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Resumen

Objetivo: Caracterizar la respuesta IgG e IgA hacia VLP (particulas semejantes a virus) del virus del papiloma humano (VPH) 16,31y 58 y
determinar su asociacién con la eliminacion de la infeccién. Métodos: Se incluyeron 186 mujeres con citologia normal participantes en
un estudio de cohorte sobre la historia natural de la infeccion por VPH. Se evaluaron tres grupos: control (negativas para ADN VPH, n=146),
eliminacion (positivas al ingreso y negativas durante el sequimiento, n=25) y persistencia (positivas durante el seguimiento, n=15). Los
anticuerpos IgG e IgA hacia VLP VPH 16, 31y 58 se analizaron mediante ELISA. Resultados: En |a primera visita, se observé en el grupo de
eliminacion una mayor seroprevalencia de anticuerpos IgG hacia VLP VPH 16. Esta prevalencia estuvo acompafada de mayores niveles
de anticuerpos en este grupo, en comparacion con los niveles observados en el grupo de persistencia (media DO405 nm 0,665 vs. 0,290,
respectivamente). En contraste, en la quinta visita, se observé una mayor seroprevalencia de anticuerpos IgG hacia VLP VPH 16y 58 en
el grupo de persistencia (p=0,001 y p=0,003, respectivamente). Esta respuesta se correlacioné con mayores niveles de anticuerpos en
esta visita (media DO405 nm 0,653 y 0,532, respectivamente), en comparacion con los niveles de anticuerpos observados en la primera
visita (media DO405 nm 0,290 y 0,362, respectivamente). Conclusiones: La presencia de altos niveles de anticuerpos IgG hacia VPH 16 y
58 durante la infeccién podria estar asociada con la eliminacion de la infeccién.

Palabras clave: neoplasias del cuello uterino, papiloma, anticuerpos, historia natural.
Abstract

Objective: To profile IgG and IgA response to the VLP ( virus-like particles) of the human papillomaviruses (HPV) 16, 31 and 58 and
to assess the possibility that they may be related to eliminating infection. Methods: A group of 186 women with normal cytology,
participants in a cohort study on the natural history of HPV infection, were selected. Three groups were evaluated: control (DNA HPV,
n=146 negative), elimination (positive at outset and negative during follow-up, n=25), and persistance (positive during follow-up, n=15).
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The IgG and IgA antibodies against HPV-VLP 16, 31, and 58 were submitted to ELISA analysis. Results: During the initial visit greater IgG
antibody seroprevalence against HPV16-VLP was observed among the elimination group. This prevalence was combined with greater
antibody levels in this group in comparison with the levels found among members of the persistence (mean DO405 nm 0.665 vs. 0.290,
respectively). In contrast, during the fifth visit, there was greater IgG antibody seroprevalence against HPV-PLV 16 and 58 among the

persistance group (p=0.001 and p=0.003, respectively). This response correlated with greater anitbody levels on this visit (mean DO 405

nm 0.653 and 0.532, respectively) in comparison with the antibody levels observed on the first visit (mean DO 405 nm 0.290 and0.362,
respectively). Conclusion: High levels of IgG antibodies working against HPV 16 and 58 during infection phase may be associated with

elimination of infection.

Key words: Uterine cervical neoplasms, papilloma, antibodies, natural history.

Introduccion

El cdncer de cuello uterino es una de las principales
causas de muerte por cancer en la mujer colombiana,
con una incidencia de 36,8 casos por 100.000 habi-
tantes, hecho que constituye un problema de salud
publica (1,2). La infeccién por virus del papiloma
humano (VPH), particularmente por los tipos virales
de alto riesgo de oncogenicidad, es el principal factor
en la etiopatogénesis del ciancer de cuello uterino
(3,4). Aunque la presencia del virus constituye un
factor necesario para el desarrollo de esta neoplasia,
otros factores estan implicados (5,6).

Dentro de las enfermedades de transmisién
sexual, las infecciones por VPH son las mas frecuen-
tes en adultos jévenes y adolescentes sexualmente
activos. La mayoria de estas infecciones (del 70%
al 90%) son eliminadas en un periodo de 12 a 30
meses (7-9). Los factores que influyen en la elimi-
nacién o persistencia del virus son desconocidos.
Sin embargo, se ha establecido que las infecciones
persistentes con el mismo tipo de VPH oncogénico
se asocian a un mayor riesgo de neoplasias cervicales

(10-12).

