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Resumen

El desarrollo de nuevos métodos y/o
dispositivos para el diagnostico de enfer-
medades, agentes toxicos, contaminantes,
entre otros analitos de interés ambiental,
clinico y biotecnologico ha sido tema de
amplios estudios que priorizan entre las
diferentes interacciones que se pueden dar
entre el analito y la molécula encargada del
reconocimiento también conocido como
bioreceptor. En esta revision se presentan
algunas estrategias se han venido desarro-
llando durante los tltimos 20 afios para la
deteccion temprana de la infeccion del virus
del papiloma humano.

Actualmente, el VPH es una de las infecciones
de transmision sexual mas comunes, si bien la
mayoria de las infecciones son transitorias y
no causan enfermedades, algunas infecciones
pueden persistir y producir cancer de cuello
uterino. Los bioreceptores mas ampliamente
utilizados para el disefio de nuevos métodos
de diagnostico generalmente son péptidos
sintéticos derivados de las proteinas L1 del
virus del papiloma humano. El desarrollo de
un bioreceptor eficiente, econémico, sensible
y especifico para anticuerpos generados por
el VPH es fundamental para el desarrollo de
estas nuevas herramientas de diagnostico.
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Abstract

The development of new methods and/or
devices for the diagnosis of diseases, toxic
agents, contaminants, and other analytes of
environmental, clinical, and biotechnological
interest has been the subject of extensive
studies. These studies prioritize the various
interactions that can occur between the
analyte and the molecule responsible for
recognition, also known as the bioreceptor.
This review presents some strategies that
have been developed over the past 20 years
for the early detection of human papilloma-
virus (HPV) infection.

Currently, HPV is one of the most common
sexually transmitted infections. While the
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majority of infections are transient and do
not cause diseases, some infections can
persist and lead to cervical cancer. The most
widely used bioreceptors for designing new
diagnostic methods are typically synthetic
peptides derived from the L1 proteins of the
human papillomavirus. The development of
an efficient, cost-effective, sensitive, and
specific bioreceptor for antibodies gene-
rated by HPV is crucial for the advancement
of these new diagnostic tools.

Introduccion

| interés que presenta en la actualidad

el desarrollo de metodologias para la

deteccion y cuantificacion fiable, rapida
y continua de analitos a partir de moléculas
de origen bioldgico ha permitido desarrollar
dispositivos y métodos de diagnoéstico para
monitorear analitos de interés clinico, farma-
ceéutico, ambiental, biotecnolégico, entre
otros (Mehrotra, 2016).

Durante los ultimos afos ha surgido la
necesidad de realizar anélisis y/o diagnés-
ticos, en tiempo real y de manera continua
en diferentes contextos de investigacion por
lo que la innovacion, el desarrollo de meto-
dologias e instrumentos se ha encaminado
en mejorar los ya existentes en términos de

sensibilidad, eficiencia, costos y portabi-
lidad (Torres y Méndez, 2004; Evtugyn, 2014;
Turner, 2013).

Durante los tultimos 50 anos se ha desa-
rrollado una amplia variedad de test y
dispositivos, todos estos basados en el uso de
bioreceptores encargados de mediar el reco-
nocimiento como alternativa a metodologias
convencionales y por lo general costosas
(Bobade, Kalorey & Warke, 2016). Estas nuevas
herramientas de diagnoéstico, han presen-
tado un amplio desarrollo en el campo clinico
para el diagnostico, tratamiento y control de
enfermedades (Wang, 2001).

Los péptidos han sido usados como biorecep-
tores en diferentes campos de investigacion
debido a su alta selectividad, actividad biol6-
gica, especificidad y afinidad por ciertos
analitos (Howl, 2005) y su uso se ha incre-
mentado gracias al desarrollo de la quimica
combinatoria en fase soélida, esencialmente
en el clasico procedimiento desarrollado por
Merrifield (1964).

Dentro de este contexto, los péptidos sinté-
ticos derivados de proteinas o secuencias
peptidicas propias del patdégeno de interés,
constituyen herramientas importantes en el
disefio de bioreceptores ya que pueden ser
reconocidos por anticuerpos generados en el
paciente por la presencia del patogeno.

