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RESUMEN

GENERACION DE INSUMOS INMUNOLOGICOS DE UTILIDAD EN LA
ELABORACION DE PRUEBAS RAPIDAS CQMO ALTERNATIVA COSTO
EFECTIVA PARA EL DIAGNOSTICO DEL CANCER DE CUELLO UTERINO
EN ZONAS RURALES DE COLOMBIA.

El Virus del Papiloma Humano (VPH) es un virus de ADN doble cadena, cubierto por
una capside proteica icosaédrica, sin envoltura. Su infeccion se adquiere principalmente
por contacto sexual, siendo uno de los virus de transmision sexual mas comunes en el
mundo. Actualmente, se han descrito més de 150 genotipos, algunos de importancia
clinica (VPH de alto riesgo) por su capacidad de generar una infeccion persistente en el
tracto anogenital femenino, induciendo la proliferacion celular del epitelio cervical, por

lo que se conocen como la causa principal de Cancer de Cuello Uterino (CaCU).

En Colombia, en 2022, el CaCU fue el segundo en ocasionar mas muertes en mujeres,
con 80 defunciones y 403 casos nuevos reportados. La ruta diagndstica comprende PCR
para deteccion de ADN del VPH, citologia cervicovaginal, colposcopia y biopsia; sin
embargo, en regiones rurales dispersas del pais, debido a las limitaciones sociales,
econdémicas y de desplazamiento a los sitios de salud, el diagndstico se hace
principalmente con técnicas de inspeccidn visual, las cuales son menos sensibles, pero de

resultado inmediato.

Por consiguiente, el objetivo de este estudio fue generar bioinsumos inmunolégicos
(proteinas recombinantes y anticuerpos) que constituyan la primera fase para el desarrollo
de un sistema de rapida deteccién de oncoproteinas de VVPH alto riesgo, como alternativa
para el apoyo diagnostico de CaCU en zonas rurales de Colombia. Combinando
herramientas computacionales, de biologia molecular y bioquimicas se logré la
generacion de un anticuerpo aviar anti MBP-E6VPH16 mediante la construccién de un
vector recombinante que permitio obtener el péptido antigénico elegido a traves de
herramientas computacionales. El anticuerpo se caracterizo mediante ensayos de western
blot y ELISA.

Palabras clave: Virus del Papiloma Humano, Cancer de Cuello Uterino, bioinsumo



ABSTRACT

GENERATION OF IMMUNOLOGICAL TOOLS USEFUL IN THE
DEVELOPMENT OF RAPID TESTS AS A COST-EFFECTIVE ALTERNATIVE
FOR THE DIAGNOSIS OF CERVICAL CANCER IN RURAL AREAS OF
COLOMBIA

Human Papillomavirus (HPV) is a double-stranded DNA virus, covered by an icosahedral
protein capsid, without envelope. Its infection is acquired mainly by sexual contact, being
one of the most common sexually transmitted viruses in the world. Currently, more than
150 genotypes have been described, some of clinical importance (high-risk HPV) for their
ability to generate a persistent infection in the female anogenital tract, inducing cell
proliferation of the cervical epithelium, so they are known as the main cause of Cervical

Cancer (CaCU).

In Colombia, in 2022, CaCU was the second leading cause of death in women, with 80
deaths and 403 new cases reported. The diagnostic pathway includes PCR for HPV DNA
detection, cervicovaginal cytology, colposcopy and biopsy; however, in dispersed rural
regions of the country, due to social, economic and travel limitations to health sites,
diagnosis is mainly done with visual inspection techniques, which are less sensitive, but

with immediate results.

Therefore, the objective of this study was to generate immunological bioinputs
(recombinant proteins and antibodies) that constitute the first phase for the development
of a rapid detection system for high-risk HPV oncoproteins, as an alternative for the
diagnostic support of CaCU in rural areas of Colombia. Combining computational,
molecular biology and biochemical tools, the generation of an avian anti MBP-E6VPH16
antibody was achieved through the construction of a recombinant vector that allowed
obtaining the chosen antigenic peptide through computational tools. The antibody was
characterized by western blot and ELISA assays.

Key words: Human Papillomavirus, Cervical Cancer, bioinput.