Por otro lado, la alta frecuencia de infeccién
por VPH y de sus lesiones asociadas observadas en
mujeres inmunosuprimidas sugiere que el sistema
inmune tiene un papel importante en el control de
estas infecciones (13-16).

No se conocen marcadores que permitan iden-
tificar a aquellas mujeres con infeccién por VPH
que desarrollardn una infeccién persistente que
progresara hasta carcinoma in situ o cincer invasor.
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La infeccion por VPH genera una respuesta sero-
logica dirigida contra epitopes conformacionales
presentes en el virién o en particulas semejantes
a virus (virus like particles, o VLP) producidas
sintéticamente (17). Los anticuerpos de tipo IgG
contra VLP se asocian cominmente a persistencia
en la deteccion del ADN viral (17) y son poco de-
tectados en mujeres con infeccién transitoria por

VPH (18).

Esta respuesta inmune persiste durante varios
aflosy es, en su mayor parte, tipo-especifica. La res-
puesta de tipo IgA es también tipo-especifica pero
no se mantiene en el tiempo como la respuesta de
tipo IgG, por lo que la IgA sérica puede ser atil como
marcador de infeccion reciente o activa (19,20).

En el Instituto Nacional de Cancerologia se
realizo un estudio sobre la historia natural de la
infeccion con VPH en una cohorte de mujeres de
Bogota. Se analizaron 1.859 muestras de citologia
para la deteccién del ADN viral y la determina-
cién de factores asociados a la eliminacion de la
infeccion viral (21). El objetivo de dicho estudio
fue analizar la respuesta inmune tipo IgG e IgA
hacia proteinas de la capside viral del VPH 16, 31
y 58 en 186 mujeres de la cohorte, clasificadas en
tres grupos: mujeres con citologia normal negativas
para VPH, mujeres que eliminaron la infeccién y
mujeres con infeccién persistente, con el fin de
describir el comportamiento de estos anticuerpos
segun el estado de la infeccién, su asociacién a
la carga viral y su papel en la eliminacién de la
infeccion.
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Métodos
Poblacion de estudio

Entre noviembre de 1993 y noviembre de 1995 se
inici6 en el Instituto Nacional de Cancerologia un
estudio sobre la historia natural de la infeccién por
VPH, en el que 2.200 mujeres entre los 18 y 85 afios
fueron invitadas a participar voluntariamente (21).
Se recolectaron muestras de citologia cada 6 meses
por un periodo de 5 afios y muestras de sangre en
la primera visita (dia 1) y la quinta visita (aproxi-
madamente 30 meses) durante el seguimiento.
Estas muestras fueron almacenadas a -70° C hasta
su uso.

Para la realizacion de este estudio se seleccio-
n6 a 186 sujetos del estudio de cohorte descrito
previamente, los cuales fueron clasificados en tres
grupos:

Grupo A (control): se escogi6 al azar a 146 mu-
jeres que fueron VPH negativas en la primera visita
y durante todo el tiempo del estudio.

Grupo B (eliminacién de la infeccion): se escogio
a 25 mujeres que fueron positivas para ADN de
VPH 16, 18, 31, 33 o 58 al inicio del estudio, y
que durante el seguimiento se volvieron negativas
para la infeccion. De estas mujeres, 14 presentaron
infeccion simple por VPH 16; 3, infeccion simple
por VPH 31; 2, infeccion simple por VPH 58, y 6,
infecciones multiples.

Grupo C (persistencia): se escogid a 15 mujeres
que fueron positivas para ADN de VPH 16, 18, 31,
33 o 58 durante todo el tiempo del seguimiento,
que continuaron infectadas con el mismo tipo viral
(n=11) o un tipo relacionado filogenéticamente
(n=4). De estas mujeres, 4 presentaron infeccion
simple por VPH 16; 2, infeccién simple por VPH
58; una, infeccién simple por VPH 31, y 4, infeccién
con otros tipos de VPH (VPH 39, 52 o0 56). Las 4
restantes presentaron infecciones multiples.

