

Proliferation

Genome
Maintenance

S-phase competent

La persistencia de la infeccion viral junto con la integracion del DNA de HPV al genoma
de la célula hospedera coinciden con alteraciones genéticas que favorecen la
transformacion neoplasica del epitelio cervical. Este proceso se manifiesta
histoldégicamente como neoplasias intraepiteliales cervicales (CIN; del inglés, Cervical
Intraepithelial Neoplasia) que pueden ser:

e CINI: El tercio inferior del epitelio se encuentra afectado.

e CIN2: Se afectan al menos dos tercios del epitelio.

e CIN3: Se afectan mas de dos tercios del epitelio y puede progresar a CaCU 1D

(Fig.2).

El diagnostico temprano de estas lesiones es esencial, ya que la progresion hasta CaCU
puede tardar entre 10 y 12 afios. Durante este tiempo, la infeccion puede progresar,
persistir o avanzar, dependiendo de la respuesta inmunologica del huésped, el tipo viral y
los factores de riesgo asociados. Comprender cada una de estas etapas permite explicar la
evolucion natural de la infeccion y resalta la importancia de contar con herramientas
diagnosticas mas sensibles y especificas que faciliten la deteccion oportuna de las lesiones

precursoras del CaCU.
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Figura 2. Epitelio del cérvix uterino. Diferentes grados de lesion que se producen en consecuencia a la
infeccion por HPV (Tomado de Scarth JA, et.al. 2021)®"

1.4 Entorno actual de las pruebas diagnésticas para la deteccion de HPV, CIN y
CaCU.

La deteccion de las neoplasias intraepiteliales cervicales y el cancer de cérvix uterino
comenzd con la prueba de Papanicolau (Pap) en la década de 1950. Esta técnica consiste
en recolectar células de la zona de transformacion del cuello uterino con una espatula o
pequefio cepillo llamado cytobrush. Posteriormente, las muestras se tifien y se observan
al microscopio para identificar alteraciones celulares de tipo canceroso o precanceroso,
como el agrandamiento nuclear, irregularidades en la membrana nuclear o la
hipercromasia. Esta prueba permite predecir la presencia de lesiones, aunque no
determina si el HPV esta presente 1 1% 17 Cuando el resultado del Pap indica lesién, la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) recomienda realizar una colposcopia. Esta
consiste en la inspeccion visual del cérvix por parte de un experto mediante la aplicacion
de acido acético y Lugol, lo que facilita la identificacién de posibles areas alteradas del
cérvix uterino 1®. No obstante, tanto el Pap como la colposcopia presentan limitaciones,
ya que se basan en la morfologia celular y en la interpretacion subjetiva de los cambios
inducidos por el HPV, lo que puede dar lugar a sesgos. En el caso del Pap, una toma de
muestra inadecuada también podria afectar la sensibilidad de la prueba y requerir la
repeticion de frotis, con el riesgo inevitable de que algunas pacientes se pierdan durante
el seguimiento (31617,

Con el fin de superar estas limitaciones, se han desarrollado pruebas para la deteccion del
DNA de HPV, basadas en el hecho de que el cancer de cérvix uterino se asocia en un 99%

con la infeccion por este virus 9. Estas pruebas se realizan a partir de una biopsia de
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tejido cervical, la cual se analiza mediante la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR;
del inglés, Polymerase Chain Reaction). Este método permite amplificar el genoma viral
e identificar el tipo de HPV presente en la muestra '®. Aunque su especificidad es
variable (47-80%), la sensibilidad para detectar lesiones precancerosas es alta (90-100%),
por lo que se consideran adecuadas para la deteccidon temprana, permitiendo la
identificacion de las mujeres negativas y, por tanto, con un riesgo minimo de desarrollar
la enfermedad !% !'7. Sin embargo, la utilidad de las pruebas de DNA de HPV se ve
limitada por la alta prevalencia de la infeccion en la poblacion general. Muchas mujeres,
especialmente las menores a 30 afios, presentan infecciones transitorias o asintomaticas
que suelen resolverse de manera espontanea. Por esta razon, estas pruebas se emplean con
mayor frecuencia en mujeres mayores a 30 afios en quienes, la infeccion tiende a persistir
(19, Ademas, a pesar de su efectividad en la deteccion de las lesiones de alto grado (HSIL),
las pruebas de DNA de HPV atin presentan limitaciones relacionadas en gran medida con
la correcta toma de la muestra, lo que puede conducir a un sobrediagnostico y
sobretratamiento, propiciando la sobresaturacion de los sistemas de salud (%9,

En este contexto las pruebas basadas en la deteccion de mRNA de HPV se han convertido
en una opcion prometedora dado que el mRNA refleja la expresion de genes virales y
dado que el nivel de expresion de estos genes estd directamente relacionado con la
progresion de la enfermedad, su deteccion temprana representa un marcador solido para
el diagnostico y la clasificacion. En particular, las regiones correspondientes a los
transcritos de los oncogenes E6 y E7 han adquirido gran relevancia ya que suelen estar
presentes en mujeres con infecciones activas ya sea de tipo productivas o transformadoras
y ausentes en aquellas con DNA de HPV positivo para una infeccion reciente !9, No
obstante, al igual que las pruebas de DNA, las basadas en mRNA todavia no discriminan
con exactitud entre las infecciones de bajo grado que pueden resolverse de manera
espontanea y las lesiones precancerosas de alto grado. Ademas, no permiten identificar el
tipo especifico de HPV cuando existen multiples infecciones activas en una misma lesion
(19 Estas limitaciones han impulsado a la bisqueda de metodologias complementarias,
entre las cuales el uso de biomarcadores con resultados claros y reproducibles representa

una alternativa prometedora.
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1.5 Proteinas biomarcadores celulares.

Los biomarcadores son moléculas biologicas que pueden medirse en muestras de sangre,
orina u otros fluidos corporales y que brindan informacidén sobre procesos bilogicos,
siendo herramientas ttiles en el diagndstico y pronodstico de enfermedades, como el
cancer 20,

Cuando la infeccion por HPV persiste en el epitelio del cérvix uterino, tanto el genoma
viral como el del huésped sufren alteraciones, mediadas en gran medida por las
oncoproteinas E6 y E7, tal y como se menciond anteriormente. El incremento en la
expresion de estas proteinas conduce a la sobreexpresion de ciertos reguladores del ciclo
celular entre los que se encuentran p16, Ki-67 y MCM. Estas proteinas han demostrado
ser valiosas como biomarcadores subrogados de la actividad de E6 y E7, siendo
considerado p16 como el “estindar de oro” entre ellos @

Después de p53, pl6 es el segundo gen supresor de tumores mas frecuente, regula vias
clave del ciclo celular, incluyendo pRb-E2F y su sobreexpresion se ha propuesto como
un biomarcador subrogado de la oncoproteina E7. En células infectadas por HPV, la
degradacion de pRb promovida por E7 provoca la activacion de E2F y con ello la
expresion descontrolada de p16 ?*2%, En el epitelio cervical sano, la expresion de p16 es
practicamente nula mientras que en las lesiones asociadas a HPV de alto riesgo puede
estar significativamente aumentada (Fig.3). A pesar de ello, su expresion difusa en CIN1
y su presencia en otros cdnceres no relacionados con HPV limitan su especificidad
diagnostica 322429,

Por su parte, Ki-67 es otra proteina util en la evaluacion de la proliferacion celular. Esta
presente en todas las fases activas del ciclo celular (excepto en GO) y por tanto, ha sido
empleada para estimar la fraccion de células en division. En el cérvix normal, Ki-67 se
limita a las capas basales, mientras que en lesiones CIN su expresion se extiende a todo
el espesor epitelial. No obstante, también puede estar aumentada en otras condiciones

hiperproliferativas, lo que representa una limitacion para su especificidad 3.

MCM-2 es una helicasa asociada a la replicacion del DNA cuya expresion también se ve
incrementada en presencia de E6 y E7. Mientras que en epitelios normales su expresion
se restringe a las capas basales, en las lesiones de alto grado alcanza hasta los dos tercios
superiores del epitelio, lo que la posiciona como biomarcador 1til para CIN3 y CaCU

(Fig.3). Sin embargo, su presencia no es exclusiva del cdncer de cérvix uterino 123,
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La proteina E4 se ha propuesto también como un posible biomarcador en la identificacion

de las lesiones tempranas del cérvix.

weak
pl6
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™ > & e
® ® s oee
Yreri v

T Biomarcadores en epitelio sin infectar H Biomarcadores en epitelio infectado

Figura 3. Biomarcadores del epitelio estratificado del cérvix uterino durante la infeccion por HPV.
(A): En el epitelio no infectado, la proteina celular MCM (roja) generalmente es detectable en niveles bajos
solo en las capas de células basales y parabasales. La presencia de la proteina p16 es débil en el epitelio no
infectado. B. Las proteinas MCM (roja) y p16 (marrén) se encuentran sobre expresadas y en gran parte del
epitelio. La proteina E4 (verde) se observa en abundancia en las capas superiores (Modificado de Griffin
H, et.al.2015 %),

1.6 La proteina E4 de HPV. Estructura, caracteristicas y funciones.

La proteina E4 esta codificada en un ORF dentro de la Region de Expresion Temprana
del HPV. EI ORF de E4 esta contenido dentro del ORF de E2, mientras que el codon de
inicio para su traduccién se encuentra dentro del mRNA que codifica para E1. Su
expresion ocurre justo antes de las proteinas de la capside L1 y L2, iniciandose cuando la
célula hospedera activa el promotor viral tardio ?”. E4 presenta un peso molecular
aproximado de 10 a 44 kDa y su longitud varia segtn el tipo de HPV al que pertenezca,
siendo en HPV16 de 92 residuos de aminoacidos 7. Se puede dividir en tres regiones
principales: la secuencia N-terminal rica en leucina, la region central rica en prolina y la
secuencia C-terminal. Esta ultima, a su vez estd compuesta por tres zonas: una region
cargada positivamente, una regioén cargada negativamente y una region en bucle, donde
la secuencia de aminoacidos experimenta un giro. Se ha propuesto que dicha region en
bucle contiene los principales epitopos inmunes dominantes dentro de la proteina, siendo

por tanto el sitio de union de los anticuerpos ?72® (Fig.4).
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Figura 4. Estructura de la proteina E4 de HPV16. La region en bucle se encuentra sombreada en azul.
Los aminoacidos azules son los que se encuentran cargados negativamente, los rojos positivamente y los
marcados en anaranjado son los ricos en prolina. (Tomado de Doorbar J, et.al.2013 @7)

En HPV16 la proteina se localiza fundamentalmente en el citoplasma, aunque se ha
observado también en el nucleo, pero en proporciones muy bajas. A diferencia de otros
tipos de HPV, en los que se encuentra en granulos de inclusion citoplasmaticos, en el
epitelio se localiza en las capas superiores donde se ensambla en fibras similares a la
amiloide ?7-29),

Se le atribuyen a E4 varias funciones dentro del ciclo de vida viral, pues se ha demostrado
su participacion en la detencion de la progresion del ciclo celular hacia la mitosis,
especificamente en la fase G2, favoreciendo asi la amplificacion del genoma viral. En el
caso de HPV16, esto ocurre mediante el secuestro de los complejos CiclinaB/CDKI1 y
CiclinaA/CDK2, ambos esenciales para la progresion del ciclo celular. Este secuestro esté
mediado por la region central de la proteina, entre los aminoécidos 17 y 45, e involucra
los residuos T22 y T23 (supuesto sitio de unién de la CDK), en lugar del sitio RRL43
(supuesto sitio de unién de la ciclina) ¢

La superposicion de los ORF de E4 y E2 y el hecho de que ambas proteinas inhiben la
division celular, sugiere un posible sinergismo entre ellas, actuando de manera antagdnica
frente a la proteina E7, la cual estimula la entrada de las células diferenciadas a la fase S,
promoviendo asi la proliferacion celular ¢% 3D,

E4 se une directamente a las queratinas, interaccionando fuertemente con la queratina 18,
perteneciente a la familia de filamentos intermedios tipo I. Sin embargo, su unioén con la
queratina 8 (familia tipo II) es débil y no muestra afinidad por la vimentina. Esta
interaccion con las queratinas estd mediada por los 16 aminoacidos presentes es su
extremo N-terminal. Ademas, la fosforilacion de E4 de HPV16 en T57 por las p42 MAPK
potencia esta union. En presencia de E4, la red de queratinas se entrecruza y
posteriormente se desorganiza, provocando su colapso hacia la periferia nuclear. Se
considera que este proceso facilita la liberacion de los viriones 7. Tras el colapso de la

red, la proteina se asocia a las mitocondrias. El grupo leucina del extremo N-terminal es

fundamental para esta interaccion. E4 induce el desprendimiento mitocondrial de los
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microtubulos, seguido de la reduccion de potencial de membrana mitocondrial y la
activacion de la apoptosis. La induccion de estas propiedades apoptoticas podria hacer
que las células escamosas sean mas fragiles, lo que facilita la liberacion de los viriones
(30,31).