Tabla 1. Clasificacion de VPH en funcion de su riesgo.

Riesgo oncogénico Tipos virales
Alto 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 y 82
Medio 26,53y 66
Bajo 6,11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81 y CP6108

Fuente: Valentino y Poronsky (2016).




Virus del Papiloma Humano

Segin la OMS (Organizacion Mundial de
la Salud), el cancer de cuello uterino es el
segundo cancer mas comin entre las mujeres
en el mundo. Cada ano, cerca de 300.000
mujeres mueren a causa de este cancer, y
mas del 85% de estas muertes se producen en
paises de bajos y medianos ingresos (Bruni et
al., 2017, Palefsky, 2017). En la actualidad existe
una vacuna profilactica que utiliza particulas
similares al virus (VLPs) para la inmuniza-
cion, induciendo la circulacion de anticuerpos
neutralizantes contra los serotipos del VPH
(6, 11, 16 y 18) (Stanley, 2006). Sin embargo, ain
la incidencia y mortalidad de pacientes por
cancer de cuello uterino es importante y se
ven incrementados por el diagnoéstico tardio
de la enfermedad y tratamientos poco accesi-
bles (World Health Organization, 2007).

En la actualidad se han aislado y secuen-
ciado totalmente mas de 100 tipos de VPH,
en funcion de las similitudes de su secuencia
genética, por lo que se los denomina geno-
tipos. Estos tipos parecen ser muy estables
y son poco frecuentes los cambios en la
secuencia gendmica del virus debido a
recombinacion o mutaciones (World Health
Organization, 2017).

Los distintos tipos de VPH se pueden clasificar
seglin su tropismo por los epitelios cutaneos o
genitales. Existen unos 40 tipos genitales, que
se subdividen a su vez, en funcion de su capa-
cidad para producir cancer de cuello uterino,
en tipos de alto riesgo u oncogénicos, y tipos
de bajo riesgo o no oncogénicos (Tabla 1).

Los VPH 16 y 18 son los dos tipos mas
frecuentes, son los responsables del 70% de
los casos de cancer de cuello uterino a nivel
mundial y los ocho tipos mas comunes (VPHs
16, 18, 33, 45, 31, 58, 52, y 35) son los responsa-
bles del 89% de los casos a nivel mundial (De
Sanjosé, Brotons y Pavon, 2017).
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Estructura del Virus
del Papiloma Humano

El Virus del Papiloma Humano (VPH) forma
parte de la familia Papillomaviridae (Bern-
hard et al., 2010) , mide 55-60 nm de diametro,
contiene una sola molécula de ADN circular de
doble cadena de aproximadamente 8000 pares
de bases y tiene una estructura icosaédrica
compuesta de 72 proteinas capsométricas que
encierran al genoma viral (Harden & Munger,
2017). Las regiones del genoma que codifican
proteinas estan localizadas en una de las dos
cadenas de ADN y se llaman Marcos Abiertos
de Lectura (MAL). El genoma del VPH se ha
dividido en tres regiones, la region E (early o
temprana El, E2, E3, E4, E5, E6 y E7), la region
L (late o tardia L1y L2) y la region LCR (Long
Control Region) que no codifica proteinas.
La region L codifica las proteinas necesarias
para la formacion de la capside viral (Harden &
Munger, 2017).

Figura 1. Regiones del genoma del VPH.
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Fuente: Beltran-Lissabet (2014);
Harden y Munger (2016).

Para 2016 se habian identificado 205 tipos dife-
rentes de HPV, que se han sido categorizados
en cinco géneros, incluidos los siguientes: 65
alfapamilomavirus, 51 beta-papilomavirus,
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84 gama-papilomavirus, 4 mu-papilomavirus
y un solo virus un-papilomavirus, los cuales
se caracterizan por presentar una identidad
similar de mas del 60% en las proteinas L1 de la
capside (Van Doorslaer et al., 2013).