Produccion de VLP

VLP de los VPH tipos 16, 31 y 58 fueron expre-
sadas en células de insecto Sf21 infectadas con
baculovirus recombinantes que contenian el gen de

L1 de cada tipo viral. Las VLP fueron purificadas
por ultra centrifugacion siguiendo la metodologia
reportada previamente (22). Brevemente, las cé-
lulas de insecto SF21 se infectaron a un indice de
multiplicidad de infeccion (MOI) de 10 con los
sobrenadantes de baculovirus recombinantes para
L1 de VPH 16, 31 y 58. Después de cuatro dias
las células fueron recolectadas y resuspendidas en
PBS (tampon fosfato salino) pH 7,2, 0,5% Nodidet
P-40.

Las fracciones nuclear y citoplasmatica se se-
pararon por centrifugacién a 10.000 g durante 15
minutos. El pellet nuclear fue resuspendido en
PBS y sonicado 3 veces durante 15 segundos. El
lisado nuclear fue posteriormente cargado sobre un
gradiente de CsCl y centrifugado en una ultracen-
trifuga Beckman, en el rotor SW28 a 28.000 rpm
a 4° C por 21 horas. Se recolectaron fracciones de
1 mL; la densidad se determiné por refractometria.
Las fracciones con una densidad de alrededor de
1,272 fueron mezcladas y las VLP fueron con-
centradas por ultracentrifugaciéon a 28.000 rpm a
4° C durante 3 horas. La presencia de VLP en cada
preparacion se verificé por microscopia electrénica y
SDS-PAGE (electroforesis en gel de poliacrilamida
en presencia de SDS).

Deteccion de anticuerpos mediante ELISA

La presencia de anticuerpos IgG e IgA anti VLP de
VPH 16, 31 y 58 fue determinada, con algunas mo-
dificaciones, mediante la técnica de ELISA descrita
anteriormente (23).

Inicialmente, las placas de ELISA fueron aco-
pladas con 200 ng/pozo de VLP o de albumina
bovina sérica diluidos en PBS. Las placas fueron
luego incubadas toda la noche a 4° C. Los sitios
libres de las placas se bloquearon con 200 pL de
suero fetal bovino al 1% en PBS durante 2 horas,
a 37° C. Los sueros fueron diluidos 1/20 para IgG
y 1/10 para IgA en PBS 5X con suero fetal bovino
al 10%. Cada suero fue analizado en duplicado
con cada uno de los tipos de VLP y con albimina
bovina sérica en la misma placa. Las placas fueron
incubadas con 100 uL/pozo de cada dilucién du-
rante 1 hora a 45° C.
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Después de 5 lavados con PBS-Tween, se adicio-
naron 100 pL/pozo de conjugado anti-IgG 1/5.000
(Vector Laboratorios, Inc.) o anti-IgA 1/3000
(DakoCytomation, Denmark A/S, Denmark)
humana marcada con peroxidasa y se incubaron 1
hora a 45° Cy 37° C, respectivamente. La reaccién
se revelé por adicion de 100 pL de una solucién
de TMB (Tetramethyl benzidine) y peréxido de
hidrogeno. Después de 30 min. la reaccién se frené
mediante adicion de 100 pul de H,SO,4N. Los valo-
res de densidad 6ptica (DO) se midieron a 450 nm
en un lector de ELISA (Labsystems Multiskan®
MCC/340). Lareactividad IgG o IgA fue expresada
como el valor medio de la DO de los duplicados.

Para calcular la absorbancia neta de cada suero,
el promedio de la DO de los pozos con albimina
(ruido de fondo) fue restado del promedio dela DO
de los pozos con VLP. Para determinar la variabi-
lidad interensayo se determinaron los coeficientes
de variacion (CV); las muestras con CV mayor al
20% fueron analizadas nuevamente.

El punto de corte para cada antigeno fue de-
terminado como la media més tres desviaciones
estandar de las absorbancias obtenidas para un
grupo de 70 mujeres con citologia normal, las
cuales habian sido negativas para ADN de VPH y
anticuerpos hacia VLP en un estudio previo (23).
Para los ensayos de ELISA de tipo IgG, los puntos
de corte fueron 0,419, 0,495 y 0,354 para VLP de
VPH 16, 31 y 58, respectivamente, y para ELISA
de IgA estos valores fueron 0,470, 0,371 y 0,418,
respectivamente.