CONTENIDO

RESUIMIEN ........c.uueeeeevesseersseeessssssssssssessssessssesssssssssssssssssssssasessasssssssssssssssessssessasessasesns 7
LISTA DE FIGURAS ........vveesueeevessserssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 12
LISTA DE TABLAS. .....cccveeeseeeeseessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnes 14
INTRODUCCION .......cueeeeeeverveseresrereesseessssssssssssesssssssssessessesssessessesssessessesssessessssssessens 1
1. MARCO TEOQRICO ......ceeeeeeeeeeesersrssessesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssensenes 3
1.1 SISTEMA INMUNOLOGICO.......c.ceeerreerereresressssesssssssssesessssssssssesssssssssesssssssssessnssssseses 3
1.2 PROTEINAS RECOMBINANTES Y ANTICUERPOS — RELEVANCIA BIOTECNOLOGICA.......... 6
1.3 VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO .......c.courueeerresrreereeessssessssssssssessssesssssssssssessessnssssseses 8
1.4 CANCER DE CUELLO UTERINO (CaCU).....eeeurrererrerererseessssesessessssssssssesssessssssensssessssens 15
1.5 TECNICAS DE DETECCION DEL VPH....c..cecueeueererrennenesesessssssessessessesssssesssssssssessessassans 19
2. ANTECEDENTES .....cecouveesvereseereseesesssssssessssssssssssssssssssssssssssessssesssssssssssssesssessssessnns 20
3. JUSTIFICACION .....c.eeeeveeeeeeeiresreesessssssesssssssssssssessessssssessssssssessessesssssessessssnsensenes 26
4. OBJETIVOS ....eeeeeveeeseeresresessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssesssssssssssssesssesssessnes 27
OBJETIVO GENERAL.......veueevereseseseesesessesessssessssessssssessesessssesssesensssesessessnssssssssensssesensesenes 27
OBJETIVOS ESPECIFICOS .....veueereeeeereeerersesessessssesssssessssesssssssssssesssensssssssssensssensssenssssenes 27
5. METODOLOGIA ......coeeeveserseesrssesrsssessessesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssessssenes 28
5.1 ESTUDIO BIOINFORMATICO ......ccoeereererersesessssesessesessesessssessssesensesessssesessesssssensssesenses 29
5.2 OBTENCION DE PROTEINA RECOMBINANTE ........ccceerererrerresrrsesessessesesessesssssssssessesses 29
5.3 PRODUCCION DE ANTICUERPOS POLICLONALES.........cceeurueererereesensseessssessssessssnenees 37
5.4 EVALUACION DE SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DE ANTICUERPOS ......c.coervrreerervenees 40
6. RESULTADOS Y DISCUSON .........oeeveeerrsresrsssvsssesssesssssssssssssssssssssssesssssssssssesssesnses 42
6.1 IDENTIFICACION DE REGIONES CONSERVADAS Y/O INMUNOGENICAS ENTRE LAS
SECUENCIAS DE LA ONCOPROTEINA EB .....coveueeerueerrererseessssensssesssseessssessssensssesssssnssssenes 42
6.2 OBTENCION DE LA PROTEINA RECOMBINANTE MBP-E6VPHI6 .........covrevereneererernenenes 47
6.3 PRODUCCION DE ANTICUERPOS POLICLONALES..........cocveerrrereraenersssessssenssessssnsssssenes 55
6.4 EVALUACION DE SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DE LOS ANTICUERPOS POLICLONALES
ANTIIMBP-EBVPHLG .......covereneerereerererseseressesessesessssessssesessssessssessnsssessssesssesessesensessssnsesenes 62
7. CONCLUSIONES .......eeeeeeereserresersessesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssess 66



BIBLIOGRAFIA



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Estructura general de [0S antiCUBIPOS .........ccuoviiiiiiriiireieeeee e 4
Figura 2. Produccion de proteinas reCOMDINANTES ..........c.oeiiirirenirenieisiee e 7
Figura 3. Estructura del Virus del Papiloma HUMaNO. .........cccccceeviiiiic i 9
Figura 4. Estructura gendmica del Virus del Papiloma Humano (VPH) ... 10
Figura 5. Principales funciones de proteinas de expresion temprana y tardia del VPH.............. 12
Figura 6. Mecanismo de degradacién de p53 mediado por la proteina E6 de VPH ................... 13
Figura 7. Mecanismo de accion de proteina E7 de VPH para progresion de fase G1aSS........... 14
Figura 8. Tasa de incidencia y mortalidad de CaCU en Colombia, 2022.............c.cccoevevveinnnnn. 16
Figura 9. Etapas de la infeccion por VPH y transicion a la enfermedad............cccccooeviiviienn, 18
Figura 10. Evolucidn de las lesiones cervicales ocasionadas por VPH alto riesgo. Tomado y
paToTo ) Tor=To [0 ] o (SR (1) TSP 19
Figura 11. Evolucion de la relacion del VPH con el CaClU.........ccooeviiiiiiienncneeeeee 24
Figura 12. Estrategia metodol0gica apliCada............couovrireiiiiiiiiiniesee e 28
Figura 13. Perfil térmico para PCR del fragmento de E6 VPH16 ...........cccccoovvvieveieiiciecienne 31
Figura 14. Construccion In silico de plasmido recombinante pMALC5X-E6VPHIG................. 32
Figura 15. Anélisis filogenético de secuencias proteicas de E6 de los 16 tipos de VPH............ 44
Figura 16. Alineamiento de secuencias proteicas de las E6 de VPH genéticamente méas