Métodos de diagnostico

El enfoque utilizado para el diagnostico de
esta enfermedad es, generalmente, invasivo y
cubre solo una parte de la poblacion, especial-
mente en los paises en desarrollo; el acceso
limitado a examenes de deteccion implica
que la enfermedad se identifica en fases avan-
zadas. El tratamiento del cancer de cuello
uterino en la altima etapa puede ser poco
efectivo y costoso, lo que resulta en una tasa
de mortalidad mas alta asociada a esta enfer-
medad (World Health Organization, 2014).

La deteccion temprana del VPH es de gran
importancia en la prevenciéon del cancer
cervical. La prueba de Papanicolaou (Pap-test)
es ampliamente utilizada en la deteccion
microscopica de anormalidades en las células
del epitelio cervical (Snodgrass & Naugler,
2014). Dada la moderada sensibilidad de la
prueba de Papanicolaou (con rangos entre
51-90%), se presentan falsos positivos creando
la necesidad de realizar nuevos examenes que
permitan confirmar el resultado (Waxman &
Zsemlye, 2008), este procedimiento resulta
incomodo para las pacientes. Cabe resaltar
que la aplicacion de este método de diagnos-
tico ha permitido la reduccion del nimero de
muertes en paises desarrollados, pero ha sido
insuficiente en paises en desarrollo, donde la
cobertura es limitada, lo que ha generado que
para estos paises la tasa de muertes asociadas
a cancer cervical sea alta (Molijn et al., 2005).

En 2014, la Administracion de Alimentos y
Medicamentos de los Estados Unidos, (FDA)
aprobo una prueba de VPH basada en PCR
que detecta los tipos y genotipos de VPH 16
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y 18, asi como otros 12 tipos de VPH de alto
riesgo, para la deteccion primaria en cancer
de cuello uterino en muestras obtenidas por
frotis y biopsias vaginales, presentando mayor
sensibilidad que la prueba de Papanicolaou
(Snodgrass & Naugler, 2014).

La deteccion sanguinea
del ADN del VPH parece
ser mas un marcador

de pronostico que un
marcador de diagnostico,
debido a que la presencia
del virema del VPH ha
sido detectada solo en
estados avanzados de

las transformaciones
neoplasicas

Estas técnicas estan basadas en la hibridacion
de sondas marcadas a moléculas de ADN del
virus, permitiendo la localizacion e incluso la
geno-tipificacion del virus, en estos métodos la
sensibilidad es limitada, se necesitan procesos
laboriosos y de elevado costo, haciéndolos no
viables como herramienta de “screening” a
gran escala y de poco acceso para la mayor
parte de la poblacion mundial. La deteccion
sanguinea del ADN del VPH parece ser mas
un marcador de pronostico que un marcador
de diagnostico, debido a que la presencia del
virema del VPH ha sido detectada solo en
estados avanzados de las transformaciones
neoplasicas, con un intervalo de deteccion de
los casos del 12 al 65%, dependiendo el método
utilizado (Gnanamony et al., 2010), ademas,
estas pruebas no son lo suficientemente sensi-
bles o especificos para usarse en el diagnostico
clinico de rutina.
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Figura 2. SPPS de Merrifield; Reactivos y condiciones: a) diciclohexilcarbodiimida,
diclorometano; b) acido trifluoroacético, diisopropilamina; c) acido fluorhidrico.
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Fuente: elaboracion propia.

Desarrollar nuevas pruebas de diagnostico
(no invasivas, econémicas y accesibles para
las personas) es una alternativa para que los
pacientes sean diagnosticados en etapas
tempranas de la enfermedad. Dentro de este
contexto, la SPPS basada en secuencias pepti-
dicas de la capside del virus del papiloma
humano para ser usados como bioreceptores
en biosensores son una alternativa como
herramientas de diagnodstico que compa-
rados con los métodos convencionales tienen
ventajas potenciales, tales como (i) un proce-
dimiento no invasivo, (ii) mayor velocidad del
analisis, (iii) la posibilidad de miniaturizacion,
(iv) mayor cobertura y versatilidad para su
aplicacion en regiones rurales, y (v) reduccion
costos (Rasooly y Jacobson, 2006).