Analisis de carga viral

Los valores de carga viral de las mujeres positi-
vas para VPH 16, 18, 31, 33, 35, 39, 52, 56 y 58
fueron obtenidos de un estudio previo, mediante
PCR-ELISA (24). Este método permite evaluar
semicuantitativamente la cantidad de ADN de
VPH en los cepillados cervicales, con base en la
relacién lineal que existe entre la cantidad de ADN
y la densidad 6ptica observada en el rango de 10 a
106 copias. En este estudio los valores de la carga
viral se agruparon en dos categorias: baja carga vi-
ral, cuando la densidad optica de las muestras fue
menor de 1,0, y alta, cuando la densidad 6ptica fue
mayor o igual a 1,0.

80 Rev CoLoms CanceroL 2009;13(2):77-87

Analisis estadistico

Se realizé un analisis univariado, se calcularon los
promedios y la desviacion estandar para cada grupo.
Mediante la prueba de Shapiro Wilks se verificé el
supuesto de distribucion normal en cada uno de los
grupos. Se empled un modelo lineal generalizado
que consider6 tanto efectos principales como tér-
minos de interaccién, para comparar los promedios
de las densidades opticas de la primera y quinta
visitas (factor intrasujetos) y de los grupos (factor
intersujetos); se empled como prueba post hoc para
el componente intersujetos la diferencia minima
significativa (DMS).

Se hizo el mismo anilisis categorizando las DO
como positivas y negativas; se emple6 la prueba
de McNemar para la comparacion de porcentajes de
positividad entre la primera y la quinta visitas. La
asociacion entre los porcentajes de positividad y el
grupo de estudio, tanto en la primera como en la
quinta visitas, se realizo mediante la prueba de X’.

Resultados

Prevalencia de anticuerpos IgG anti-
VLP VPH 16, 31 y 58 en la primera
y quinta visitas de seguimiento

La prevalencia de los anticuerpos tipo IgG anti-VLP
VPH 16, 31 y 58 en los tres grupos de mujeres anali-
zados es mostrada en la Tabla 1. Aunque en la prime-
ra visita no se encontr6 una diferencia significativa en
la prevalencia de anticuerpos IgG anti-VLP VPH16,
31 y 58 entre los grupos analizados, se observé una
mayor prevalencia de anticuerpos IgG anti-VLP
VPHIG en el grupo de eliminacién (40%).

En contraste, durante la quinta visita, se observo
una diferencia estadisticamente significativa en la
prevalencia de anticuerpos IgG anti-VLP VPH 16
y 58 (P=0,001 y P=0,003, respectivamente) entre
los grupos analizados. La mayor prevalencia de
anticuerpos anti-VLP VPH 16 y 58 fue observada
en el grupo de persistencia (53,3% y 46,7%, res-
pectivamente).

Cuando se comparo la prevalencia de anticuer-
pos de la primera visita con la quinta, la prevalen-
cia de anticuerpos anti-VLP VPH 16, 31 y 58 fue
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Tabla 1. Seroprevalencia de anticuerpos tipo IgG hacia VLP de VPH 16, 31 y 58 en 186 casos de mujeres con citologia normal. Primera visita y

quinta visita.

Prevalencia

Control Eliminacion Persistencia

Ant;:‘:ie_:;:L(:’t‘ilzT-llgG Visita Total (h=186) (n=146) (n=25) (n=15) P2
Primera visita (%) 29,0 28,1 40,0 20,0 0,347
16 Quinta visita (%) 19,9 151 28,0 53,3 0,001
Pt 0,003 0,25 0,063
Primera visita (%) 23,1 23,5 24,0 20,0 0,953
31 Quinta visita (%) 14,0 11,0 24,0 26,7 0,074
Pt 0,003 1 1
Primera visita (%) 25,3 24,7 24,0 33,3 0,753
58 Quinta visita (%) 17,2 13,0 24,0 46,7 0,003
pe 0,012 1 0,5

P*: Prueba de X? para determinar asociacion entre los tres grupos: control, eliminacion y persistencia.
P?: Prueba de McNemar para determinar proporciones repetidas: primera visita vs. quinta visita.

significativamente mayor en la primera visita en
el grupo control (P=0,003, P=0,003 y P=0,012,
respectivamente) (Tabla 1). Aunque en el grupo de
persistencia la prevalencia de anticuerpos fue mayor
en la quinta visita, esta diferencia no fue significati-
va. En el grupo de eliminacién, las seroprevalencias
permanecieron constantes para VPH 31 y 58 y
disminuyeron para VPH 16; esta disminucién no
fue estadisticamente significativa.