(00T (o [T ST OR T RTRORP 44
Figura 17. Prediccion de regiones antigénicas de la proteina EB............cccocovvviinnicnnciccnnn, 46
Figura 18. Prediccién de regiones antigénicas de la proteina E6 del VPH16.............cccccvvevnnee 48
Figura 19. Construccion de vector recombinante pMALCSX-E6VPHI6 .........ccccoovvveviivciienen, 49
Figura 20. Obtencion y verificacion del plasmido recombinante pMALc5X-E6VPHI16............ 50
Figura 21. Evaluacidn de colonias E. coli BL21 DE3 - pMALc5x-E6VPH16, mediante PCR
(AMPIITICAd0: 159 PD) ...t 50
Figura 22. Expresion de MBP-EBVPHLG. ..........cccoiiiiiriiiiciseese e 52
Figura 23. Evaluacidn de purificacion parcial de MBP-E6VPH16 (50 kDa) mediante
cromatografia de afinidad @ amilOSa............ccoveviiiiiiii i s 53
Figura 24. Expresion y purificacion parcial de MBP ... 54
Figura 25. Inmunodeteccidn de proteinas parcialmente purificadas MBP-E6VPH16 (50 kDa) y
MBP (44 kDa), mediante WeStern DIOt ..o 54
Figura 26. Determinantes antigénicos en MBP-E6VPH16. COLORES...........c..ccocevernieienene. 56
Figura 27. Liberacion de E6VVPH16 a partir de digestion proteolitica con Factor Xa. MBP-
E6VPH16 (50 kDa), MBP (44 kDa), E6BVPHL16 (6 KDa) ........cccoveieieinieiesc e 57

Figura 28. Evaluacion de IgY anti MBP-E6VVPH16 presentes en suero mediante western blot.57
Figura 29. Evaluacion de 1gY anti MBP-E6VVPH16 presentes en suero mediante ELISA

116 =T (o TSP PP PP PRPRPR 58
Figura 30. Purificacion de IgY anti MBP-E6VVPH16 a partir de huevos. A. Evaluacion del
proceso de purificacion mediante precipitacion con sulfato de amonio al 35% ...........ccccevneee. 59

Figura 31. Evaluacion de la produccién de 1gYs anti MBP-E6VVPH16 presentes en huevos
durante el esquema de INMUNIZACION. .........covouiiiiiniiei e s 59



Figura 32. Evaluacion mediante western blot de las 1gY's purificadas anti MBP y anti MBP-

E6VPH16 por afinidad al antigen0. ........ccoiiiieii e 60
Figura 33. Evaluacion de IgY purificadas por afinidad al antigeno, previa incubacion con

antigeno no diana en solucion, mediante WeStern bIOt............cooeireiiinninnie e 62
Figura 34. Evaluacidn de sensibilidad de anticuerpos policlonales anti MBP-E6VPH16 en

SUEro, Mediante WESTEIN DIOT. ... s a e e s areas 62
Figura 35. Evaluacidon de condiciones 6ptimas de reconocimiento de MBP-E6VVPH16 por parte
de las IgY en huevo, mediante ELISA INAIrECTO........cccccveiviiiiiiiiicice s 63

Figura 36. Evaluacion de reconocimiento cruzado de anticuerpos policlonales anti MBP-
E6VPH16 en suero, mediante WESLEIN DIOt.........c..eeiiiiiiiii ittt e 64



LISTA DE TABLAS

Tabla 1. Caracteristicas de inmunoglobulinas de 10S Mamiferos. ..........cccooveveiiiiireviiieice e 5
Tabla 2. Genotipos de VPH asociados @ CaCl .........ccccveiiviiiicie i 15
Tabla 3. Iniciadores para PCR del fragmento E6 VPHI6............cccooeiiiiiiininceeeeee 30
Tabla 4. Esquema de inmunizacion con E6 VPH 16 en modelo aviar.............ccccceevvvcveivieenenne. 38
Tabla 5. Caracteristicas generales a partir de la secuencia proteica de cada E6 ......................... 43

Tabla 6. Cuantificacion de proteina parcialmente purificada. MBP-E6VPH16 (izquierda). MBP
(0= (1] =) USSP 55



INTRODUCCION

Los anticuerpos son glucoproteinas organizadas en una o varias unidades estructurales
basicas, compuestas por cuatro cadenas polipeptidicas (dos livianas y dos pesadas),
unidas entre si por puentes disulfuro y otras uniones de tipo no covalente. Estas
glicoproteinas hacen parte del sistema inmune adaptativo y su funcién consiste en la unién
especifica a un antigeno ocasionando reacciones inmunitarias que provocan la

destruccion del antigeno, por lo que se conocen como inmunoglobulinas (1).