Otra funcion atribuida a E4 podria estar relacionada con su union a la helicasa de RNA
DEAD-box a través de su extremo C-terminal, alterando su actividad ATPasa. Sin
embargo, la relevancia de esta interaccion atn no esta completamente esclarecida GV,
Tal y como se menciond anteriormente, la proteina E4 ha sido considerada un blanco
importante en la busqueda de biomarcadores para la identificacion temprana de las CIN

que con el tiempo pueden progresar a CaCU.

1.7 E4 como biomarcador. Importancia de la proteina.

E4 puede visualizarse facilmente en biopsias mediante inmunotincion, lo que permite su
deteccion en lesiones causadas por diversos tipos de HPV, incluyendo los que afectan a
perros, conejos, ganado y humanos, representando ademas el transcrito mas abundante de
las lesiones productivas (20-30%) 9.

En un estudio realizado por Griffin Heater et al. 2012, se observo la posibilidad de utilizar
anticuerpos monoclonales generados contra E4 para detectar y asignar el tipo de HPV
presente cuando coexisten varios tipos en una misma muestra de tejido. Los autores
reportaron que la expresion de E4 es abundante en las lesiones intraepitelilaes escamosas
de bajo grado (LSIL), mientras que en las de alto grado (HSIL) su presencia es baja o
incluso esta ausente. La expresion de E4 disminuye progresivamente a medida que avanza
el grado de la lesion, mostrando una relacion inversamente proporcional con dicho grado
de lesion (Fig.5). Este fendmeno podria deberse a que, en el CIN3, ocurre una mayor
integracion del DNA viral, alterandose el ORF que codifica para la proteina ). Por tanto,
E4 se ha considerado como un biomarcador prometedor para la deteccion de lesiones de
bajo grado. Sin embargo, su aplicacion actual requiere de la obtencion de una biopsia, lo

que representa una limitante ya que depende de la correcta toma de la muestra 1%,
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Figura 5. Expresion de proteina E4 de diferentes tipos de HPV por grado de lesion del cérvix uterino.
Estudio realizado por (Griffin-Heater, et al. 2012) 19 donde se analiz6 la presencia de E4 en CIN1, CIN2
y CIN3 asociados a HPV16, HPV18 y HPVS5S, en un tamafio de muestra 158. Demostrandose una mayor
presencia de E4 en las lesiones de bajo grado.

Como puede observarse, el uso exclusivo de un unico tipo de biomarcador dificulta la
determinacion precisa de los diferentes estadios de la enfermedad. Por ello, se ha
propuesto la utilizacion combinada de varios biomarcadores ?. Por ejemplo, se ha
demostrado que el diagnostico de CIN puede ser mas especifico al combinar los patrones
de expresion inmunohistoquimica de E4 con la expresion de p16™&4A @4 Las lesiones
con positividad p16 difusa pero limitada y positividad E4 probablemente representan
lesiones productivas y de transformacion temprana con una finalizacion variable del ciclo
de vida del HPV y podrian tener una mayor probabilidad de regresion espontanea. Las
lesiones ampliamente positivas para p16 y E4 negativas en pacientes y aquellas con una
muestra de citologia cervical positiva son a menudo lesiones >HSIL/CIN3 y lo mas
probable es que representen lesiones transformadoras avanzadas. Esto permite dividir a
los CIN2 en CIN2 cercanos a CIN 1 (cuando hay positividad a E4 y p16 esta en muy bajas
proporciones o no estd) y CIN2 cercanos a CIN3 (cuando hay positividad para p16 y E4
esta en bajas proporciones o no esta), lo que permite determinar si la CIN2 avanzara o
retrocedera en el tiempo ?¥. Aunque estas pruebas muestran una alta especificidad,
todavia dependen del anélisis de muestras de tejidos o de lavados cervicales en los cuales
el nimero de células infectadas por HPV puede ser inferior al 1% lo que hace dificil la
deteccion de pacientes con riesgo de desarrollar CaCU. Por ello se requieren pruebas con
alta especificidad, pero menos invasivas. En este sentido la deteccién de anticuerpos

séricos se ha convertido en una alternativa prometedora 7,
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1.8 Anticuerpos séricos como biomarcadores de infeccion y lesiones.

Los anticuerpos, también conocidos como inmunoglobulinas (Ig), son proteinas
sintetizadas en los vertebrados como respuesta a la exposicion a antigenos, estructuras
extrafias reconocidas por el sistema inmunologico. Desempefian un papel crucial como
mediadores de la inmunidad humoral, ofreciendo proteccion contra diversas clases de
microorganismos %. Son conocidas cinco clases de anticuerpos: IgD, IgM, IgG, IgA e
IgE (17:39),

Disimiles son los estudios que relacionan la asociacion entre los anticuerpos y el riesgo
de padecer cancer. ®¥. Por ejemplo, se ha sugerido durante mucho tiempo que los
anticuerpos (IgG e IgM) contra los antigenos del virus de la hepatitis B (anti-HBc) son
factores predictivos del carcinoma hepatocelular (HCC) 3 3% 3%, Otros informaron que
existe un mayor riesgo de aparicion del cancer gastrico en pacientes con titulos de IgG
anti-H. pylori indetectables ®®. Lo que sugiere que dada la fuerte asociacion entre el
riesgo de presentar una enfermedad y la presencia de las inmunoglobulinas es de suponer
que las Ig pueden ser biomarcadores eficaces en la deteccion de patologias y en la
determinacion del estadio de las mismas.

HPV no es la excepcion, pues durante décadas se ha estudiado la respuesta inmune
humoral contra las proteinas del HPV para el analisis del ciclo viral, asi como marcadores
de céanceres asociados al virus en diferentes sitios anatdémicos como ano, vulva, vagina,
pene y cuello uterino ®* 37, De manera general, los anticuerpos séricos contra proteinas
de HPV son una forma indirecta de detectar la presencia de antigenos virales y ser
asociados con el estadio de la infeccion y/o de la enfermedad, lo que les permite tener un
alto potencial como biomarcadores de las neoplasias y el cancer. La expresion de las
proteinas del virus se ha correlacionado con datos seroldgicos, siendo util en la posible
determinacion de infecciones previas, presentes y persistentes. De manera general las
inmunoglobulinas IgM se han correlacionado como posibles biomarcadores de una
infeccion temprana o actual, las IgA, el isotipo predominante en las superficies mucosas
y en las secreciones, en ocasiones se ha relacionado con procesos de eliminacién y por
ultimo, las IgG, la clase predominante de anticuerpos en el suero humano, se ha
relacionado con infecciones persistentes o pasadas (739,

Son varios los estudios que han tratado de relacionar la presencia de anticuerpos contra
las proteinas del HPV y los diferentes grados de lesion. A continuacion, se muestran

algunas de las conclusiones a las que se han arribado en dichos estudios:
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e Anticuerpos anti-L1: Se ha detectado la generacion de anticuerpos neutralizantes
contra L1 (entre 8 y 9 meses) siendo la respuesta lenta ). Recientemente un
estudio demostr6 la posibilidad de emplear anticuerpos IgG como predictores de
progresion y anticuerpos IgA como predictores de regresion, esto en los diferentes
estadios del cancer orofaringeo “0).

e Anticuerpos anti-VLP-L1: Se ha observado una asociacion entre los IgG contra
VLP-L1 y la deteccion de DNA de HPV16, especialmente alrededor de ocho
meses después del diagndstico. Apareciendo estos anticuerpos con mayor
frecuencia en mujeres con alta carga viral, lo que sugiere una infeccion persistente
relacionada con la presencia de HSIL. 424D,

e Anticuerpos anti-E2: La presencia de anticuerpos IgA contra E2, sugiere que
pueden ser empleados como biomarcadores de las lesiones tempranas del cérvix
uterino esto debido a su alta prevalencia en dichas lesiones (62%) en
contraposicion con las de alto grado (entre un 9 y un 31%) (749,

e Anticuerpos anti-E6: Existe una fuerte asociacion entre la presencia de
anticuerpos contra E6 de HPV16 en el cancer orofaringeo (OPC, del inglés,
Oropharyngeal Cancer) y la aparicion de la enfermedad, sugiriendo que dichas
inmunoglobulinas pueden ser biomarcadores predictivos de la aparicion de la
enfermedad, eso debido a que su presencia se encontrd hasta diez afios antes 42,

e Anticuerpos contra E5: Se ha sugerido que la presencia de anticuerpos contra
ES5 pueden estar asociados a la desaparicion de la infeccion en mujeres sin lesion

y con CIN1 “9,

En otros estudios se ha analizado la relacion que existe entre la presencia de los
anticuerpos contra las oncoproteinas E6 y E7 como posibles biomarcadores para la
deteccion del cancer de cérvix uterino y las lesiones de alto grado. En el afio 2014 en un
articulo publicado por Damen Combes J y colaboradores, se identifico que la
seroprevalencia de los anticuerpos dirigidos contra las oncoproteinas en CaCU exhibid
un aumento significativo del 61% en pacientes con HSIL en comparacion con las mujeres
sanas *. Sin embargo, tanto los anti-E6 como los anti-E7 son factores predictivos de
estadios tardios de la enfermedad en los cuales el tratamiento y control de la misma es
practicamente imposible. Por tanto, se ha hecho necesario la busqueda de biomarcadores
de lesiones tempranas del cérvix uterino, lo que permitiria detectar oportunamente la

enfermedad y dar tratamiento oportuno. Los anticuerpos contra E4 parecen ser una buena
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alternativa, ya que E4 y los anticuerpos se expresan de forma temprana en el desarrollo
de la enfermedad.

Estudios previos de nuestro laboratorio han demostrado la prevalencia de anticuerpos
anti-E4 hasta en un 70% en mujeres con lesiones CIN1-2 viéndose disminuida la misma
en las mujeres que presentaban CaCU 7> 46: 4)- En una revision llevada a cabo por
Gutiérrez Xicotencatl y colaboradores en nuestro laboratorio, se presenta un grafico (Fig.
6) donde se muestra la prevalencia de anticuerpos contra diferentes antigenos de HPV,
esto en distintas poblaciones femeninas con diferente grado de lesion. Tras un analisis se
puede observar que la prevalencia de anticuerpos séricos contra E4 es baja en mujeres
sanas, experimentando un aumento en aquellas con lesiones CIN 1, y disminuyendo en
mujeres con CIN2-3, siendo la mayor respuesta humoral la anti-E4. Lo que coincide con

los patrones de expresion de la proteina mencionados con anterioridad 7.
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Figura 6. Prevalencia de anticuerpos anti-HPV en distintas poblaciones femeninas con diferente
grado de lesion. En el eje de las abscisas se muestran los diferentes tipos de lesiones del cérvix uterino
(pacientes sanos, CIN1, CIN2-3, CaCU) y en el eje de las ordenadas el porcentaje de las mujeres
seropositivas. La respuesta inmunoldgica frente a las proteinas analizadas manifiesta una amplia
variabilidad segun el grado de lesion. Las proteinas L1 y VLPs-L1 exhiben respuestas similares, aunque el
porcentaje de anticuerpos anti-L1 es mayor, alcanzando un maximo de respuesta inmunolédgica en las
lesiones de alto grado. Los anticuerpos anti-E6 y E7 también alcanzan su punto maximo en HSIL, pero, a
diferencia de L1 y VLPs-L1 en las lesiones de bajo grado los anticuerpos anti-E6 y anti-E7 son
practicamente indetectables. Contrariamente, los niveles de anticuerpos dirigidos contra la proteina E4 son
bajos en mujeres sanas, experimentando un aumento en aquellas con lesiones CIN 1-2, y disminuyendo en
mujeres con HSIL (Tomado de Gutiérrez-Xicotencatl, et.al.2016) (7).