Comparacion de los niveles de anticuerpos
IgG anti-VLP VPH 16, 31 y 58 en la

primera y quinta visitas de seguimiento.

Los niveles de anticuerpos IgG hacia VLP de VPH
16, 31 y 58 se calcularon como el valor medio de
las densidades opticas (Do, ) en los diferentes
grupos. En los grupos de eliminacion y persistencia

se tomo en cuenta a las mujeres que fueron ADN
VPH 16, 31 y 58 positivas (Fig. 1).

Se realizo un analisis intrasujetos, el cual consi-
dera simultdneamente la medida repetida (primera
visita vs. quinta visita) y un anélisis intersujeto que
compara el comportamiento segiin grupo. Este
analisis mostré diferencias significativas en los ni-
veles de anticuerpos hacia VLP 16 y 58 (P=0,001
y P=0,006, respectivamente).

Cuando se analiz6 la reactividad IgG especifica
hacia VLP 16 en el grupo control, el promedio de
los niveles de anticuerpos hacia VLP VPH 16 fue
inferior al punto de corte tanto en la primera visita
como en la quinta (media DO, 0,361 y 0,208
respectivamente), mientras que en el grupo de
eliminacién se observaron promedios superiores al
del punto de corte en ambas visitas (media DO
0,665y 0,545) (Fig. 1a).

405nm

En el grupo de persistencia la media fue menor
al punto de corte en la primera visita y mayor al
punto de corte en la quinta visita (media DO,
0,290y 0,653, respectivamente). Cuando se realizo
el analisis intersujeto para analizar las diferencias
de los niveles de anticuerpos por grupo, se observo
solo una diferencia estadisticamente significativa
cuando se comparé el grupo control vs. elimina-
cion (P<0,001). No se observé ninguna diferencia
estadistica cuando se compararon los grupos de
persistencia vs. normal y los grupos de persistencia
vs. eliminacién.

El promedio de los niveles de anticuerpos hacia
VLP de VPH 31 fue inferior al punto de corte
para los tres grupos en ambas visitas. El analisis
intersujeto no mostré diferencias estadisticamente
significativas (Fig. 1b).
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Los niveles de anticuerpos hacia VLP de VPH

58 estuvieron por debajo del punto de corte tanto Control Eliminacion Persistencia
en el grupo normal como en el grupo de elimina- Visital  Visita5  Visital Visita5 Visital Visita5
.. . . . . 3
cién, en ambas visitas. En el grupo de persistencia o
se observo una mayor reactividad, principalmente, . ° o
en la quinta visita (media DO, 0,362 vs. 0,532) g ) .
(Fig. 1c). En el anilisis intersujeto se observo una di-
ferencia significativa entre los grupos de eliminacién = °
. . . 2 o o
vs. persistencia (P<0,001) y control vs. persistente 2.4 o § 8
o . . ° ° ®
(P<0,001). No se observo ninguna diferencia entre 8 ° . 8
el grupo normal vs. eliminacion (P=0,182). H g ° °
AR :
g
Es importante resaltar que en la primera visita
la mayor prevalencia de anticuerpos tipo IgG hacia *0372 || *0,189 [ *0,413 || *0,433 (] *0316 || *0,482

VLP de VPH 16 (40%) fue observada en el grupo
de eliminacion. Esta mayor prevalencia se correla-
ciona con mayores niveles de anticuerpos en este
grupo, en comparacion con los niveles observados b. VLP VPH 31
en el grupo de persistencia (media DO, 0,665
vs. 0,290, respectivamente). Por el contrario, en