Gracias a su capacidad de reconocimiento especifico de un antigeno, los anticuerpos son
una herramienta importante en investigacion, en el sector clinico, biotecnoldgico,
industrial, entre otros. Algunas de sus aplicaciones incluyen la deteccion de
biomarcadores 0 microorganismos patégenos, la terapia inmunoldgica como agentes de
sefializacion o bloqueo de mecanismos celulares y la identificacion, cuantificacion,
caracterizacion y purificacion de moléculas (2), siendo el bioinsumo fundamental en
técnicas de deteccion como western blot, ELISA, inmunohistoguimica,
inmunoprecipitacion e inmunoensayos de flujo lateral, también conocidos como pruebas
rapidas; estas ultimas son de las mas relevantes, por su sencillez operativa, calidad y
tiempo del resultado y facilidad de interpretacién (3), lo que las hace utiles en el

diagnostico clinico, siendo posible emplearlas en zonas rurales de dificil acceso.

En Colombia este tipo de pruebas se importan generalmente a precios elevados, segln su
complejidad y blanco de deteccion. Sin embargo, su produccién a nivel local es posible
y representa un paso importante para alcanzar una soberania biotecnoldgica. La
produccion del principal bioinsumo (anticuerpos policlonales o monoclonales), parte de
la disponibilidad del antigeno de interés; para el caso de las proteinas usadas como
antigeno, estas se pueden obtener mediante tecnologia de ADN recombinante (4) para la
posterior inmunizacion responsable del modelo animal apropiado, que genere anticuerpos

contra este agente externo (5).

Considerando lo anterior, este proyecto pretende la generacion de bioinsumos (proteina
recombinante y anticuerpos policlonales), que permitan la generacion a futuro de una

herramienta inmunologica como apoyo en el diagnostico del Cancer de Cuello Uterino.



Este cancer es la muestra de como una infeccion viral (por Virus del Papiloma Humano)
puede desencadenar una enfermedad maligna, cuando ademés se presentan factores
epigenéticos que propician la persistencia y progresion de la infeccion, tales como

tabagquismo, alimentacion poco saludable, precocidad y promiscuidad sexual, entre otros
(6).

El Virus del Papiloma Humano (VPH) de alto riesgo puede generar afectaciones en el
mecanismo de division celular, aduefidndose del proceso de sintesis de ADN de la célula
huésped y ocasionando un gran nimero de variaciones que resultan en la proliferacion
celular e inhibiciéon de apoptosis (7). La oncoproteina E6 de los VPH de alto riesgo
cumple variedad de funciones encaminadas al mantenimiento y progresion de la
infeccion, pues asegura la proliferacion del virus a través de la eliminacion de la
capacidad de las células huésped para identificar y reparar dafios en el material genético,
logrando aumentar en gran medida la frecuencia de replicacion celular, por lo cual su
expresion ocurre en etapas avanzadas de la infeccion (8), lo que la convierte en blanco

para la deteccion de la fase precancerosa.

En las zonas rurales dispersas del pais la ruta diagndstica del Cancer de Cuello Uterino
generalmente se modifica, debido a las limitaciones econdmicas, sociales y de
desplazamiento, que dificultan la posibilidad de acceso en repetidas ocasiones a los
centros de salud para la toma de diferentes muestras; mas aun la infraestructura,
tecnologia y el personal capacitado para tomar y procesar las muestras se concentra en
las zonas centrales del pais, lo cual implica tiempos prolongados en la obtencién de
resultados, arriesgandose a perder el contacto con la paciente y la posibilidad de iniciar
un plan de prevencién o tratamiento. Por ello, el diagndstico en estas zonas se realiza con
técnicas de inspeccion visual que permiten observar directamente las células del cuello
uterino y en caso de detectar lesiones precancerosas, definir la opcién de tratamiento. Sin
embargo, la efectividad de estas técnicas es mucho menor que la lograda en conjunto con
las técnicas moleculares e histopatologicas (9), siendo una alternativa, el empleo de

técnicas de inmunodeteccion rapida.



1. MARCO TEORICO

1.1 SISTEMA INMUNOLOGICO

El sistema inmunoldgico es fundamental para la preservacion de los organismos, pues su
funcidn es la defensa ante agentes extrafios y/o peligrosos (antigenos), a través de una red
organizada de oOrganos, tejidos, células, proteinas y moléculas, que llevan a cabo
diferentes mecanismos efectores y de sefializacion, para lograr la destruccion del antigeno
(10). Estos mecanismos de defensa se efectlan en dos tipos de inmunidad, la inmunidad

innata y la inmunidad adaptativa (11).

La inmunidad innata es responsable de la primera linea de defensa ante el agente extrario,
una vez lo reconoce, activa de inmediato una red de respuesta general cuyo objetivo es el
ataque y destruccion del agente extrafio, impidiendo su establecimiento dentro del
organismo. En caso contrario, activa una red de sefializacion capaz de orientar el tipo de

respuesta que efectuara la inmunidad adaptativa, para continuar con el ataque (12).