Recientemente, Salazar Pifia y colaboradores demostraron la posibilidad de utilizar en
combinacion los anticuerpos séricos anti-E4 y anti-E7 para discriminar entre CaCU y
CIN2-3, con una sensibilidad del 93.3% y una especificidad moderada de 64.1%.
Demostrando también que la sensibilidad a los anticuerpos anti-E4 y los anti-E7 es
elevada en cualquier momento de la actividad sexual, lo que sugiere que pueden ser
(48)

biomarcadores para la deteccion temprana del cancer de cérvix uterino

Contrariamente se conoce poco sobre la presencia de anti-E4 en otros canceres asociados
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a HPV pues se ha identificado una prevalencia menor al 30% en céncer de ano, vulva y
pene, lo que podria suponer que los mismos marcadores serolégicos, en este caso los
anticuerpos anti-E4, no estdn presentes en proporciones iguales en todos los canceres
asociados a HPV ©7). Por lo anterior, se sugiere que los anticuerpos contra E4 podrian ser

marcadores exclusivos para la deteccion de las lesiones tempranas del cérvix uterino ¢7).

2. Justificacion

El cancer de cérvix uterino, constituye el cuarto cancer de mayor incidencia y mortalidad
dentro de la poblacion femenina a nivel mundial, y esta relacionado en un 99.7% con la
infeccion por el HPV, especialmente los tipos 16 y 18 034 Aunque el HPV es el
principal factor etiologico, existen otros factores de riesgo relevantes como el
tabaquismo, la multiparidad, las multiples parejas sexuales y la coinfeccion con HIV y
clamidia 7. La infeccion persistente por HPV puede generar lo que se conoce como
neoplasias intraepiteliales cervicales que pueden ir desde lesiones de bajo grado (LSIL):
CIN1-CIN2 hasta lesiones de alto grado (HSIL): CIN3 y CaCU ©).

Los métodos actuales para la deteccion de las lesiones como Papanicolaou, colposcopia,
presentan limitaciones, mientras que las pruebas moleculares de deteccion de DNA y
mRNA de HPV no distinguen adecuadamente entre las lesiones de diferente grado (16
19:18) Por ello, se han estudiado biomarcadores como pl16, MCM-2 y Ki-67, pero su
especificidad es limitada debido a su presencia en otros tipos de canceres ?". En este
contexto, la proteina E4 de HPV, altamente expresada en las lesiones productivas (20-
30%), ha sido propuesta como un posible biomarcador para las LSIL. Sin embargo, hasta
el momento los métodos de empleo de esta proteina como posible biomarcador dependen
de una muestra de tejido o biopsia ).

Los anticuerpos séricos contra las proteinas del HPV parecen ser una alternativa viable,
ya que permiten detectar de manera indirecta y amplificada la presencia de antigenos
virales, asociandose ademas con las diferentes etapas de la infeccion. En particular, los
anticuerpos anti-E4 tienen una prevalencia elevada en lesiones de bajo grado (hasta un
70%) y disminuyen en CaCU. Por otro lado, las inmunoglobulinas séricas (IgM, IgA e
IgG) ofrecen informacién sobre el estado de la infeccion: desde infecciones tempranas
(IgM), hasta persistentes (IgG), mientras que las IgA se han relacionado con procesos de
eliminacion U7-3%, Por lo tanto, evaluar el perfil de inmunoglobulinas séricas contra E4
de HPV puede ser una estrategia prometedora para mejorar la deteccion y diferenciacion

de lesiones de bajo grado, sustentando su analisis como eje central de esta investigacion.
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3. Pregunta de investigacion.

(Que perfiles de inmunoglobulinas séricas (IgM, IgA, IgG) contra E4 de HPV 16 pueden

ser utilizados como biomarcadores de lesiones del cérvix uterino?

4. Hipotesis.

Si la presencia de anticuerpos séricos contra E4 de HPV16 se relaciona con las lesiones
del cérvix uterino, y las IgM se asocian a infecciones recientes, las IgA a la infeccion en
las mucosas, la eliminacion del virus, y lesiones de bajo grado, y las IgG a infecciones
persistentes y lesiones de alto grado, entonces el perfil IgA-IgM estara relacionado con
un proceso regresivo, mientras que el perfil [gA-IgG estard asociado con una infeccion

persistente y un mayor riesgo de progresion a lesiones de alto grado.

5. Objetivo General.

Evaluar los perfiles de inmunoglobulinas séricas IgM, IgA, e IgG contra E4 de HPV16

que pueden ser utilizados como biomarcadores de las lesiones del cérvix uterino.

6. Objetivos especificos.

1. Determinar la presencia de inmunoglobulinas séricas IgM, IgA, IgG contra E4 de
HPV16 en mujeres con diferente grado de lesion en el cérvix uterino.

2. Evaluar la asociacion entre los perfiles de anticuerpos IgM, IgA, IgG contra E4 y el
grado de lesion del cérvix uterino.

3. Validar los perfiles de anticuerpos contra E4 de HPV16 como posibles biomarcadores
del grado de lesion del cérvix uterino.

4. Evaluar la asociacion entre otros factores de riesgo y los perfiles de anticuerpos contra

E4 en relacion con la presencia de lesiones en el cérvix uterino.
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7.Materiales y Métodos

7.1. Tipo de estudio y consideraciones éticas.

Corresponde a un estudio retrospectivo transversal anidado en un estudio previo realizado
por la Dra. Lourdes Gutiérrez Xicotencatl (2009-2016) denominado “Evaluacion del
perfil de inmunoglobulinas séricas contra antigenos de HPV como sistema de
diagnostico temprano para detectar a mujeres en riesgo de desarrollar lesiones en el
cérvix uterino”. El estudio conto con la aprobacion del Comité de Etica en Investigacion
del Instituto Nacional de Salud Publica (INSP), ya que cumplié con todos los requisitos

de ética y de confidencialidad que supone una investigacion con humanos.

7.1.2 Descripcion de la poblacion objeto de estudio.

¢ Poblacion de referencia: La poblacion de referencia estuvo conformada por mujeres
entre 18 y 64 afos de edad que asistian a la Clinica de Displasias del Hospital General
de Cuautla “Dr. Mauro Belauzaran Tapia”, que acudieron tras un estudio de PAP
positivo para deteccion de cancer de cérvix uterino. Se obtuvo la firma de una Carta
de Consentimiento Informado y llenado del cuestionario “V1” (Anexol), de 485
mujeres de las cuales 320 tenian lesiones del cérvix y 150 no presentaban lesiones
(grupo control). Se les realiz6 muestreo para estudio citologico, deteccion de DNA de
HPV y toma de sangre. Los criterios de inclusion fueron: (a) asistir a la Clinica de
Displasias del Hospital General de Cuautla, (b) tener entre 18 y 64 afios, (c) tener
residencia fija en el estado de Morelos, (d) no tener antecedentes de lesiones en cérvix,
ni tratamiento previo, (e) sin histerectomia, (f) aceptar participar en el estudio y (g)
firma de consentimiento informado. Mientras que, como criterios de exclusion se
consideraron los deseos de abandonar el estudio y la pérdida de seguimiento por causa

desconocida (Fig. 7).

¢ Poblacion de estudio: La poblacion de estudio con lesiones del cérvix uterino fue
seleccionada con base en la prevalencia de anticuerpos a-E4 (11.6%) en la poblacion
de referencia, previamente analizada por Salazar Pifia et al. (2016)“*®, mediante un
ensayo de Slot Blot “Y. Utilizando esta prevalencia y el programa Epi-Info®, se
calcul6 el intervalo de confianza (IC) del 97% para determinar el tamafio de la
muestra. Este andlisis definid6 una muestra objetivo de 120 sueros de mujeres con

diagnostico de CIN, distribuidos equitativamente (40 muestras por grupo) entre CIN1,
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CIN2 y CIN3. Sin embargo, dado que la poblacion de referencia solo disponia de 34
casos de CIN3, el nimero total de mujeres con CIN incluidas en el estudio fue de 114.
Adicionalmente, se incluyeron los 15 sueros disponibles de mujeres con CaCU de la
poblacion de referencia. Por otra parte, la seleccion de los controles internos se realizé
mediante pareo por edad y niimero de parejas sexuales. De manera general, la
poblacion de estudio quedé conformada por un total de 169 mujeres, distribuidas en

los grupos CIN1, CIN2, CIN3, CaCU vy sin lesion (SL) (Fig. 7).

Poblacién control: Para la validacion del ensayo, se emple6 una poblacion control
externa a la poblacion de estudio, compuesta por 40 mujeres adolescentes de 9 a 13
afnos que no habian iniciado relaciones sexuales, ni tenian exposicion previa con HPV.
Estas adolescentes fueron seleccionadas del banco de sueros del
proyecto: "Evaluacion de niveles de inmunogenicidad en mujeres vacunadas
contra HPV en México” (CI:883) del Dr. Eduardo Lazcano Ponce, quien cumplié
con la aprobacion del Comité de Etica del Instituto Nacional de Salud Publica (INSP).
La seleccion de las muestras se realizd mediante un muestreo aleatorio simple
utilizando el programa Win-Epi®, lo que permiti6 mantener la homogeneidad

necesaria en los datos de control.

24



Poblacion de Referencia

Poblacion de Estudio

Mujeres (18-64 afios) asistian a Clinica de
Displasias del Hospital General de Cuautla
“Dr. Mauro Belauzaran Tapia”

(n= 485)

- Firma de carta de consentimiento informado
-Llenado de cuestionario V1
-Citologia, DNA de HPV y muestra de sangre

Y

Dx de Patologia

SL(150), CIN1 (214),
CIN2 (72), CIN3 (34), CaCU (15)
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F Y

v

Seleccion de
Poblacién de Estudio

Prevalencia: 11.6%
IC(97%): Epilnfo

Total de mujeres con CIN (114):
CIN1(40), CIN2(40), CIN3(34)

Sueros de Cancer (CaCU): 15 disponibles

Seleccion de controles internos: Emparejamiento por
grupos (Ntimero de Parejas Sexuales): 40 mujeres Sin
Lesion (SL)

Y

Deteccion de anti-E4 de HPV16

7.2 Produccion y purificacion de la proteina E4

Figura 7. Flujograma de la poblacion de referencia y poblacion de estudio. Poblacion de
referencia: Mujeres que asistian a la Clinica de Displasias del Hospital General Cuautla:
Dr.Mario Belauzaran Tapia (18-64 afios). Poblacion de estudio seleccionada segin la
prevalencia de anticuerpos anti-E4 (11.6%) reportada por Salazar-Pifia. et al 2016~ “¥, el
calculo del tamafio de la muestra se realizo con el programa Epi Info.

La proteina E4 se produjo y purificé previamente en nuestro laboratorio. Su produccion
se llevo a cabo de forma in vitro en el Rapid Translation System a altas concentraciones
y con una baja cantidad de proteinas contaminantes de extractos bacterianos. Por medio
de una reaccion con ribosomas bacterianos, la produccion de E4 se llevo a cabo a 22 °C
durante 16 h con agitacion continua, a partir del plasmido pIVEX- E4 para expresion de
la proteina correspondiente en el sistema. Posteriormente, la proteina E4 se purificod por

cromatografia de afinidad por medio de una columna de Ni-NTA de acuerdo con lo

25



Materiales y Métodos

descrito previamente (Salazar-Pifia, et al, 2016) “®. Una vez purificado, el antigeno viral
HPV16-E4 se analiz6 mediante inmunoblot para verificar la presencia e identidad de la
proteina. Para ello, se empled un anticuerpo anti-His generado en el laboratorio para
identificar el motivo 6-His presente en las proteinas recombinantes producidas in vitro.
La concentracion de la proteina E4 producida en estas condiciones se calculd mediante el

ensayo BCA para proteinas.

7.3 Cuantificacion de proteinas por BCA

La concentracion de la proteina E4 se determiné utilizando el Kit de ensayo para
cuantificacion de proteinas Micro BCA (Thermo Scientific ®). Para ello, se colocaron
100 uL/pozo de la proteina y se adicion6 la misma cantidad del kit preparado con los
reactivos A, B y C en una proporcion 25:24:1, respectivamente. Se construy6 una curva
estandar de proteina a partir de la albumina sérica bovina (BSA, 2mg/mL) realizando
diluciones seriadas que fueron desde 200 hasta 0 pg/mL (200, 40, 20, 10, 5, 2.5, 1y 0.5
ng/mL). Como control se incluy6 el buffer de elucion de la proteina E4 bajo las mismas
condiciones experimentales. Posteriormente, la placa se incubd durante 2 horas a 37°C y
la absorbancia se midi6 a 562 nm en el lector de ELISA (Thermo Fisher Scientific ®).

Obteniéndose una concentracion de 7.1 pg/mL de la proteina.