*Promedio de DO por grupo

P<0,001
la quinta visita una mayor seroprevalencia hacia P<0,001
- TN
VLP de VPH 16 y 58 fue observada en el grupo de Control Eliminacion Persistencia
. . . . . Visita 1 Visita 5 Visita 1 Visita 5 Visita 1 Visita 5
persistencia. Tal prevalencia se correlacioné con
mayores niveles de anticuerpos en comparacién 259 o
con la primera visita (Fig. 1). o °
154 ° °
Figura 1. Andlisis de los niveles de anticuerpo en mujeres con infeccién 8‘ o o ©
no persistente (eliminacion) y persistente. Dispersién de las DO de © 107 2 R ° )
anticuerpos IgG hacia (a) VLP de VPH 16, (b) VLP de VPH 31y (c) VLP 3 2 2 o °
de VPH 58. °*7 g ° o s °
° °
0,0+ i i i 8 8
P<0,001
] *0,297 *0,148 *0,253 *0,247 *0,362 *0,532
Control Eliminacién Persistencia 05
Visita 1 Visita 5 Visita 1 Visita5  Visita 1 Visita 5 diod
*Promedio de DO por grupo
3+ °
R ¢.VLPVPH 58
o
£ o © ;
&7 . 5 Prevalencia y niveles de anticuerpos
o .
. 0 . 5 IgA anti-VLP VPH 16, 31 y 58 en la
o] ° © . . .. .
] g 5 o o primera y quinta visitas de seguimiento
8 0 ° . . .
o Durante la primera visita las prevalencias de los
g 8 p p
. i g : é anticuerpos tipo IgA anti-VLP VPH 16, 31 y 58 en
los tres grupos de mujeres estuvieron en un rango
"0361 || 0208 || ¥0665 || 0545 ) *0,290 || *0653 del 6,2% al 36%); se observé una mayor prevalencia
en el grupo de eliminacién. El analisis mostr6é una
*Promedio de DO . o . . .
romediode P porartipe diferencia significativa en la prevalencia de anticuer-
pos solo hacia VLP VPH 16 y VPH 58 (P=0,014 y
a.VLP VPH 16 P=0,003, respectivamente) (Tabla 2).
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Tabla 2. Seroprevalencia de anticuerpos tipo IgA hacia VLP de VPH 16, 31 y 58 en 186 casos de mujeres con citologia normal. Primera visita y

quinta visita.

Prevalencia Anticuerpo

Totales

Control Eliminacion Persistencia

tipo IgA anti-VLP VPH Visita (n=186) (n=146) (n=25) (n=15) P
Primera visita (%) 13,4 10,3 32,0 13,3 0,014
16 Quinta visita (%) 8,6 75 16,0 6,7 0,364
Pt 0,503 0,219 1
Primera visita (%) 8,1 6,2 16,0 13,3 0,188
31 Quinta visita (%) 1,3 8,2 24,0 20,0 0,038
Pt 0,804 0,687 1
Primera visita (%) 14,6 10,3 36,0 20,0 0,003
58 Quinta visita (%) 17,2 17,8 16,0 13,3 0,896
Pt 0,061 0,227 1

P*: Prueba de X? para determinar asociacion entre los tres grupos: control, eliminacion y persistencia.
Pb: Prueba de McNemar para determinar proporciones repetidas: primera visita vs. quinta visita.

En la quinta visita las prevalencias hacia VLP
VPH 16, 31 y 58 variaron entre el 6,7 % y el 24 %.
Las diferencias observadas en los porcentajes de
prevalencia de anticuerpos entre los grupos fue so-
lamente significativa para VLP VPH 31 (P=0,038)
(Tabla 2). Cuando se compararon las prevalencias
hacia VLP VPH 16, 31 y 58 de la primera y la quinta
visita no se observaron diferencias estadisticamente
significativas para ninguno de los tres grupos.

Los niveles de anticuerpos IgA, en general, fue-
ron mucho mas bajos que los observados para IgG
(Fig. 2). Al hacer la comparacion entre la primera y
quinta visitas, el analisis intrasujeto no mostré nin-
guna diferencia estadistica cuando se compararon
los promedios de las DO de los diferentes grupos.

El promedio de la reactividad hacia VLP de
VPH 16, VPH 31 y VPH 58 fue inferior al punto de
corte en los tres grupos, tanto de la primera como
de la quinta visita. En general, se observé una baja
correlacién entre las seropositividades tipo IgG y
tipo IgA en los tres grupos (Kappa = 0,25).

Asociacion entre la carga viral y la
presencia de anticuerpos anti VLP

En la Tabla 3 se presentan los resultados de la pre-
valencia de anticuerpos IgG e IgA en los grupos de

eliminacién y persistencia, segtin la carga viral. En
general, predomin¢ la carga viral alta en el grupo de
persistencia (del 80% en la primera visita y del 90%
en la quinta visita) respecto al grupo de eliminacién
(56% en primera visita).