La inmunidad adaptativa ejerce su respuesta defensora de forma més especializada, luego
de la exposicion a cada agente extrafio. Una vez recibe las sefiales o detecta la presencia
de un agente extrafio, activa su red efectora y de sefializacion para eliminarlo. Asi mismo,
es capaz de guardar informacién del agente y generar memoria con el fin de efectuar una
respuesta mas rapida y efectiva ante un proximo ataque del mismo (13). Los principales
mediadores de este tipo de inmunidad, son los linfocitos T y B. Los linfocitos T reconocen
los antigenos, inician su diferenciacion en varios subtipos de células y envian sefiales para
la accién de los linfocitos B (14). Los linfocitos B también se diferencian para potenciar
este tipo de inmunidad, por lo que pueden ser linfocitos B de memoria, capaces de
reconocer y efectuar una rapida respuesta en caso de nuevo contacto con el antigeno o
linfocitos B efectores (plasmocitos) encargados de la produccion de inmunoglobulinas
(anticuerpos), que se excretan al sistema circulatorio y pueden reconocer de manera

especifica el antigeno uniéndose a este, para inducir su destruccion (15).



1.1.1 ANTICUERPOS

Los anticuerpos son glucoproteinas organizadas en una o varias unidades estructurales
basicas, compuestas por cuatro cadenas polipeptidicas (dos livianas y dos pesadas),
unidas entre si por fuerzas ionicas y puentes disulfuro. Cada cadena liviana pesa
aproximadamente 25 kDa y cada cadena pesada pesa aproximadamente 55 kDa. Cada
tipo de cadena contiene una regidn constante y una regién variable, cuya secuencia de
aminoacidos cambia para cada anticuerpo, permitiendo el reconocimiento especifico de

cada antigeno (16).

Su estructura se puede dividir en el fragmento cristalizable (Fc) compuesto por la mitad
de las dos cadenas pesadas, que permite a los anticuerpos unirse al receptor Fc presente
en algunas células inmunitarias. Y dos fragmentos de unién al antigeno (Fab) compuestos
por una de las cadenas livianas y la otra mitad de la cadena pesada, que contienen los
sitios de reconocimiento y unién al antigeno. Adicionalmente, algunos tipos de
anticuerpos presentan una region denominada bisagra, cerca de los puentes disulfuro, que
les otorga flexibilidad (figura 1) (17).

Figura 1. Estructura general de los anticuerpos
Tomado y modificado de: (17)

Sitio de
+ reconocimiento
Regiones antigeno
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Regiones
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1.1.2 TIPOS DE ANTICUERPOQOS

La variabilidad de la region constante de las cadenas pesadas, el coeficiente de
sedimentacion y el contenido de carbohidratos, son algunas de las caracteristicas que
permiten que se presenten diferentes isotipos de anticuerpos; en mamiferos se presentan

5tipos: G, A, M, Dy E. Asi mismo, la variabilidad de la region constante de las cadenas



pesadas les otorga propiedades bioldgicas distintas como la capacidad de fijacion de
complemento, de unirse a receptores celulares, y de unirse entre si (17). En la tabla 1 se
presentan algunas caracteristicas y funciones de estos tipos de inmunoglobulinas.

Tabla 1. Caracteristicas de inmunoglobulinas de los mamiferos.
Inspirada en y figuras tomadas de: (18)

INMUNOGLOBULINA (Ig) CARACTERISTICAS

oG e Representa mas del 70% de las
inmunoglobulinas en suero.
/ e Tiene capacidad de neutralizar,
precipitar, fijar complemento y unirse
a células inmunitarias.

e Confiere inmunidad neonatal, por su
capacidad de atravesar la placenta.

Se presenta en forma pentamérica en
la membrana de los linfocitos B y de
forma monomeérica en suero.

e Activa complemento, neutraliza y
participa  en la lisis  de
microorganismos.

2

e Seencuentraen las mucosas en forma
dimérica y en leche materna en forma
monomeérica.

e Impide el ingreso de agentes
infecciosos a través de las mucosas
epiteliales, gracias a su capacidad
neutralizante y precipitante.

5

5

e Se encuentra en la superficie de los
linfocitos B, para activar su
crecimiento y facilitar el inicio de su
respuesta.

IgE \ o Elestimulo de su sintesis proviene del
contacto con agentes alergénicos.
e Se encuentra en sangre y en la
superficie de mastocitos y basoéfilos.




1.2 PROTEINAS RECOMBINANTES Y ANTICUERPOS — RELEVANCIA
BIOTECNOLOGICA

La investigacion de los procesos vitales de los seres vivos y el entendimiento del
mecanismo de accion de las macromoléculas involucradas, ha permitido la creacion de
técnicas para su obtencidn y uso como base de herramientas biotecnoldgicas necesarias
en el avance de diversos sectores de la economia (19). Un ejemplo de ello es la variedad
de aplicaciones que tienen los anticuerpos por su capacidad de reconocer y unirse a un
antigeno, el cual se puede obtener directamente del organismo al cual se quiere dirigir el
anticuerpo, mediante sintesis quimica o de manera recombinante (20). Siendo esta ultima
ampliamente utilizada y constituyendo en si misma la generacion de un bioinsumo, como

se describe a continuacion.