7.4 Deteccion de los anticuerpos anti-E4 en suero por ELISA indirecto.

La deteccion de anticuerpos anti-E4 en suero se llevd a cabo mediante un ensayo de
ELISA indirecto. El antigeno E4 fue inmovilizado en placas para ELISA de 96 pozos a
una concentracién de 100 ng/pozo, utilizando buffer de carbonatos (pH 8.9). Las placas
se incubaron durante toda la noche a 4°C para favorecer la adsorcion del antigeno.
Posteriormente, los sitios de unidon no especificos fueron bloqueados con solucion de
bloqueo: PBS, Tween-20 0.05%, leche 5% y azida de sodio 0.02%, durante 2 h. Se
continuo con la adicion de los sueros problema en una dilucion 1:100 incubandose durante
90 minutos a 37°C. Pasado este tiempo, se utilizd un anticuerpo secundario biotinilado
de cabra anti-Ig’s de humano, seguido de estreptoavidina-HRP, ambos fueron incubados
durante 1 h, el anticuerpo biotinilado se incubd a 37°C, mientras que la esptreptoavidina
se incubo a temperatura ambiente. Después de cada incubacion, se realizaron lavados con
buffer de lavado (PBS, Tween 20 0.05% y azida de sodio 0.02%), esta ultima fue excluida
del buffer de lavado luego de la incubacion del segundo anticuerpo biotinilado. La

presencia de anticuerpos anti-E4 se reveld mediante la adicion del sustrato TMB (3,3".5,5-
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tetrametilbencidina) preparado en buffer de acetato de sodio (1:5), el cual fue incubado
durante 1 h a temperatura ambiente en la oscuridad. Finalmente, la reaccion se detuvo
con 50 pL de 4cido sulfurico IM (H2S04) y la absorbancia se midi6o a 450 nm y 620 nm
en el lector de ELISA (Thermo ®).

Concluida la deteccion de anticuerpos o-E4 se procedid a la deteccion de isotipos
especificos (IgM, IgA, IgG) siguiendo el mismo protocolo, pero se utilizaron anticuerpos
especificos contra cada isotipo acoplados a biotina. En esta parte solo se incluyeron los
sueros que resultaron positivos en el ensayo inicial.

Es importante resaltar que los ELISA se realizaron de forma ciega en cuanto al

diagnéstico de la lesion, para evitar el sesgo de interpretacion por parte de los analistas.

7.5 Tipificacion de HPV en muestras biologicas.

La genotipificacion del HPV en las muestras del cérvix uterino fue llevada a cabo por el
laboratorio farmacéutico LSG Clinicos, ubicado en Mexicali, Baja California, México.
Para este procedimiento se emple6 una reaccion en cadena de polimerasa (PCR) seguida
de pirosecuenciacion, lo que permitié la identificacion de 17 genotipos de HPV: 6, 11,

16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 54, 56, 58, 59 y 68.
7.6 Analisis estadistico

7.6.1 Conversion de absorbancias a Unidades ELISA (UE/mL) y estimacion del

punto de corte.

La determinacion de los titulos de anticuerpos a-E4 se realizé mediante la transformacion
de las absorbancias en Unidades ELISA (UE/mL) por medio de una curva de cuatro
parametros (4PL) realizada mediante el programa AssayFitPro® para la cual se utilizaron
diluciones seriadas de un pool de 7 sueros que presentaron las mayores absorbancias para
anticuerpos anti-E4 en el ensayo de ELISA. Por su parte, el valor del punto de corte (PC)
se estimo utilizando el banco de sueros de la poblacion de adolescentes y se definié como
la media geométrica més dos desviaciones estandar (PC= 366.21UE/mL). Este mismo
procedimiento se siguid para los resultados obtenidos de la deteccion de los isotipos, solo
que en este caso no fue posible utilizar para el punto de corte a las adolescentes, en esta
parte se tomaron a las mujeres sin lesion, para estos casos se defini6 como la media
geométrica mas una desviacion estdndar quedando establecidos en: aE4-IgM
(PC=599.269 UE/mL), oE4-1gA (PC=181.743 UE/mL) y oE4-1gG (PC=2661.03
UE/mL)
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7.6.2 Analisis sociodemografico de la poblacion de estudio, validacion clinica de

anticuerpos anti-E4 y ajuste del modelo por factores de riesgo.

Se realizo la descripcion de las caracteristicas sociodemograficas y de comportamiento
sexual del grupo sin lesion (SL) versus los grupos CIN1, CIN2, CIN3 y CaCU,
identificando la diferencia de proporciones con una prueba exacta de Fisher.

Para la validacion del modelo diagndstico basado en la deteccion de anticuerpos a-E4 de
HPV16, se calcularon: la sensibilidad (proporciéon de verdaderos positivos entre los
individuos con la enfermedad), especificidad (tasas de falsos positivos sobre el total de
sujetos sanos), valor predictivo positivo (VPP), valor predictivo negativo (VPN) y AUC
(4rea bajo la curva, del inglés, Area Under the Curve). Inicialmente dichos parametros se
estimaron para los resultados obtenidos con los anticuerpos anti-E4 de HPV16.
Posteriormente, se realizé el mismo andlisis para cada isotipo de anticuerpo por separado:
aE4-1gM, aE4-IgA y aE4-1gG.

Adicionalmente, fue utilizado un modelo de regresion logistica multinomial para estimar
la asociacion entre los niveles de anticuerpos a-E4 versus el grado de lesion del cérvix
uterino y diversos factores de riesgo. Para cada variable fueron calculadas las razones de
momios (OR), los intervalos de confianza del 95% (IC95%) y los p-valor, este Gltimo
mediante el andlisis de p de tendencias. Este analisis se realizo tanto para los anticuerpos
totales a-E4 como para cada uno de los isotipos. Aquellas variables sociodemograficas y
de comportamiento sexual que mostraron una asociacion estadisticamente significativa o
relevante fueron consideradas para el ajuste del modelo. Con base en el ajuste
mencionado, se realizo nuevamente el calculo de la sensibilidad, especificidad, VPP,
VPN y AUC.

Todos los analisis estadisticos fueron realizados en el software STATA version 14.0,

considerando el nivel de significancia del 10% (a=0.10).
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8. Resultados

8.1 Estandarizacion del ensayo de ELISA para deteccion de anticuerpos anti-E4 de

HPV16.

8.1.1. Estandarizacion de la dilucion del anticuerpo anti-Ig’s totales biotinilado.

La aplicabilidad y reproducibilidad de los ensayos ELISA dependen en gran medida de
la correcta integracion de todos los parametros que conforman el ensayo. Pequefias
modificaciones en alguna de las etapas del proceso pueden generar variaciones de gran
impacto en los resultados a obtener ). Teniendo en cuenta esto, con el objetivo de
determinar la presencia de anticuerpos totales a-E4 y de inmunoglobulinas séricas (o-
E4/1gM, a-E4/IgA, a-E4/1gG) especificas en mujeres con diferentes grados de lesion, se
comenzo6 con la estandarizacion del protocolo para determinar la presencia de anticuerpos
a-E4 en suero por ELISA.

Uno de los puntos clave para la optimizacion de nuestro ensayo fue definir la dilucion
adecuada del anticuerpo secundario a través de la cual se obtienen mejores valores de
absorbancia. Para ello, se evalu6 una serie de siete diluciones seriadas en proporcion 1:2
que fueron desde 1:2,000 hasta 1:128,000 “% 30

Nuestros resultados mostraron que la dilucion 1:4,000 ofrecia una mejor discriminacion
entre los sueros controles, positivo y negativo, manteniendo una buena intensidad de sefial
para el control positivo y un fondo bajo para el negativo. En el resto de las diluciones se
observo una disminucion de mas del 7% para el control positivo. Teniendo en cuenta los
resultados obtenidos (Fig. 8), se selecciond la dilucion 1:4,000 como la adecuada para el
anticuerpo secundario biotinilado, la cual fue empleada en los ensayos posteriores ya que

¢ésta permite diferenciar muy bien los controles, siendo el fondo del sistema bajo.
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Figura 8. Estandarizacion de la dilucién del 2%° anticuerpo a-Ig’s totales biotinilado. El ensayo
de ELISA-E4 se llevo a cabo con 100 ng de E4, los sueros de control en dil. 1:100 y el 2% anticuerpo
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anti-Ig’s biotinilado se usé en diluciones 1:2,000, 1:4,000, 1:8,000, 1:16,000, 1:32,000, 1:64,000,
1:128,000. Mientras que la estreptoavidina-HRP se mantuvo en dil. 1:2,000. Las barras muestran la
desviacion estandar de los datos.

8.1.2. Estandarizacion de la dilucion de la estreptoavidina-HRP para el ensayo
ELISA-EA4.

La estreptoavidina-HRP se une a la biotina del segundo anticuerpo proporcionando un
aumento en la sensibilidad del ensayo, con lo cual se asegura la deteccion de sueros con
titulos de anticuerpos bajos, evitandose la presencia de falsos negativos ).

La dilucion de la estreptoavidina-HRP fue muy similar a lo que se realizé con el 2%
anticuerpo. En este caso se probaron igualmente un total de siete diluciones para analizar
el mejor ajuste para este reactivo, las cuales fueron de 1:2,000, 1:4,000, 1:8,000, 1:16,000,
1:32,000, 1:64,000 y 1:128,000, manteniendo constantes todos los demds parametros del
ensayo. Al analizar los resultados, observamos que la dilucién 1:2,000 fue la que mejor
ajusto con los controles, siendo esta dilucion en donde se observa la mayor diferencia

entre el suero positivo y el negativo con un bajo fondo del sistema (Fig. 9).
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Figura 9. Estandarizacion de la dilucion de la estreptoavidina-HRP en el ELISA-E4. El ensayo de
ELISA-E4 se llevo a cabo con 100 ng de E4, los sueros de control en dil. 1:100 y el 2do anticuerpo anti-Ig’s
biotinilado se usé en dilucion 1:4,000. De la estreptoavidina-HRP se utilizaron diferentes diluciones que
fueron de 1:2,000, 1:4,000, 1:8,000, 1:16,000, 1:32,000, 1:64,000 y 1:128,000. Las barras muestran la
desviacion estandar de los datos.

8.1.3 Parametros ajustados.
Ademés de la optimizacion de la dilucion del anticuerpo secundario y de la
estreptoavidina-HRP, se ajustaron otros parametros del ensayo con el objetivo de

establecer las condiciones finales y oOptimas para el mismo. La Tabla I muestra un

resumen de todos los parametros estandarizados.
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Tabla I. Parametros estandarizados para ELISA-E4.

Pardmetro ajustado Ajuste Realizado
Concentracion del Antigeno (Proteina E4) 100 ng/pozo
Dilucién de los sueros 1:100
Buffer de Carbonatos X
Dilucion del 2do anticuerpo 1: 4,000
Dilucion de estreptoavidina-HRP 1:2,000
Tiempo de incubacion del cromogeno 60min

Por ultimo, se decidi6 analizar la reproducibilidad interensayo, con el objetivo de evaluar
la variabilidad intrinseca del método. Para ello, se realizd una serie de ensayos
manteniendo constantes todos los parametros previamente definidos como 6ptimos, sin
cambios en el analista, los equipos, reactivos o el tiempo de ejecucion ®?. Los resultados
obtenidos muestran un coeficiente de variacion (CV) para el control positivo de 5.85% y
para el control negativo de 7.86%, lo que permitié considerar que el ensayo posee una
variabilidad intrinseca aceptable, es decir, el método posee una buena precision entre

determinaciones independientes realizadas en las mismas condiciones.

8.2 Descripcion de la poblacion de estudio

En la Tabla II se muestran las caracteristicas sociodemograficas y de comportamiento
sexual de las 169 mujeres incluidas en el presente estudio, las cuales fueron divididas en
cinco grupos de acuerdo con el grado de lesion del cérvix uterino que presentaban: SL
(n=40), CIN1 (n=40), CIN2 (n=40), CIN3 (n=34) y CaCU (n=15). La seleccion de la
poblacion se realizé tal y como se describe en el apartado de Materiales y Métodos.

La poblacion estudiada presentd una edad promedio de 40.2 afios (rango de 18-69 afos),
siendo el grupo de edad de 30 a 49 aiios el de mayor prevalencia en los diferentes grados
de lesiones cervicales, a excepcion del CIN3. En cuanto al estado civil, el 74.5% de las
mujeres (126/169) reportaron tener pareja estable, y mas del 55% tienen un nivel de
educacion primaria. El habito de fumar fue minoritario, ya que, el 91.7% de las
participantes declar6 no fumar.

En relacion con el comportamiento sexual, un poco mas del 50% de la poblacion declard
haber tenido mas de dos parejas sexuales a lo largo de su vida, mientras que el tiempo

de actividad sexual (TAS) se concentro en el intervalo de 11 a 30 afios de actividad. Por
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su parte, en el nimero de embarazos el rango mas frecuente fue el de 3 a 5 (48%) y solo
el 27.8% de las mujeres fueron positivas para la deteccion de DNA de HPV (47/169).