Figura 2. Analisis de los niveles de anticuerpo en mujeres con infeccion
no persistente (eliminacioén) y persistente. Dispersiéon de las DO de
anticuerpos IgA hacia (a) VLP de VPH 16, (b) VLP de VPH 31y (c) VLP
de VPH 58.
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En el grupo de eliminacién con carga viral alta
se observo una prevalencia del 71,4% para IgG o
IgA; por el contrario, en el grupo de persistencia
con carga viral alta (primera visita) solo el 50% pre-
sent6 anticuerpos IgG o IgA. Cuando se comparé la
respuesta tipo IgA entre los grupos de eliminacion
y persistencia en la primera visita, en el grupo de
eliminacion se observé una prevalencia del 50%,
mientras que para el grupo de persistencia esta fue

solo del 12,5%.
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Tabla 3. Prevalencia de anticuerpos IgG e IgA segun la carga viral en

los grupos de eliminacion y persistencia.

Eliminacion Persistencia Persistencia

Grupo 12 visita 12 visita 5avisita
(n=25) (n=10) (n=10)
Sﬁ;‘l’zl “ 14 (56%) 8 (80%) 9(90%)
IgG/IgA 5/14 (35,7%) 0 2/9 (22,5%)
IgG solo 3/14(214%)  3/8(37,5%)  5/9 (55,6%)
IgA solo 2140143%)  1/8(12,5%)  1/9(11,1%)
Negativo 414(28,6%)  4/8(50,0%)  1/9 (111%)
E:;:’a viral 11 (44%) 2 (20%) 1(10%)
IgG/IgA 2/11 (18,1%) 0 0
lgG solo 3/11 (27,3%) 0 0
IgA solo 3/11(273%)  2/2 (100,0%) 0
Negativo 3/11 (27,3%) 0 1/1 (100,0%)

Para las mujeres con carga viral baja, en el gru-
po de eliminacién se observd una prevalencia del
72,7% para IgG o IgA; por el contrario, en el grupo
de persistencia solo se observé una respuesta tipo
IgA en la primera visita y no se observé ninguna
respuesta en la quinta visita.

Discusion

En este estudio se evalu6 la respuesta humoral tipo
IgG e IgA hacia VLP VPH 16, 31 y 58 en mujeres
colombianas con citologia normal. La seropreva-
lencia de anticuerpos tipo IgG en mujeres con
citologia normal fue ligeramente mas alta que las
observadas en otras poblaciones latinas (VPH 16:
22,5%; VPH 31: 21,8%) (25,26), lo cual denota
el alto nivel de exposicién a estos tipos virales de
nuestra poblacion y la naturaleza transitoria de la
mayoria de las infecciones. En concordancia con
estudios previos de frecuencia de deteccion ADN
de VPH en la poblaciéon colombiana, se observo
una mayor seroprevalencia hacia-VLP de VPH
16, seguido por VPH 58, lo que confirma la alta
frecuencia de estos dos tipos virales en dicha po-
blacion (21,23).
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Una alta prevalencia de anticuerpos tipo IgG
hacia VLP fue observada en el grupo de mujeres
control (negativas para ADN VPH) durante la
primera visita (rango del 23,5% al 28,1 %). Esta
prevalencia disminuy6 en la quinta visita (rango del
11,0% al 15,1%), lo cual indica que los anticuerpos
anti-VLP pueden ser marcadores de infecciones pa-
sadas y reflejan la exposiciéon a VPH durante algin
tiempo después de la infeccion (27-29).

En la quinta visita se observé una mayor sero-
prevalencia tipo IgG hacia VLP de VPH 16 y 58
en el grupo de persistencia, la cual se asocié a ma-
yores niveles de anticuerpos en la quinta visita, en
comparacion con la primera visita (media DO,
0,653 y0,532, respectivamente), lo cual sefiala que
las infecciones persistentes podrian mantener un
efecto de estimulacion lento y gradual, que conlleva
una mayor seroconversion y niveles mas altos de
anticuerpos (6,18,30).