Es importante resaltar que la proteina L1 del
VPH es considerada de gran interés para el
desarrollo de métodos diagnosticos de la
infeccion causada por el VPH debido a que es
la mas abundante del virus y estd altamente
conservada entre los diferentes serotipos
de VPH, con homologias en la secuencia de
aminoacidos cercanas al 80% (Buck, Day &
Trus, 2013).

51

Sintesis de péptidos
en fase solida

En1963, Bruce Merrifield reporto la sintesis de
la braquidina?® utilizando una estrategia nove-
dosa que permitia obtener péptidos por medio
de la union de un aminoacido a un soporte
solido e ir extendiendo la cadena peptidica
hasta el aminoacido terminal. Los excesos
de reactivos y subproductos eran eliminados
por procesos de filtracion y lavados suce-
sivos obteniendo péptidos sintéticos de alta
pureza y con alto rendimiento, este proceso
fue conocido como sintesis de péptidos en
fase solida, SPPS (de las siglas en inglés, Solid
Phase Peptide Synthasis) (Mitchell, 2008).

Los grupos funcionales se protegian y se
desprotegian de la manera usual, usando
diciclohexilcarbodiimida (DCC) para acoplar
aminoacidos, acido trifluoroacetido (TFA)
para desproteger, diisopropil amina para
neutralizar y finalmente se separaban los
péptidos de la resina usando acido fluor-
hidrico. Por esta importante contribucion
Merrifield obtuvo el Premio Nobel en Quimica
en 1984 (Merrifield, 1964).
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En los soportes hidrofobicos, las cadenas
peptidicas en crecimiento tienden a formar
puentes de hidrogeno entre si, lo que influye
en el plegamiento de las mismas por lo que el
grupo amino terminal quede menos expuesto
razon por la cual el rendimiento y la velocidad
de reaccion disminuyen, este inconveniente
fue superado gracias a los aportes de Tentagel
y Sheppard (Merrifield, 1964), quienes desarro-
llaron las resinas hidrofilicas, las cuales, al igual
que las cadenas peptidicas pueden ser solva-
tadas por solventes polares aproticos, evitando
los inconvenientes mencionados. Un requeri-
miento adicional consiste en que el sustrato
se una al soporte a través de un grupo ligante
(linker) que facilite la separacion del producto
final de la resina mediante la ruptura selectiva
de la union producto-ligante sin afectar las
uniones peptidicas, asi que los linkers deter-
minan orientan el procedimiento que se debe
seguir para liberar el producto (proceso cono-
cido como clivaje) como el grupo funcional
terminal (Torres y Méndez, 2004).

La SPPS mediante la estrategia Fmoc/tBu
(SPPS-Fmoc/tBu) es la metodologia mas utili-
zada para la obtencion de péptidos sintéticos
mediante sintesis manual y surgié como alter-
nativa, en 1970, a la metodologia propuesta por
Merrifield ya que en esta las condiciones de
clivaje eran muy fuertes debido al uso de acido
fluorhidrico. En SPPS-Fmoc/tBu se utilizan
condiciones menos fuertes y un sistema de
proteccion ortogonal; las cadenas laterales de
los aminoacidos estan protegidas por grupos
acido-labiles, mientras que los grupos alfa-
aminas estan protegidos por el grupo Fmoc
que es labil a bases (Vergel Galeano et al., 2014).

La estrategia SPPS-Fmoc/tBu se realiza en un
soporte solido funcionalizado que permite la
adicion secuencial de varios aminoacidos hasta
que se completa el péptido diana. La reaccion
de acoplamiento se lleva a cabo mediante la
preactivacion del Fmoc-aminoacido, formando
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un éster reactivo. La reaccion de acoplamiento
es posible si el grupo alfa-amina del aminoa-
cido unido a un soporte solido esta disponible
para la reaccion. Luego, la eliminacion del
grupo Fmoc se lleva a cabo con una base débil
tal como piperidina; recientemente, se ha
reportado el uso de la 4-metilpiperidina obte-
niendo rendimientos y pureza similares a los
obtenidos con el uso de la piperidina (Vergel
Galeano et al., 2014).