Mediante la prueba exacta de Fisher se realizaron las comparaciones entre el grupo SL
frente a los grupos de mujeres con diferentes lesiones, tanto en las caracteristicas
sociodemograficas como en las de comportamiento sexual (Tabla II). Los factores de
riesgo como edad, nivel de educacion, fumar, tiempo de actividad sexual, nimero de
embarazos e infeccion por HPV presentaron diferencias significativas o marginalmente
significativas al realizar la comparacion entre el grupo sin lesion y los distintos grados
de lesion del cérvix uterino. Dado que se ha demostrado que estas caracteristicas
constituyen factores de riesgo de relevancia para la aparicion de las lesiones, fueron

consideradas para el posterior ajuste de los modelos de regresion “431-52)

Tabla II. Caracteristicas sociodemograficas y comportamiento sexual de la poblacion de estudio.

Caracteristicas Total L cm1 o2 cm3 CaCU
Sociod il on (u=40) (n=40) (n=40) (n=34) (n=15)
n=169 n (%) n (%) P n (%) P n (%) P n (%) P
Edad (Aiios) n=143
<29 18 0 (0 5 (13) 6 (15) 6  (18) 1 %)
30-39 52 14 (3%) 12 (30) 11 (28) 11 (32) 4 @D
0.107 0.281 0.053 0.750
40-49 43 10 (25) 14 (35) 11 (28) 3 9) 5 (33)
>50 30 g (20) 3 (8) 8 (20) 5 (29 3 (20
Estado Civil n=169
Con pareja estable * 126 30 (73) 31 (78) 33 (83) 21 (62) 11 (73)
1.000 0.380 0.314 1.000
Sin pare_iaestable2 43 10 (25) 9 (23) 7 (18) 13 (38) 4 (¢
Nivel de Educacién n=136
Primaria 75 25 (63) 9 (23) 17 43) 15 (44) 9 (60)
Secundaria 53 9 (23) 24 (60) 0000 o (23) 0373 o e 0704 2 (3 0407
Medio-Alto 8 13 2 (5) 3 (8) 1 3) 1 )
Fuma n=169
No 155 39 (98) 37 (93) 38 (95) 28 (82) 13 (87)
0.615 1.000 0.043 0177
si 14 13 3 (8) 2 (5) 6  (18) 2 (13)
Actividad Sexual
No. Parejas Sexuales n=169
0-1 80 19 (48) 25 (63) 19 (48) 12 (35) s (33)
0.261 1.000 0.348 0.380
>2 89 21 (53) 15 (38) 21 (53) 22 (65) 10 (67)
Tiempo Actividad Sexual
Ao =143
=10 19 13 6 (15) 6 1s) 5 (1% 1 %)
11-20 43 g (200 13 (33) 9 (23) 9 (26) 42D
0.076 0.304 0.085 0.485
21-30 44 14 (3% 1 (28) 11 (28) 5 (1% 3 (20)
=31 37 9 (23) 4 (10) 10 (25) 9 (26) 5 (33)
Niumerco Embarazos n=169
0-2 33 6 (15) 12 (30) 8 (20) 6 (18) 1 (@)
3.5 81 17 (43 22 (55)  go20 18 (45) 16 (47 gs18 8 (53 o768
0.760
=6 55 17 (43) 6 (15) 14 (35) 12 (35) 6 (40)
Infeccion por HPV n=169
Negativos 122 31 (78) 34 (85) 24 (60) 27 (79) 6  (40)
Bajo Riesgo ® 7 3 (8) 2 (5) 2 (5) 0 (0) 0 (0)
0.748 0.206 0.214 0.004
HPV16 24 3 (8) 3 (8) 5 (13) 6 (18) 7 (47)
Alto Riesgo * 16 3 (8) 1 (3) 9 (23) 1 3) 2 (13)
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8.3 Titulos y prevalencias de anticuerpos anti-E4 Ig’s totales por grado de lesion de

cérvix uterino.

Los titulos de anticuerpos se obtuvieron a partir de los ELISA indirectos realizados en el
suero de mujeres sin lesion y en aquellas con distintos grados de lesion del cérvix uterino
(CIN1, CIN2, CIN3), incluyendo los casos de cancer (CaCU). En el grupo Sin Lesion,
los valores oscilaron entre 85.7 y 593.1 UE/mL, y en CIN1 se observaron rangos similares
(153.3a536.2 UE/mL). En contraste con los grupos CIN2 y CIN3 en los cuales se registro
un aumento marcado, alcanzando valores superiores a las 1220.4 UE/mL, lo que sugiere
una mayor respuesta inmunologica conforme la lesion progresa. En los casos de CaCU,
los valores llegaron hasta 849.4 UE/mL que, aunque son menores a los observados en el
CIN3, permanecen por encima del grupo: SL y CINI.

El punto de corte para los anticuerpos anti-E4 Ig’s totales se calcul6 tal y como se describe
en la seccion de Materiales y Métodos, quedando en 366.21 UE/mL. La prevalencia
general fue de 28.4% (48/169). El andlisis por grupos revelod que las mujeres con CaCU
mostraron la prevalencia mas alta (40.0%), seguidas del grupo Sin Lesion (30.0%). En
los grupos CIN1 (22.5%), CIN2 (27.5%) y CIN3 (29.4%) se observo una tendencia

ascendente en la prevalencia (Fig.10).
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Figura 10. Prevalencias de anticuerpos anti-E4 Ig’s totales en el grupo sin lesion, en los distintos
grados de lesion (CIN1, CIN2, CIN3) y en el cancer cervicouterino (CaCU). La linea discontinua roja
representa el punto de corte (PC: 366.21 UE/mL) que corresponde a la media geométrica mas dos
desviaciones estandar.
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8.4 Validacion clinica de deteccion de anticuerpos anti-E4 Ig’s totales para deteccion

de lesiones premalignas.

La validacion clinica de los anticuerpos a-E4-Ig’s totales se evalud considerando la
sensibilidad, la especificidad, el valor predictivo positivo (VPP), el valor predictivo
negativo (VPN) y el area bajo la curva (AUC) para cada grado de lesion del cérvix uterino
(Tabla III). La especificidad mantuvo valores por arriba del 75% al ser evaluada con los
diferentes grados de lesiones en el cérvix. El VPP fue mayor en el grupo sin lesion (70.6%)
con una tendencia a disminuir conforme avanza la lesion, hasta llegar a 54.6% en céancer.

En contraste, el VPN fue del 64% en CaCU (Tabla III).

Tabla I11. Andlisis de sensibilidad, especificidad, VPP, VPN y AUC de anticuerpos anti-E4-Ig’s

totales.
Pardmetro Diagndostico*

SL CINI CIN2 CIN3 CaCU

Sensibilidad 30.0 225 275 29.4 40.0

Especificidad 76.2 76.2 76.2 76.2 76.2

VPP 70.6 64.3 68.8 66.7 54.6

VPN 36.4 34.0 35.6 40.0 64.0
AUC 0.5310  0.5065  0.5185 0.5280 0.5810

* Comparacion de adolescentes vs. tipo de lesion

Por otra parte, se analizd la asociacion entre la presencia de anticuerpos o-E4 con los
diversos factores de riesgo y con el diagnostico histopatoldgico, a fin de identificar
factores que pudieran contribuir a la deteccion de las lesiones del cérvix uterino (Tabla
IV). Un andlisis de p de tendencias se incorpord para fortalecer nuestro andlisis
estadistico.

En el modelo de regresion logistica realizado, la presencia de anticuerpos a-E4 mostrd
asociaciones positivas con los distintos grados de lesion, siendo los valores de OR de 1.28
(IC95%: 0.37-4.51) para CIN2, 1.14 (IC95%: 0.30-4.26) para CIN3 y 3.54 (1C95%: 0.62-
20.34) para CaCU, siendo esto marginalmente significativo (p=0.0745).

El namero de parejas sexuales presentd una asociacion positiva (OR = 1.04), mientras
que el resto de los factores de riesgo analizados no mostrd asociaciones positivas o
significativas. No obstante, todos los factores de riesgo que se muestran en la tabla fueron
incluidos en el ajuste del modelo con el propdsito de optimizar el rendimiento clinico de

la prueba.
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Tabla IV. Asociacion entre la presencia de a-E4 y factores de riesgo.

- . , a-E4
Camae:;:;;f;:}:;ii;”;i’:ﬁ casy de Negativos Positivos OR IC (95%) P
n=121 n=48
n % n %
Lesiones n=169
SL 40 28 23.1 12 25.0 Ref. -
CIN1 40 31 25.6 9 187 043 (0.11-1.68)
CIN2 40 29 24.0 11 23.0 1.28 (0.37-4.51) 0.0745
CIN3 34 24 19.8 10 20.9 1.14 (0.30-4.26)
CaCU 15 9 7.4 6 12.5 3.54 (0.62-20.34)
Nivel de Educacion n=136
Primaria 75 53 558 22 53.6 0.39 -
Secundaria 53 37 39.0 16 39.0 0.57 (0.06-2.52) 0.3252
Medio-Alto 8 5 5.3 3 7.3 Ref. (0.09-3.55)
Tiempo de Actividad Sexual (Afios) n=143
<10 19 11 11.1 8 18.2 Ref. -
11-20 43 33 333 10 22.7 0.35 (0.09-1.31) 0.7854
21-30 44 30 30.3 14 31.8 0.55 (0.15-1.96)
>31 37 25 25.2 12 273 0.70 (0.16-2.97)
Infeccion por HPV n=169
Negativos 122 85 70.2 37 77.1 Ref. -
Bajo Riesgo 7 6 5.0 1 2.1 0.27 (0.03-2.61) 03722
HPV16 24 12 14.9 4 12.5 0.39 (0.094-1.60)
Alto riesgo 16 18 9.9 6 8.3 042  (0.081-2.18)
Niimero de Parejas Sexuales n=169
0-1 80 59 48.8 21 43.7 Ref. -
>2 89 62 51.2 27 5625  1.04 (0.41-259) 09312

El ajuste del modelo se realizo tal y como se mencion6 anteriormente de acuerdo con los
factores de riesgo mencionados. Como resultado, la sensibilidad alcanzé un 21.6%, la
especificidad alcanzo6 un valor de 92.1%, el VPP de 57.1%, el VPN del 70.7% y el AUC
de 0.6867 también experimentaron un aumento, lo que valida un buen ajuste del modelo

de manera general (Fig. 11).

Pardmetro -
Sensibilidad 21.6% o
Especificidad 92.1% .
VPP 57.1% 2.
VPN 70.7% ’
AUC 0.6867 <]
*Ajuste realizado por lesiones, nivel de educacién, .
tiempo de actividad sexual infeccién por HPV y 31 : : : :
numero de parejas sexuales 0.00 0.25 1. Esgésc%icidad 075 1.00
Area Bajo la Curva ROC = 0.6867

Figura 11. Ajuste del modelo por caracteristicas sociodemograficas. La figura muestra los valores de
sensibilidad, especificidad, VPP, VPN y AUC obtenidos. A la derecha se observa la curva ROC obtenida, la
cual presentd un AUC de 0.6867.
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8.5 Titulos y prevalencias de isotipos de anticuerpos (IgM, IgA, IgG) contra E4 de

HPYV en lesiones cervicales.

Los sueros de mujeres previamente identificados como positivos para anticuerpos totales
a-E4 fueron analizados para determinar la presencia de los distintos isotipos especificos
IgM, IgA e IgG. Los titulos de anticuerpos para cada una de las inmunoglobulinas
mostraron comportamientos distintos. En el caso de IgM, los valores oscilaron entre 75.2
y 4404.5 UE/mL, mientras que los titulos de IgA se encontraron entre 38.5 y 1876.5
UE/mL. Por otro lado, IgG fue la inmunoglobulina que present6 valores mas elevados,
superando las 8000 UE/mL. Lo que refleja una mayor magnitud de respuesta humoral

mediada por IgG frente a E4, mientras que IgA e IgM muestran respuestas variables.

Como se muestra en la Figura 12, se observd que la prevalencia de anticuerpos
especificos vari6 entre los distintos isotipos. La mayor proporcion correspondid a o-E4-
IgM con un 33.3% (16/48), seguida de a-E4-IgG con un 18.7% (9/48) y en menor medida
a-E4-IgA con un 6.3% (3/48).
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Figura 12. Titulos de isotipos para anticuerpos anti-E4 (IgM, IgA, IgG) en la poblacién de estudio.
Las lineas discontinuas representan el PC para cada isotipo que corresponde a la media geométrica mas una
desviacion estandar. Los resultados se analizaron en UE/mL, se empleod escala logaritmica para el mejor

ajuste de pos datos.