1.2.1 PRODUCCION DE PROTEINAS RECOMBINANTES

Una proteina recombinante es aquella cuya expresion se lleva a cabo en células de una
especie o linea celular diferente a la que originalmente la produce; ademas, su secuencia
de aminoéacidos puede ser igual a la natural o con modificaciones, con el propdsito de

alterar caracteristicas como solubilidad, ubicacion subcelular, funcion, entre otras (21).

De manera global, una proteina recombinante se produce a partir de la amplificacion de
su secuencia genética, para ser clonada en un vector de expresion, que debe ser transferido
a un sistema que cuente con los mecanismos necesarios para ejecutar su produccion,
generalmente en un momento especifico luego de un estimulo especifico. Una vez
confirmada su produccion, se extrae, se confirma su identidad y se purifica (figura 2) (22).
La produccion de proteinas recombinantes puede realizarse en diferentes sistemas de
expresion, conocidos como sistemas heter6logos, entre los que se encuentra E. coli,

levaduras, células de mamifero, de insecto, entre otros.



Figura 2. Produccidn de proteinas recombinantes.
Tomado y modificado de: (22)
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1.2.2 MODELOS ANIMALES PARA GENERACION DE ANTICUERPOS

La obtencién de anticuerpos por inmunizacion controlada de animales es un método
tradicional que ha sido ampliamente explorado, por lo que existen protocolos definidos
para el uso de varios modelos, cada uno con sus ventajas y desventajas. La seleccion del
modelo a emplear depende de aspectos como el tipo de antigeno, la cantidad disponible
y la especie de la que proviene, la cantidad de suero que se necesite y el tipo de
anticuerpos que se pretenda producir (monoclonales o policlonales) (23).

Los modelos méas usados para la generacion de anticuerpos son los conejos, ratones,
hamsters, ovejas y gallinas. Los conejos son de manejo sencillo y econémico, la obtencion
de la sangria no es tan complicada y se pueden obtener volimenes de suero de hasta
500mL. Los ratones y hamsters son también de facil manejo, pero los volumenes posibles
de suero son mas bajos, por lo que son mas usados en la obtencién de anticuerpos
monoclonales. Los modelos mas grandes como las cabras se usan preferentemente cuando

se requieren altos volimenes de suero con concentraciones elevadas de anticuerpos (24).

Asi mismo, el empleo de gallinas permite la obtencion de hasta 50 mL de suero en un
protocolo de inmunizacion. El anticuerpo mas abundante en suero es un isotipo de la

inmunoglobulina G (IgG) de mamiferos; la inmunoglobulina Y (IgY), de



aproximadamente 180 kDa, compuesta también por dos cadenas polipeptidicas pesadas y
dos livianas. Presenta ciertas diferencias estructurales con la 1gG, como la ausencia de
region bisagra, lo que la hace menos flexible y a la vez menos sensible a degradacion
proteolitica. Adicionalmente, las IgY se encuentran abundantemente en la fraccion fluida
de la yema de los huevos, lo cual representa una ventaja adicional, ya que se pueden
obtener los anticuerpos a partir de los huevos, evitando procesos invasivos para su

recoleccion (25).

1.3 VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO

El Virus del Papiloma Humano (VPH) estd clasificado dentro de la familia
Papillomaviridae, dado que su estructura esférica de aproximadamente 52-55 nm esta
formada por una céapside proteica icosaédrica, sin envoltura. Se han descrito mas de 200
tipos diferentes distribuidos en 5 géneros: o-papilomavirus, [B-papilomavirus, vy-
papilomavirus, u-papilomavirus y v-papilomavirus (26). Esta agrupacion de los 5 géneros
los relaciona no solo a nivel de composicion genética, sino también con sus capacidades
patogénicas y el tropismo o afinidad por tejidos epiteliales especificos, encontrando que
los a-papilomavirus pueden infectar epitelio tanto cutaneo como mucoso, mientras que
los B, v, u, y v-papilomavirus infectan solo epitelio cutaneo. En el género a-papilomavirus
se encuentran los VPH de interés para este estudio, pues poseen la capacidad de lograr
una infeccion persistente que desencadena en la aparicién de Cancer de Cuello Uterino
(CaCu) (27).

El VPH presenta distribucion global y es uno de los virus de transmision sexual mas
comunes (28), aunque recientemente se han evidenciado otras vias de transmision, entre
las que se encuentran el contacto a través de heridas o abrasiones con objetos en los que
se encuentre el virus, o el contacto (en zonas no genitales) de una persona infectada con
otra no infectada que presente algun tipo de lesion; incluso se ha evidenciado transmision

vertical, de madre a hijo (29).

Este virus afecta tanto a mujeres como a hombres, siendo estos Gltimos generalmente
asintomaticos (30). Las consecuencias de su infeccion pueden ser benignas o malignas,

conduciendo en algunos casos al desarrollo carcinogenico del sitio infectado. De ahi que,



es la causa principal del CaCU y un factor determinante para el desarrollo de otro tipo de
canceres, como céncer de pene, de ano, de vulva, de vagina, de cabeza y cuello

(orofaringeo), de cavidad oral y laringeo (31).