A pesar de que existen varios estudios enca-
minados a determinar el papel protector de los
anticuerpos generados después de la infeccién
natural, aan no hay una claridad total al respecto
(26,31). La respuesta inmune especifica hacia VPH
durante la primera fase de la infeccion puede ser
importante en la prevencién de la reinfeccion y de
la persistencia viral (31). En este estudio se observo
una mayor seroprevalencia de anticuerpos tipo
IgG hacia VLP de VPH 16 (40%) en el grupo de
eliminacién en la primera visita. Esta seropreva-
lencia se asocié a mayores niveles de anticuerpos,
en comparacién con los observados en el grupo
de persistencia (media DO, 0,665 vs. 0,290,
respectivamente). El estudio de seguimiento del
ADN viral de este grupo de mujeres (datos no
mostrados) no mostré reinfecciones durante el
seguimiento. Estos resultados podrian sugerir que
la induccién de altos niveles de anticuerpos hacia
las capsides virales desde el inicio de la infeccién
podrian estar asociados a una mayor tasa de eli-
minacioén y a menores tasas de persistencia de la
infeccion (31).

Ho y cols. reportan que la presencia de altos
niveles de anticuerpos tipo IgG anti VLP VPH 16,
que se mantienen en el tiempo, se asocia a un menor
riesgo de presentar nuevas infecciones con VPH 16
y otros tipos virales relacionados a VPH 16 (31).

Adicionalmente, en estudios de vacunacién con
VLP de VPH, en los que se comparan las respuestas
de anticuerpos entre mujeres vacunadas y mujeres
no vacunadas expuestas a VPH, se ha observado
que los niveles de anticuerpos inducidos por la va-
cunacion son entre 50 y 60 veces mayores que los
niveles observados luego de la infeccion natural, lo
cual sefala que altos niveles de anticuerpos desde
el inicio de la infeccién podrian estar asociados a
una mayor proteccion (32-34).

En contraste con Bontkes y cols. (35), quienes
reportaron que los niveles de IgA sistémica contra
VPH 16 se correlacionan con la eliminacion de la
infeccién viral y la resolucion de lesiones asocia-
das a VPH, en este estudio, aunque en el grupo
de eliminacién se observé una mayor prevalencia
de anticuerpos tipo IgA hacia VLP VPH 16 y 58
(32% y 36%) en la primera visita, el promedio de
los niveles de anticuerpos hacia las tres capsides
analizadas fue bajo.

A diferencia de Ho y cols. (31), quienes reporta-
ron que la seropositividad tipo IgA hacia VLP VPH
16 se correlaciona con la habilidad de inducir una
fuerte respuesta IgG, en este estudio no se observé
asociacion entre la respuesta tipo IgG e IgA. Sin
embargo, en el grupo de eliminacién, aunque la
asociacién no fue estadisticamente significativa, se
observé que una proporcion de las pacientes que
presentaron respuesta tipo IgG hacia cualquiera
de los tres tipos de VLP presento, a la vez, una
respuesta tipo IgA. Estos resultados, al igual que lo
propuesto por Ho y cols., sugieren que la presencia
tanto de IgA como de IgG esta asociada a una dis-
minucion en el riesgo de reinfecciones.

En contraste con Studentsov y cols. (36), quie-
nes observaron asociacién entre alta carga viral y
mayores niveles de anticuerpos, en este estudio no
se observé una asociacién significativa entre alta
carga viral y respuesta a anticuerpos. En el grupo de
eliminacién el 71,4% de las mujeres con carga viral
alta present6 algiin tipo de respuesta a anticuerpos,
frente a un 28,6% que no present6 respuesta; dicha
respuesta fue principalmente de tipo IgA (50%).

En el grupo de persistencia, aunque se observo
una alta carga viral en la primera visita, solo el 50,0%
present6 algan tipo de respuesta de anticuerpos,
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con una baja respuesta de anticuerpos tipo IgA
(12,5%). En la quinta visita se observo un aumento
de la respuesta (87,5%); sin embargo, esta no fue
protectora. Tales resultados indican, nuevamen-
te, que la exposiciéon acumulada, inferida de la
alta carga viral y acompafniada de bajos niveles de
anticuerpos, puede favorecer la persistencia de la
infeccion.

En conclusién, en Colombia, al igual que en otras
regiones geograficas, la deteccion de anticuerpos
anti-VLP esté asociada a una exposicion acumulada
a VPH. La medicién de estos anticuerpos puede
tener utilidad como biomarcador de prevalencia
de infecciones en la poblacién. Adicionalmente, el
desarrollo de una respuesta tipo IgG fuerte desde
el inicio de la infeccién podria estar asociado a
la eliminacion de la infeccion y, posiblemente, a la
proteccion a reinfecciones.
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