Las prevalencias de a-E4 e isotipos se analizaron en los distintos grados de lesion del
cérvix uterino. Los anticuerpos a-E4 Ig’s totales mostraron una prevalencia que oscilo
entre 22.5% (CIN1) y 40% (CaCU), representando un aumento de 1.78 veces mayor de
a-E4 en las mujeres con cancer con respecto a las que tenian CIN1 (Fig. 13A). Para el

resto de las lesiones, las prevalencias se mantuvieron en un rango constante.
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La mayor prevalencia de a-E4/IgM (44.4%) se observé en CIN1, y se mantiene por debajo
del 30% en el resto de las lesiones y CaCU (Fig. 13B). Los a-E4/IgA se observan en
CIN2 (18.2%) y estan ausentes en las lesiones CIN1, CIN3 y CaCU (Fig. 13C). Los
anticuerpos a-E4/IgG muestran una prevalencia alta en CIN2 (36.4%), con una tendencia
a la baja en CIN3 (30%) y CaCU (16.7%). Interesante fue observar que la prevalencia en

CIN2 fue 4.36 veces mayor que en el grupo sin lesion, y de 3.6 y 2 veces mayor en CIN3
y CaCU, respectivamente (Fig. 13D).
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Figural3. Prevalencia de anticuerpos totales a-E4 e isotipos segin el grado de lesion del cérvix
uterino. A. Anticuerpos a-E4 Ig’s totales. B. a-E4/IgM, C. a-E4/IgA, D. a-E4/IgG. La prevalencia se

obtuvo para las mujeres Sin lesion (SL), con distintos grados de lesion (CIN1, CIN2, CIN3) y cancer
(CaCu).

8.6 Rendimiento clinico de isotipos (IgM, IgA, IgG) de anticuerpos contra E4 de
HPV.

Una vez que se identifico la prevalencia y distribucion de los perfiles de isotipos de a-
E4 presentes en los diferentes grados de lesiones del cérvix, se procedié a analizar el
rendimiento clinico de estos perfiles de anticuerpos contra E4. Para ello, se realiz6é un
analisis de sensibilidad, especificidad, VPP, VPN y AUC, para cada isotipo especifico
de inmunoglobulina (0-E4/IgM, a-E4/IgA, a-E4/IgG), mediante la comparacion del
grupo sin lesion (SL) frente a los distintos grados de lesion del cérvix uterino (CINI,
CIN2, CIN3 y CaCU) (Tabla V). El analisis mostr6 una alta especificidad (>65%) para
la mayoria de las lesiones y cancer, la cual fue especialmente alta (91.7%) en la
comparacion SL vs. CIN2 para a-E4/IgA y a-E4/1gG, lo que indica una buena capacidad

del modelo para identificar mujeres positivas para CIN2+. Mientras que el VPP fue alto
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en o-E4/IgG para CIN2 (80.0%) y CIN3 (75.0%). Por otro lado, el VPN fue

moderadamente elevado para a-E4/IgG en CaCU (68.8%). En el resto de los casos, tanto

el VPP como el VPN no mostraron valores representativos.

La sensibilidad se mantuvo baja en todos los isotipos y con todas las lesiones (< 45%).

El area bajo la curva (AUC) expuso sus mayores valores en a-E4/IgG para CIN2 (0.64)

y CIN3 (0.60) (Tabla V).

Tabla V. Anélisis de sensibilidad, especificidad, VPP y VPN de anticuerpos anti-E4 de acuerdo con

los distintos isotipos.

Diagnéstico o-E4
o-IgM o-IgA o-IgG

SL vs CIN1

Sensibilidad 44.4 - -

Especificidad 66.7 - -
VPP 50.0 - -
VPN 61.5 - -
AUC 0.5556 - -

SL vs CIN2

Sensibilidad 27.3 18.2 36.4

Especificidad 66.7 91.7 91.7
VPP 429 66.7 80.0
VPN 50.0 55.0 61.1
AUC 0.5303 0.5492 0.6402

SL vs CIN3

Sensibilidad 30.0 - 30.0

Especificidad 66.67 - 91.7
VPP 42.9 - 75.0
VPN 53.3 - 61.1
AUC 0.5167 - 0.6083

SL vs CaCU

Sensibilidad 30.0 - 16.7

Especificidad 66.7 - 91.7
VPP 429 - 50.0
VPN 53.3 - 68.8
AUC 0.5167 - 0.5417

* Comparacion del grupo SL vs. tipo de lesion
- No se tienen observaciones en estos grupos

Las asociaciones entre la positividad de anticuerpos o-E4/IgM y las caracteristicas

sociodemograficas, de comportamiento sexual y el grado de lesion del cérvix uterino se

evaluaron mediante una regresion logistica, incorporando la p de tendencia para la mejora

del analisis.

En relaciéon con el grado de la lesion del cérvix uterino, las mujeres con CINI

representaron un 25% del total de positivos para a-E4/IgM, lo que derivo en un OR=2.40

respecto al grupo sin lesion, mientras que el grupo de mujeres con CIN3 representd el

18.8% con un OR= 1.04. El tiempo de actividad sexual mostré un incremento de la

frecuencia de positivos conforme aumentaban los afios de actividad sexual. El grupo de

38



Resultados

21-30 afios tuvo un OR= 6.24, mientras que las mujeres con un tiempo de actividad sexual
mayor a 21 afios la OR=2.51 representa una asociacion positiva. El nimero de parejas
sexuales presentd también una asociacion positiva OR=1.12 pero sin significancia

estadistica en este caso.

Tabla VI. Asociacion entre la presencia de anticuerpos anti-E4 isotipo IgM y factores de riesgo.

C reristi iod 3 d a-E4/1gM
“aracteristicas soct.o emogrificasy de Negativos Positivos OR IC (95%) P
comportamiento sexual
n=32 n=16
n % n %
Lesiones n=48
SL 12 8 25.0 4 250  Ref.
CIN1 9 5 15.63 4 250 240  (0.24-24.03)
CIN2 11 8 25.0 3 188 0.72 (0.08-6.10) 04240
CIN3 10 7 219 3 188 104 (0.12-8.74)
CaCU 6 4 12.5 2 125 042 (0.03-6.79)
Estado Civil n=48
Con pareja estable 38 25 78.1 14 875  Ref. 0.7300
Sin pareja estable 8 7 219 2 125 0.69 (0.08-5.62) ’
Tiempo de Actividad Sexual (Afios) n=44
<10 8 7 233 1 71  Ref.
11-20 10 8 26.7 2 143  1.04 (0.05-21.82)
0.2719
21-30 14 7 233 7 500  6.24 (0.52-74.48)
>31 12 8 26.7 4 286  2.51 (0.17-36.49)
Niumero de Parejas Sexuales n=48
0-1 21 14 43.7 7 43.7  Ref.
27 18 0.8936
>2 56.2 9 562 112 (0.21-5.75)

No fue posible establecer una asociacion entre la presencia de a-E4/IgA y las caracteristicas
sociodemograficas y de comportamiento sexual. Esto debido al bajo numero de casos que
resultaron positivos en este grupo (n=3). Aunque se realizé un andlisis estadistico mediante una
prueba p de tendencias no se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas debido al

bajo nimero de muestras. (Tabla VII).
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Tabla VII. Prevalencias de a-E4/IgA en los grupos por lesion, tiempo de actividad sexual y nimero
de parejas sexuales.

. . X a-E4/IgA
Caracteristicas sociodemogrificasy de comportamiento Negativos Positivos »
sexunal
n=45 n=3
n % n %
Lesiones n=48
SL 12 11 24.4 1 333
CIN1 9 o 20.0 0 0.0
CIN2 11 9 20.0 2 66.7 0.568
CIN3 10 10 222 0 0.0
CaCU 6 6 133 0 0.0
Tiempo de Actividad Sexual (Afios) n=44
<10 8 7 17.1 1 33.3
11-20 10 10 24.4 0 0.0
0.979
21-30 14 13 31.7 1 333
>31 12 11 26.8 1 333
Numero de Parejas Sexuales n=48
0-1 21 20 44.4 1 33.3
>2 27 25 55.6 2 66.7 0710

Las asociaciones entre la positividad de anticuerpos a-E4/IgG y los factores de riesgo se
evaluaron al igual que en las otras inmunoglobulinas mediante una regresion logistica,
incorporando ademas la p de tendencias para reforzar el analisis.

En cuanto al grado de lesion, el grupo CIN2 fue el que mostré mayor prevalencia (44.4%),
obteniéndose un OR de 13.01, lo que indica una asociacion marcada entre la presencia de o-
E4/1gG y este nivel de lesion. Para CIN3 y CaCU también se identificaron asociaciones elevadas,
con OR de 9.55 y 4.10 respectivamente. Ademads, las mujeres mayores de 50 afios presentaron
un OR de 13.27, evidenciando una asociacion importante entre la positividad de IgG y este grupo

etario. Por su parte, las mujeres con tres a cinco embarazos mostraron la mayor prevalencia de

IgG (6%), lo que reflejé un OR de 2.15 (Tabla VIII).
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Tabla VIII. Asociacion entre la presencia de anticuerpos anti-E4 isotipo IgG y factores de

riesgo.
.. . . a-E4/IgG
Caracteristicas soct.odemogmﬁcasy Negativos Positives OR 1€ (95%) »
de comportamiento sexual - _
n=39 n=9
n % n %
Lesiones n=48
SL 12 11 282 1 11.1 Ref.
CIN1 9 9 23.1 0 0.0 - -
CIN2 11 7 17.9 4 44.4 13.01 (0.39-429.76)  0.3068
CIN3 10 7 17.9 3 33.0 9.55 (0.40-224.93)
CaCU 6 5 12.8 1 11.1 4.10 (0.07-224.39)
Edad (4iios) n=44
<29 6 4 114 2 222 Ref.
30-39 16 14 40.0 2 222 0.59 (0.02-14.00) 02103
40-49 10 9 25.7 1 11.1 0.54 (0.01-8.22)
=50 12 8 22.9 4 444 1327 (0.19-922.45)
Nuamero Embarazos n=48
0-2 9 8 20.5 1 11.1 Ref.
3-5 27 21 53.8 [ 66.7 2.15 (0.11-43.4) 0.5329
>6 12 10 25.6 2 222 0.23 (0.00-23.27)
Infeccion por HPV n=48
Negativos 37 30 76.9 7 77.8 Ref.
Bajo Riesgo 1 1 2.7 0 0.0 - -
0.3808
HPVI16 6 5 12.8 1 11.1 0.44 (0.01-14.23)
Alto riesgo 4 3 7.7 1 25.0 1.14 (0.06-19.18)
Niimero de Parejas Sexuales n=48
0-1 21 17 43.6 4 444 Ref.
>2 27 22 56.4 5 556 012 (0.00-1.52)  0.1016

Una vez identificadas las caracteristicas sociodemograficas y de comportamiento sexual con
mayor influencia sobre la asociacion de los distintos tipos de anticuerpos, se procedio al ajuste
de los modelos de regresion logistica.

En el caso de a-E4/IgM el ajuste se realiz6 teniendo en cuenta: tipo de lesion del cérvix uterino,
estado civil, tiempo de actividad sexual y nimero de parejas sexuales. Los resultados mostraron
una baja sensibilidad (35.7%), pero una alta especificidad (90.0%), lo que indica que la prueba
es capaz de identificar correctamente a las mujeres negativas, lo cual estd en concordancia con
el alto VPN obtenido (75.0%). En este caso se obtuvo un AUC de 0.7274, lo cual es bueno
teniendo en cuenta el pequefio tamafio de nuestra muestra (Fig. 14).