Sintesis de péptidos sintéticos
derivados de la secuencia
peptidica de la proteina 1 del
VPH

El disefno de bioreceptores para la deteccion
de la infeccion por VPH, empleando péptidos
sintéticos que puedan interactuar con anti-
cuerpos generados como respuesta a la
infeccion por VPH, es un campo de inves-
tigacion de amplio interés ya que el modelo
tiene aplicaciones en diferentes contextos de
investigacion.

La cribacion de péptidos con sueros de
pacientes infectados con el virus del papiloma
humano para identificar interacciones con
anticuerpos mediante ensayos de inmunoab-
sorcion ligado a enzimas, ELISA (de sus siglas
en inglés, Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay) ha sido una de las primeras aproxi-
maciones para el desarrollo de una prueba
diagnostica para la deteccion temprana de la
infeccion por VPH (Lang Kuhs et al., 2016). Sin
embargo, el desarrollo de un test inmunol6-
gico para la deteccion de VPH es dificil debido
a que mas de 35 tipos de HPV infectan el tracto
genital, lo que complica la deteccion y distin-
cion de los virus HPV asociados al cancer,
ademas, la falta de disponibilidad de antigenos
viricos puros ya que los virus del papiloma
humano no se pueden cultivar en sistemas



de cultivo de tejidos. La mayor parte de estos
estudios han utilizado péptidos derivados de
las proteinas E2, E4, E6, E7, L1y L2 del VPH 16
y VPH 18 encontrando una mayor respuesta en
sueros de pacientes con cancer y/o neoplasia
cervical (CIN) que en mujeres sanas (Sethi et
al., 1998; Wideroff et al., 1999).

Hasta el momento no se ha desarrollado una
prueba de deteccion o control clinicamente
util para el cancer de cuello uterino, NIC o
infeccion por VPH, por lo que el disefio de
nuevos inmunorreactivos para un ensayo
de diagnostico tendria un gran potencial de
desarrollo. Algunos investigadores han optado
por combinar o imitar secuencias pepti-
dicas relacionadas con epitopes naturales
para identificar caracteristicas especificas
de los anticuerpos presentes en los sueros
de pacientes infectados con cancer de cuello
uterino, CIN y VPH-16, este estudio permitio
identificar dos secuencias peptidicas (SPINN-
TKPHEAR y MKIPNNKLFLPV) que fueron
reconocidas especificamente por varios
sueros positivos para VPH-16, apuntando a esta
region como un posible epitope inmunogénico
de la proteina L1 (Santamaria et al., 2001), lo
que sugiere que una combinaciéon de varios
epitopos especificos de la enfermedad, gene-
rados por el cribado de bibliotecas de péptidos
con sueros de pacientes, puede conducir a un
ensayo de diagnoéstico para la deteccion de
VPH infeccion y lesiones cervicales precance-
rosas (Rocha-Zavaleta et al., 2004).

En 2004 se reporto el uso de un nonapéptido
sintético (IHSMNSTIL) derivado de la secuencia
de la proteina L1 del virus del papiloma humano
para evaluar la deteccion de anticuerpos
séricos por ELISA en sueros de pacientes a los
que se les habia diagnosticado lesiones intra-
piteliales de bajo y alto riesgo, generalmente
asociadas a VPH-6, VPH-11 y VPH-16, VPH-18,
respectivamente, y pacientes con cancer de
cuello uterino basados en evidencia experi-
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mental que confirmaba que la infeccion genital
por VPH frecuentemente induce respuestas
inmunitarias mediadas por anticuerpos, prin-
cipalmente dirigidas contra las proteinas de la
capside (Jeong, Woo & y Kim, 2009), en donde
la proteinas L1 se encuentran en una signi-
ficativa mayor proporcion respecto de las
proteinas L2 y representan aproximadamente
el 80% de la proteina viral total, otros autores
han confirmado la importancia de estas
proteinas a anticuerpos especificos por lo que
se considera que son una fuente de epitopes
que pueden contribuir con el desarrollo de
péptidos bioreceptores para lograr el desa-
rrollo de una prueba diagnostica eficiente.