1.3.1 ESTRUCTURA DEL VPH

El Virus del Papiloma Humano estd formado por una estructura esférica de
aproximadamente 52-55 nm constituida por una cépside proteica icosaédrica, sin
envoltura, que protege su genoma circular (32). Esta capside se compone de 72
capsomeros, cada uno formado por dos proteinas estructurales: L1y L2, de manera que
la proteina L1 se organiza en forma de pentameros y L2 se organiza en el interior de estos
pentameros, como se ilustra en la figura 3 (parte A) (33).

Figura 3. Estructura del Virus del Papiloma Humano.

A) Construccion bioinformética de superficie externa de un virion de VPH. B) Esquema de

conformacioén interna de VPH.
Tomado de: (32)
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1.3.2 ESTRUCTURA GENOMICA

Su genoma estd compuesto por ADN de doble cadena, con una longitud aproximada de
8.000 pb distribuidas en: una region reguladora corriente arriba (URR) compuesta por
aproximadamente 1.000 pb y dos regiones codificantes separadas entre ellas por sefiales
de poliadenilacion. Estas dos regiones abarcan 8 marcos abiertos de lectura (ORFs) y
estan clasificadas segun el orden de transcripcion de los genes que las componen, asi: una

region tardia, compuesta por los genes L1 y L2 (Late genes) y una region temprana
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compuesta por los genes E1, E2, E4, E5, E6 y E7 (Early genes) (34,35). No obstante,
dicho orden de transcripcidon ocurre parcialmente en los genes codificantes, pues sus
ORFs se encuentran superpuestos, empalmados de manera diferencial y comparten el
extremo 3’ (figura 4). Los genes de la region tardia codifican para proteinas estructurales,
los de la region temprana codifican para proteinas funcionales y la region de control
contiene el origen de replicacion y elementos de respuesta para factores de transcripcion
propios o de la célula huésped (35,36).

Figura 4. Estructura gendémica del Virus del Papiloma Humano (VPH)

En verde: region reguladora. En rojo: regién temprana. En azul: region tardia.

Tomado de: (37)
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1.3.3 ESTRUCTURA PROTEICA

Las proteinas del VPH tienen el mismo nombre del gen que las codifica (figura 5); se
expresan de manera diferencial segun el tipo de VPH y son factores clave en los diferentes
procesos necesarios para el establecimiento y mantenimiento de la infeccion (31). Las
proteinas tempranas son E1, E2, E4, E5, E6 y E7. E1 (73kDa) es una de las involucradas
en el inicio de la replicacion del ADN viral, al unirse al sitio de origen de replicacion del
ADN celular, formando un complejo con actividad helicasa, y junto a diferentes factores

virales y celulares permite el desenrollamiento de la doble hebra (38).

E2 (41kDa) es la principal proteina reguladora del virus, se involucra especialmente en el
control de la transcripcion de las demas proteinas virales, aunque también interviene en
lareplicacion del ADN viral, al apoyar la accion de E1 formando un complejo hexamérico

con esta. Adicionalmente, E2 logra la integracién del ADN viral con el de la célula
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huésped en la fase de mitosis, mediante su unién a la cromatina mitética, lo que garantiza
no solo la coordinacion con el ciclo replicativo de esta, sino el paso del genoma viral a la
celula hija. Cabe resaltar que esta ultima funcién solo ocurre en algunos tipos de VPH y
es clave para la persistencia del virus en el tejido infectado, ya que en otros tipos su

actividad se centra en mayor medida en funciones de control transcripcional (38).

E4 (10kDa) es una proteina cuya funcion es aun desconocida; se sabe que su expresion
tiene lugar en la etapa final del ciclo viral, cuando se completa la formacion de nuevos

viriones, favoreciendo su maduracion y liberacion (33).

La proteina E5 (9kDa) apoya la funcion de otras proteinas virales facilitando la
disponibilidad de factores celulares a través del reclutamiento de estos, al tener una
ubicacion transmembranal en el reticulo endoplasmaético; conjuntamente, contribuye en
la evasion de la respuesta inmune al reducir los niveles de Complejo Mayor de
Histocompatibilidad (MHC) clase | en la superficie celular, mediante la retencion del
mismo y regula positivamente la sefializacion del receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR) (33).

E6 y E7 se denominan oncoproteinas, pues en algunos tipos de VPH desarrollan un
elevado potencial de interaccion con importantes factores y proteinas reguladoras del
ciclo replicativo de la célula huésped, de manera que logran tomar el control del mismo
y modificar su regularidad; asi mismo tienen incidencia en la regulacion de la apoptosis

celular y la respuesta inmunologica del organismo (39).