Por su parte, el ajuste del modelo para a-E4/IgG se realizo teniendo en cuenta: tipo de lesion del
cérvix uterino, edad, nimero de embarazos e infeccion por HPV, mientras que el nimero de
parejas sexuales se incluy6 en nuestra tabla, pero no en el ajuste de nuestro modelo. En este caso
también obtuvimos una alta especificidad y VPN correspondientes a 92.6% y 78.1%
respectivamente, mientras que el AUC obtenido fue de 0.866, siendo el valor mas alto entre
todos los andlisis realizados, lo que sugiere que nuestra prueba tiene una alta capacidad

discriminatoria (Fig. 14).
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Para el caso de a-E4/IgA, no fue posible realizar el ajuste del modelo debido a que solo
obtuvimos tres casos positivos para esta inmunoglobulina lo que limité nuestro analisis

estadistico.

o-E4/1gM o-E4/1gG
Sensibilidad 35.7% 22.2%
Especificidad 90.0% 92.6%
VPP 62.5% 50.0%
VPN 75.0% 78.1%
AUC 0.7274 0.8663
ROC (0-E4/IgM) ROC (¢-E4/IgG)
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Figura 14. Curvas ROC de los modelos ajustados para a-E4/IgM y a-E4/IgG. En la tabla se muestran
los valores de sensibilidad, especificidad, VPP, VPN y AUC obtenidos para cada modelo. La curva de la
izquierda corresponde al modelo ajustado para a-E4/IgM (AUC=0.7274) y la de la derecha al modelo
ajustado a-E4/IgG (AUC=0.8663).
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9. Discusion

El cancer de cérvix uterino es la cuarta causa de muerte en mujeres a nivel mundial © y
pese a las campanas de prevencion y a los programas de vacunacion, sigue siendo un
problema de salud importante. La deteccion temprana de este cancer y de las lesiones
precursoras es esencial para reducir la mortalidad asociada al mismo ©*. Los protocolos
actuales se basan en citologia liquida (Papanicolau), colposcopia y pruebas

complementarias como la deteccion de DNA y RNA de HPV 9

, ya que el 99% de los
casos estan vinculados al virus ). Sin embargo, estas pruebas presentan limitaciones de
sensibilidad y sobre todo de especificidad, al depender de la interpretacion del personal y
de la calidad de la toma de la muestra > %17 Esto ha contribuido a falsos positivos y a
la saturacion de los servicios de salud ! '®, Biomarcadores como p-16, MCM y Ki-67
se han propuesto como alternativas, pero su expresion en otros tipos de cancer y su

asociacion principalmente con lesiones de alto grado limitan su utilidad para la deteccion

temprana

9.1 Anticuerpos contra HPV como biomarcadores.

La deteccion de anticuerpos séricos contra las proteinas del HPV se ha mostrado como
una alternativa confiable ya que es una forma indirecta y amplificada de medir la
respuesta en contra del virus. Los pacientes con carcinoma orofaringeo (OPC), HPV16+
presentan anticuerpos detectables para las proteinas E1, E2 y E7 proponiéndose como
biomarcadores potenciales para la deteccion del OPC asociado a la presencia del virus
(39, Otros han asociado la presencia de anticuerpos contra E6 como un predictor de
recurrencia del OPC %57 En el caso del CaCU se han realizado investigaciones basadas
fundamentalmente en los anticuerpos contra las oncoproteinas del virus E6 y E7
detectandose altas prevalencias de estos en CIN3 y CaCU, lo que los hace excelentes
predictores de los estadios avanzados de la enfermedad “*. Recientemente, un estudio
sugiere que los anticuerpos contra la proteina E5 podrian estar asociados con la
desaparicion de la infeccion en mujeres sin lesion y con lesiones CIN1 ¢4,

En particular, los anticuerpos dirigidos contra la proteina E4 representan una opcion
prometedora, dado que tanto la proteina como los anticuerpos se detectan en etapas
tempranas de la infeccion ¢”). Estudios previos como el de Pedroza-Saavedra et al., 2000
y el de Salazar Pina et al., 2016 han reportado una alta prevalencia de a-E4 en mujeres

con CaCU siendo del 60% y del 75% respectivamente % 49 En nuestro estudio
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obtuvimos resultados consistentes con los reportados por estos autores, ya que las mujeres
con CaCU representaron el grupo con la mayor prevalencia de a-E4 (40%).

Cabe destacar que, hasta donde se tiene conocimiento, no existen estudios previos que
evaluen la presencia de inmunoglobulinas especificas contra la proteina E4 del HPV
como posibles biomarcadores de las lesiones cervicales, lo que posiciona a este trabajo

como una aportacion innovadora en el area.

9.2. 0-E4/IgG como biomarcadores de progresion de lesiones de alto grado.

Sin duda alguna, el hallazgo de mayor relevancia en nuestro estudio corresponde a la
posible utilizacion de los anticuerpos a-E4/IgG como biomarcadores de lesiones
CIN2+, con una tendencia a desaparecer a medida que la lesion avanza hacia CIN3
y cancer de cérvix uterino, lo cual se sugiere por la asociacion positiva observada
(OR > 13). La prevalencia de a-E4/IgG (18.8%) fue similar a lo reportado en una
poblacion sexualmente activa (13-18%) ©% 5, En nuestro analisis, la presencia de
IgG se asocié principalmente con lesiones de alto grado (CIN2-3) y, en menor
medida, con CaCU, lo que sugiere que este isotipo podria estar asociado a la
memoria inmunoldgica derivada de la persistencia de episomas virales y a un estado
replicativo del HPV, en el que la proteina E4 esta implicada. En un estudio realizado
en 2024 por Weiland et al., se observo que los anticuerpos a-L1/IgG se asociaron con
estadios avanzados del cancer orofaringeo “%. Este hallazgo es de relevancia, dado
que los anticuerpos anti-E4 podrian indicar que las mujeres con lesiones de alto
grado (CIN2-3) y positividad a IgG estarian en mayor riesgo de progresar a lesiones
de alto grado (Fig. 15). Sin embargo, esta hipdtesis debera corroborarse mediante el
seguimiento de estas pacientes, lo cual tendria gran importancia clinica.

Los anticuerpos a-E4/IgG mostraron una especificidad superior al 90% y un AUC de
0.8663, lo que refleja su excelente capacidad para detectar a los verdaderos negativos vy,
a su vez, un notable potencial para detectar a mujeres con lesiones de alto grado (CIN2-
3). Ademas, los titulos de IgG superaron ampliamente a los de IgA e IgM, lo que
consolido a IgG como la inmunoglobulina de mayor relevancia en nuestro estudio.

Esta alta capacidad predictiva y la alta especificidad del ensayo hacen que la deteccion
de anticuerpos 0-E4/IgG pueda considerarse para incorporarse como prueba
complementaria al algoritmo de diagndstico actual, situdndose estratégicamente después
de la prueba de Pap y antes de la colposcopia. Este enfoque permitiria optimizar los

sistemas de salud, reduciendo la carga de falsos negativos enviados a colposcopia y
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asegurando un seguimiento mas preciso y seguro para las mujeres con riesgo de

progresion al cancer de cérvix uterino.

9.3. a-E4/IgA como biomarcadores de la regresion de las lesiones.

Recientemente, un estudio publicado en 2024 por Weiland et al., asocio la presencia de
anticuerpos IgA contra la proteina L1 de HPV con procesos de regresion a estadios

49) " Nuestros resultados coinciden con estas

tempranos del cancer orofaringeo
observaciones, aunque en nuestro estudio Unicamente tres mujeres resultaron positivas
para a-E4/IgA: una sin lesién y dos con CIN2, lo cual podria estar relacionado con la baja
frecuencia de este isotipo en la sangre ©?. No obstante, su deteccién a nivel sérico
constituye un hallazgo relevante, pues podria indicar una fuerte respuesta inmunolédgica
en el sitio de la infeccion, lo que reforzaria la hipotesis de su participacion en procesos de
regresion. Es importante mencionar que son necesarios estudios con un tamafio de

muestra mayor que permitan confirmar esta hipdtesis y establecer su valor real como

biomarcador de regresion (Fig.15).
9.4 a-E4/IgM presentes en mujeres sin lesion y con lesion en el cérvix uterino.

Los anticuerpos a-E4/IgM estuvieron presentes desde las mujeres sin lesion y en todos
los estadios de la enfermedad y mujeres con cancer, representando la inmunoglobulina
con mayor prevalencia (33.0%) presentando un pico de prevalencia en CIN1 y una
asociacion positiva con este grado de lesion (OR=2.40) lo que se podria indicar una
infeccion reciente en este estadio, mientras que su presencia en lesiones de alto grado y
CaCU podria deberse a reinfecciones (Fig.15). No obstante, debido a que este isotipo se
detect6 en todos los grados de lesion del cérvix uterino, su utilidad diagndstica como

marcador independiente resulta limitada.

9.5 Factores de riesgo asociados a la presencia de anticuerpos y a las lesiones del

cérvix uterino.

Se sabe que factores de riesgo como el tiempo de actividad sexual, la edad, el nimero de

embarazos, el tabaquismo y el nimero de parejas sexuales se han asociado con el riesgo
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de desarrollar cancer de cérvix uterino, por lo que resultd necesario analizarlos en
conjunto con los isotipos de anticuerpos anti-E4 ©¢7),

El tiempo de actividad sexual se ha identificado como un factor de riesgo clave para la
aparicion de lesiones cervicales, ya que, a mayor niumero de afios de exposicion, se
incrementa la probabilidad de contacto con el HPV ¢, En nuestro estudio observamos
una asociacion positiva entre este factor de riesgo y la presencia de IgM, especialmente
en el rango de 21 a 30 afios (OR=6.24), lo que refuerza la idea de que este isotipo refleja
una infeccion reciente o episodios de reinfeccion. Teniendo en cuenta que la proteina E4
es altamente expresada durante la fase productiva del virus y es por tanto un marcador de
replicacion activa del mismo, la respuesta de IgM puede entenderse como un indicador
de exposicion continua al HPV.

La edad también es un factor de riesgo que se ha relacionado con la progresion de la
enfermedad con el tiempo, pues es conocido que las mujeres mayores de 50 afios tienen
un riesgo incrementado de padecer CaCU, lo cual estd asociado tanto a la persistencia
viral como a fendomenos de inmunosenescencia . Un estudio realizado en Inglaterra
confirm6 que las mujeres de esta edad presentan un mayor riesgo de desarrollar CaCU en
especial aquellas que no han presentado un seguimiento anterior *®. En nuestro caso, este
grupo etario mostrd una fuerte asociacion con IgG (OR=13.27), lo cual es coherente con
lo que hemos planteado con anterioridad: que este isotipo estd asociado a la memoria
inmunolégica y con la posibilidad de que refleje infecciones persistentes o de larga
duracion.

Por otra parte, el numero de parejas sexuales se mantiene como uno de los factores de
riesgo de mayor consistencia. A mayor numero de parejas, mayor probabilidad de
exposicion al HPV y, por tanto, de desarrollar una respuesta inmunologica detectable. En
nuestra poblacion de estudio, este factor mostré una asociacion positiva con el isotipo
IgM, lo cual concuerda con estudios previos que documentan este comportamiento como
uno de los determinantes mas importantes de la adquisicion y de las reinfecciones con
HPV 63,

Diversos autores han sefialado que el embarazo puede favorecer la persistencia del virus
debido a los cambios hormonales y a la inmunomodulacién propia de este estado. Un
metaanalisis realizado en el afio 2022 demostrd que las mujeres con alta paridad tenian
2.65 veces mas posibilidades de desarrollar CaCU 9. A ello se suma el trauma obstétrico
repetido en el cuello uterino, que favorece procesos de metaplasia y facilita la entrada del

virus > %) En nuestro analisis se observo una tendencia positiva entre el nimero de
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embarazos y la presencia de anti-E4/IgG, lo cual podria explicarse por la mayor
vulnerabilidad inmunolégica de las mujeres con multiples gestaciones, tal como se ha
descrito en la literatura.

En conjunto, nuestros resultados refuerzan la evidencia de que factores tradicionales
como la edad, el tiempo de actividad sexual, el nimero de parejas sexuales y la
multiparidad no solo aumentan el riesgo de desarrollar lesiones en el cérvix uterino, sino

que también influyen en la dindmica de la respuesta humoral frente al HPV.

9.6 Deteccion de anticuerpos contra E4 como prueba complementaria a la

colposcopia y al Papanicolaou.