El desarrollo de
metodos de diagnostico
que contribuyan a la
deteccion de la infeccion
causada por el VPH
depende en buena
medida del bioreceptor.

Los resultados del estudio sugieren que el
péptido sintético IHSMNSTIL tiene mayor
afinidad por los anticuerpos de los pacientes
con VPH de alto riesgo y con cancer de cuello
uterino, por lo que, este péptido puede usarse
para el diseho de una prueba que permita
diferenciar infecciones de VPH segin su
riesgo, sin embargo, algunos investigadores
afirman que los anticuerpos reconocidos
por este bioreceptor son de larga duracion y
pueden ser un marcador de una enfermedad
pasada (Liu et al., 2016).

El enfoque para el desarrollo de una prueba
diagnostica, en la actualidad se centra en
la importancia que tienen las proteinas Ll y
especificamente en las regiones de la capside
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expuestas, es decir, las responsables de la inte-
raccion con anticuerpos generados contra el
virus del papiloma humano. El ensayo de ELISA
puede detectar anticuerpos generados contra
infecciones por VPH potencialmente oncoge-
nicas y/o persistentes, algunos investigadores
han informado que las mujeres que son seropo-
sitivas para VPH-16 presentan un mayor riesgo
de desarrollar carcinoma cervical que las
mujeres seronegativas (Urquiza et al., 2005). La
seropositividad ocurre con mayor frecuencia
en pacientes que han progresado a lesiones de
alto grado que pueden producir cancer, que en
pacientes con lesiones leves o riesgo bajo. Por
ende, la respuesta de anticuerpos es significa-
tivamente mayor, sin embargo, otros estudios
serologicos han demostrado que entre el 20
y el 50% de las mujeres que padecen lesiones
asociadas al VPH, no presentan niveles detec-
tables de anticuerpos lo cual dificulta el
diagnostico de esta enfermedad.

En 2005 se reportaron dos péptidos
(PNNNKILVPKVSGLQYRVFR y LYIKGSGSTAN-
LASSNYFPT) derivados de la proteina L1 del
VPH-16 que fueron probados contra 148 sueros
de pacientes con lesiones de bajo y alto riesgo
comparados con sueros de pacientes que
tenian una citologia normal, estos peéptidos
mostraron una sensibilidad y especificidad
muy alta (mas del 90%) para discriminar entre
el carcinoma asociado al VPH y los sueros de
los pacientes con carcinoma positivo y nega-
tivo, convirtiendo a estos dos péptidos en
herramientas excelentes para la deteccion
rapida de poblaciones femeninas a gran escala
con riesgo de desarrollar carcinoma cervical
(Urquiza et al., 2005).

Conclusiones

El desarrollo de nuevos métodos de diagnos-
tico que contribuyan a la deteccion rapida,
eficiente, confiable y econdmica de la infeccion

54

causada por el VPH, depende en buena medida
del bioreceptor, la gran mayoria de estudios
realizados sugiere que el bioreceptor debera
estar relacionado con las proteinas L1 de la
capside del virus del VPH debido a que varias
secuencias peptidicas extraidas de las regiones
expuestas de la capside son responsables de la
respuesta inmune.

Es necesario realizar estudios de interac-
cion antigeno-bioreceptor con las secuencias
peptidicas reportadas en la actualidad con el
fin de identificar epitopes mas pequefos que
garanticen: (i) la interaccion antigeno-anti-
cuerpo; (ii) que se encuentren asociados a
sintesis viables; y (iii) que puedan determinar
el grado de la lesion causada por el virus del
papiloma humano.

El disefio de nuevos métodos de diagnostico
no invasivos para la deteccion de la infeccion
causada por el VPH, resulta una herramienta
fundamental que puede ayudar la deteccion
temprana de lesiones epiteliales en mujeres
asintomaticas y/o sintomaticas, contribuyendo
como método de prevencion de cancer de
cuello uterino y permitiendo el acceso al diag-
nostico para una mayor parte de la poblacion.
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