Nuestro analisis incluy6 no solo a mujeres con CaCU, sino también a adolescentes, lo que
permitid establecer un punto de corte mds preciso y, al mismo tiempo, lograr una
diferenciacion adecuada entre mujeres sanas y enfermas. Esto derivo en una especificidad
del 76.6% al comparar el grupo adolescente con las mujeres sin lesion y con los distintos
grados de lesion hasta llegar al CaCU. Sumado a ello, se obtuvo un VPN superior al 80%,
lo que sugiere que nuestra prueba es eficiente para la identificacion correcta de las
mujeres negativas. Nuestros resultados se ubicaron por debajo de los reportados por
Salazar-Pina et al., 2016, estudio a partir del cual se selecciond nuestra poblacion,
obteniéndose una especificidad entre 82.7% y 89.6% mientras que el VPN oscild entre
39.7% y 95.7% “®. No obstante, considerando que nuestra poblacién representa solo una
muestra, los hallazgos constituyen un avance relevante, ya que sugieren que, al ampliar
el tamafio de la muestra, podria incrementarse la capacidad discriminatoria de la prueba.
En conclusion, los resultados de este estudio respaldan la posibilidad de incorporar la
deteccion de anticuerpos o-E4 especialmente los a-E4/IgG como una prueba
complementaria al Papanicolau y la colposcopia, lo que podria mejorar la eficiencia
diagnostica y optimizar la identificacion temprana de mujeres con riesgo de progresion
hacia cancer cervicouterino. En este trabajo no se plantea sustituir las pruebas existentes,
sino complementarlas para favorecer la deteccion temprana de mujeres con riesgo de

desarrollar CaCU.
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Sin Lesion
HPV+ CIN1 CIN2 CIN3 CaCU

Regresion Progresion

Transicion
N IgA (eliminacién de la infeccion) ‘ﬁf’IgG (persistencia de la infecciin)

5_’%{%: IgM (reinfecciones)

Figura 15. Representacion del epitelio del cérvix uterino sin lesion y con los distintos grados de lesién
(CIN1, CIN2, CIN3) hasta llegar al cancer. Los puntos morados corresponden a la proteina E4, abundante
en las mujeres sin lesion positivas a HPV y en lesiones de bajo grado (CIN1, CIN2), mientras que su
presencia disminuye en CIN3 y CaCU. Los anticuerpos IgA se observan principalmente en las lesiones
CIN2 hacia abajo, lo que podria relacionarse con procesos de regresion; por el contrario, los IgG aparecen
en CIN2 en adelante, sugiriendo un papel asociado a la progresion. El CIN2 destaca como punto de
transicion entre la regresion y la progresion. Finalmente, los anticuerpos IgM estan presentes en todas las

lesiones incluyendo el cancer y en las mujeres Sin Lesion.
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10. Conclusiones

10.1 Anticuerpos a-E4/IgG como biomarcadores de progresion a lesiones de alto
grado.

Los anticuerpos a-E4/IgG fueron los que mostraron mayor utilidad diagnostica, con una
especificidad superior al 90% y un AUC de 0.8663 y su presencia se observo
principalmente en lesiones CIN2-3, lo que respalda la posibilidad de que este isotipo
refleje infecciones persistentes o de larga duracidén y en consecuencia, un mayor riesgo
de progresion hacia CaCU. Los resultados respaldan la posible incorporacion de los
anticuerpos 0-E4/IgG como prueba complementaria al Papanicolau y a la
colposcopia, con el objetivo de mejorar la identificacion temprana de mujeres con

riesgo de progresion a CaCU.

10.2 Anticuerpos 0o-E4/IgM sin utilidad diagndéstica como marcadores
independientes.

Los a-E4/IgM fue el isotipo mas frecuente en la poblacion estudiada estando presente en
todos los grados de lesion del cérvix uterino, con un incremento notable en los CIN1. Este
comportamiento sugiere infecciones recientes o episodios de reinfeccidon, sin embargo,
dada su presencia en todos los grados de lesion del cérvix uterino su valor como

marcador independiente es limitado.

10.3 Anticuerpos 0-E4/IgA como posibles biomarcadores de regresion de las
lesiones.

Los a-E4/IgA se detectaron en muy pocos casos de la poblacion estudiada, sin embargo,
su presencia a nivel sérico en mujeres sin lesion y con CIN2 abre la posibilidad de que
estén vinculados a procesos de regresion, pudiéndose considerar como un marcador
de regresion de las lesiones en el tiempo. Se necesitan estudios con mayor nimero de

muestras para validar esta hipotesis.

10.4 Factores de riesgo a tener en cuenta dada su influencia sobre la aparicion de las
lesiones.

Factores de riesgo como la edad, el tiempo de actividad sexual, el nimero de parejas
sexuales y la multiparidad mostraron asociaciones consistentes con los distintos isotipos,
confirmando que su presencia puede contribuir al desarrollo de la enfermedad hasta

llegar a lesiones de alto grado o cancer.
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Anexos

12. Anexos

Anexol: Cuestionario V1

Cuestionario de la Entrevista Inicial

Proyecto

“Evaluacion del perfil de inmunoglobulinas séricas contra antigenos
de HPV como sistema de diagnostico temprano para detectar a

mujeres en riesgo de desarrollar lesiones en el cérvix uterino”

Version Final del 10 Febrero 2008

Investigadores/ Enfrevistadores:

Esta es una entrevista que nos ayudard a saber si los factores especificos de
demografia y de conducta son importantes y se asocian a la infeccion por virus del
papiloma humano (HPV)y la presencia de anticuerpos confra proteinas virales que
nos permitan hacer un pronéstico del desarrollo de una lesion en el cérvix uterino
de la mujer. La enfrevista fiene una duracion aproximada de 20 minufos.

Por favor observe que los textos entre comillas (") deben ser leidos al sujeto
exactamente como esidn escrifos.

58



Anexos

| Nombre del Pais: México |

Centro Numero de sujeto Visita Fecha de vizita
VISITA L1
I NI D T | Loy g 1 L2005 |
[ mes mo

Numero de Trempo al mic10 ¥ fin de la entrevista
entrevistador

| & | mcio | IiI | fin
i)

"Me gustaria pasar cerca de 20 minutos haciendole pregumtas relacionadas con su estado civil,
educacion, habitos en el fumar, historial sexual y reproductivo. Tal vez sienta que algunas de las
prequntas son delicadas, sin embargo, sus respuestas a las preguntas son muy importantes para el
estudio. Por favor tome su tiempo para recordar esta informacion de la manera mas exacta posible.
Sus respuestas sevam registradas utilizando wn mimmero de identificacion del estudio para proteger su

INFORMACTON DEMOGRAFICA
“Me gustaria empezar haciéndole algunas preguntas sobre sus antecedentes.”

1  *;Cuail es su estado civil actual?” (lea las opciones y marque la que aplique)

Soltera

Casada

Viuda

Divorciada o separada
Vive con un compaiero

o000

7. “Cual es el mvel de educacion que ha completado? (lea las opciones y marque la que aplique)
[ Primania
[ Secundana
[ Postenior a la secundana‘universidad

HABITOS DE FUMAR PASADOS Y ACTUALES

“Ahora voy a preguntarle sobre sus habitos de fumar. ” (El término cigarro tambien puede
significar puro o pipa)

3  *  Haprobado o expenmentado fumar cigarros, aunque sea s6lo una o dos fumadas?”
[l 5
] No (nota, entrevistador pase a la pregunta 6)

4  “Siusted es una fumadora nregular, ha fumado por lo menos 100 cigamros en suida?”
(*regular se considera fumar por lo menos 1 cigamo por dia)

O si
0 N
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5 (Usted ha fumado regularmente?” (*regular se considera fumar por lo menos 1 cigarro por
dia)

(] No (nota, entrevistador pase a la pregunta 6)

(] Si.siresponde si

a) “;Cuantos afios tenia cuando empezo a fumar regularmente?”

| Adios (aproximadamente)

b) “;Actualmente fuma regularmente?”
(] Si; st responde si
% * Cudntos cigarros fuma en promedio”
[] <10 diariamente
(] 11-20 diariamente
] 2140 dairiamente
] >40 diariamente

[INo; si responde no
% “Cuantos afios tenia cuando dejo de fumar regularmente?”

|| Adios (aproximdamente)

% Cuantos cigarros fumaba en promedio antes de que dejara de
fumar regularmente?”

[] <10 diariamente

U] 1120 diariamente

] 2140 dassiamente

[] 40 diariamente

% “Cuando fue la tltima vez que fumé por lo menos un cigarro
por dia?

(] menos de 6 meses atrds
(] Gmeses- laioatris
Tl misdelaio
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HISTORIAL SEXUAL ACTUAL Y USO DE ANTICONCEPTIVOS NO
HORMONALES

“Las siguientes preguntas se refieren a su historial sexual y al uso de anticonceptivos no
hormonales. Por favor tome tiempo para recordar esta informacion de la manera mds exacta
posible. Para el proposito de esta entrevista, las relaciones sexuales se refieren al contacto sexual
con penetracion, contacto sexual genital con genital o contacto sexual oral - genital.”

6  “;Hatenido relaciones sexuales?)”

(] No; (nota, entrevistador pase a la pregunta 11)

0 si

7 *;Cuantos afios tenia cuando fuvo su primera relacion sexual?”
|_|_| Afios (aproximadamente)

§  *Cuantos dias, semanas, meses o aios han pasado desde que tuvo su iltima relacion
sexval?”

T Dis
] Semanas

[] Meses
[ Aios

9 “Durante toda su vida con cuantos compaiieros ha tenido relaciones sexuales aproximadamente?”
1

25

6-10

11-15

16-20

220

[ O Y B

10 “Durante el ltimo afio, jcon cuantos compaiieros ha tenido relaciones sexuales?”
| | numero de compaieros (aproximadamente)
(] Ninguno
a) “;Con cuantos de estos comparieros fuvo relaciones sexuales por primera vez?” (con los que

nunca habia tenido relaciones sexuales anferiormente)
|__| nimerode compafieros (aproximadamente)

b)"Durante el ultimo afio, ;su(s) compatiero(s) utilizo (utilizaron) un condon masculino...?”
Cada vez que usted y €l fuvieron relaciones sexuales

La mayoria de las veces que usted y é] tuvieron relaciones sexuales
Algunas veces

Nunca

[ .

61



Anexos

¢) “Durante el dltimo aflo, ;utilizo regularmente un anticonceptivo femenino que cubriera el
cérvix (como una barrera)? Esto incluye métodos como el condon femenino, caperuza cervical
ylo diafragma.”

0 S

[ No

0 Nunca

O NoAplica

d) “Durante el ultimo afio, ;utilizo otros métodos anticonceptivos que no contengan
hormonas? (por ejemplo esterilizacion femenina coito interrumpido, método del ritmo,
medicion de temperatura corporal, revision de moco cervical, espermicidas vaginales,
dispositivo mtrauterino no hormonal?

0 s
0 No
(] NoAplica

HISTORIAL REPRODUCTIVO Y CONDICION DE MENOPAUSIA

“La siguiente pregunta es acerca de cualquier embarazo previo y condicion de menopausia.”

11 “;Alguna vez ha estado embarazada””
0 No
[] Si;siresponde si

b Cudntas veces?”

|

% *Cudntos de sus embarazos resultaron en partos de bebés vivos?”
| | Por via vaginal

| | Porcesarea

%" Cuintos de sus embarazos resultaron en partos de fetos muertos?”
| | Por via vaginal

|| Porcesirea

% Cudntos de sus embarazos resultaron en malparto o aborto’

i

“Este es el final de la entrevista, Gracias,”
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| FACULTAD DE MEDICINA

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL Coordinacion General de Posgrado

ESTADO DE MORELOS

Cuernavaca, Morelos, 28 de noviembre de 2025.

Dr. Lorenzo Diaz Carrillo
Director de la Facultad de Medicina

Presente

Estimado Dr. Diaz, por este conducto me permito informarle que he revisado el trabajo de Tesis: Evaluacion
del perfil de inmunoglobulinas séricas contra E4 de HPV16 como biomarcadores de lesién
temprana del cérvix uterino, que para obtener el grado de Maestria en Medicina Molecular me
proporciond la alumna Melissa Gil Delgado. Le comunico que su contenido es adecuado y suficiente, por lo
que de acuerdo al articulo 74 del Reglamento General de Estudios de Posgrado de la UAEM le otorgo el
siguiente dictamen:

| Se aprueba el trabajo de tesis otorgando el voto correspondiente.

Asi mismo, le agradezco la invitacion a participar en este programa educativo, reiterando ademas mi
disposicion para seguir colaborando en este tipo de actividades. Sin otro particular por el momento, reciba
un cordial saludo.

Atentamente

Dr. Adolfo Pedroza Saavedra
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Dr. Lorenzo Diaz Carrillo
Director de la Facultad de Medicina

Presente

FACULTAD DE MEDICINA

Coordinacion General de Posgrado

Cuernavaca, Morelos, 28 de noviembre de 2025.

Estimado Dr. Diaz, por este conducto me permito informarle que he revisado el trabajo de Tesis: Evaluacién
del perfil de inmunoglobulinas séricas contra E4 de HPV16 como biomarcadores de lesién
temprana del cérvix uterino, que para obtener el grado de Maestria en Medicina Molecular me
proporciond la alumna Melissa Gil Delgado. Le comunico que su contenido es adecuado y suficiente, por lo
que de acuerdo al articulo 74 del Reglamento General de Estudios de Posgrado de la UAEM le otorgo el

siguiente dictamen:

1. Se aprueba el trabajo de tesis otorgando el voto correspondiente.

Asi mismo, le agradezco la invitacidon a participar en este programa educativo, reiterando ademas mi
disposicion para seguir colaborando en este tipo de actividades. Sin otro particular por el momento, reciba

un cordial saludo.
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