Las proteinas tardias L1y L2 se expresan cuando el virus alcanza las capas superiores del
epitelio infectado y son proteinas estructurales, puesto que conforman la capside viral. L1
es una proteina de 531 aminodacidos con un peso molecular de 55 kDa y representa el 90%
de la cépside viral; cinco mondmeros de esta se unen para formar una estructura
pentamérica que resulta ser bastante inmunogénica, ademas, es la que interactua con
algunos de los receptores de superficie de la célula huésped, tales como heparan-sulfato,
sindecano 3 e integrina alfa-6, para permitir el ingreso del virion (40). L2 (50kDa) se
ubica en la parte interna de la estructura pentamérica antes mencionada, contribuyendo
tanto en la union a receptores celulares en la entrada del virién, como en el
direccionamiento del ADN viral hacia los centros replicativos del nucleo, una vez se logra

el ingreso (41).
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Figura 5. Principales funciones de proteinas de expresion temprana y tardia del VPH.
Tomado y modificado de: (40)
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1.3.4 ONCOPROTEINAS DEL VPH
E6

La proteina E6 tiene en promedio, un peso molecular de 18 kDa, compuesta por
aproximadamente 158 aminoacidos, con un dominio de dedos de zinc en cada extremo,
siendo el del extremo N-terminal, Gtil para su dimerizacion en el ambiente celular (42).
En los VPH de alto riesgo, E6 presenta un dominio de unién a PDZ en su extremo C-
terminal, que resulta ser una caracteristica estructural determinante en la degradacion de
proteinas involucradas en la organizacidn celular, las cuales contienen en su estructura un
dominio PDZ (43).

Esta proteina cumple variedad de funciones encaminadas al mantenimiento y progresion
de la infeccion, al asegurar la proliferacion del virus a través de la eliminacién de la
capacidad celular para identificar y reparar dafios en el material genético, logrando
aumentar en gran medida la frecuencia de replicacion celular (42,44).
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Su rol més importante es la induccion de la degradacién de p53 (proteina supresora de
tumores y cominmente conocida como el guardian del genoma celular), la cual lleva a
cabo al formar dimeros, por la union de sus dominios N-terminal, que reclutan una
ubiquitina ligasa celular de tipo E3 llamada proteina de union a E6 (E6 — AP); al formar
este complejo se induce la poliubiquitinacion y por ende la degradacion de p53 (figura 6)
(45). Otro mecanismo que E6 emplea para interrumpir la funcion de p53 es evitar la union
a su secuencia diana en el genoma e impedir que efectle su sefializacion al retenerla en
el citoplasma. Todo esto implica drasticas consecuencias como la alteracion del ciclo

celular y la inhibicién de la apoptosis (46).

Asi mismo, tiene la capacidad de regular positivamente la expresion de la telomerasa
hTERT e interactuar con factores de la respuesta inmune innata contra infecciones virales
a7.

Figura 6. Mecanismo de degradacion de p53 mediado por la proteina E6 de VPH.
Tomado de: (33)
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E7 es una proteina de alrededor de 100 amino&cidos y 11 kDa que cumple funciones clave
en la induccién de la proliferacion celular. Su papel primordial es impedir la accién de la
proteina de retinoblastoma (pRB, supresora de tumores); para ello, se une a esta, de
manera que obstaculiza su interaccion con los factores de transcripcion E2F, la cual
ocurre naturalmente como mecanismo de control para detener la entrada del ciclo celular
a fase de sintesis (S). Entonces, como E2F se disocia, induce la expresion de sus genes

diana, generando un aumento de ciclinas A y E que incitan al ingreso prematuro a fase de
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sintesis y progresion del ciclo celular. Asi mismo, apoya la inmortalizacion celular
anulando la accién de p21 y p27, importantes inhibidores de las quinasas dependientes de
ciclinas (CKIl), sobre la quinasa dependiente de ciclina tipo 2 (CDK2), lo que también

permite estimular el paso de la fase G1 a S (figura 7) (48).

Figura 7. Mecanismo de accion de proteina E7 de VPH para progresion de fase G1 a S.
Tomado y modificado de: (49)
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1.3.5 TIPOS DE VPH

Desde que la especie humana se convirtié en su hospedero, el VPH ha evolucionado al
punto que hoy en dia se conocen al menos 400 tipos diferentes que, tal como se menciond
anteriormente, se han clasificado segun las diferencias en su secuencia genética y el tipo
de infeccion que causan, variables que se encuentran estrechamente relacionadas (6).
Teniendo en cuenta esto, se clasifican en VPH de alto y bajo riesgo de inducir desarrollo
canceroso en el epitelio infectado.

VPH DE BAJO RIESGO

Los VPH de bajo riesgo comprenden la mayoria de los tipos descritos. Estos VPHSs al
infectar el tejido no causan sintomatologia y cuando la ocasionan, generan lesiones
benignas, indoloras, que se presentan como papilomas (con aspecto de coliflor, que
sobresalen haciendo relieve en el tejido), normalmente conocidas como verrugas (50).
Los VPH de bajo riesgo tienden a eliminarse por accién del sistema inmune del organismo
infectado y cursan su ciclo de vida con una cantidad relativamente pequefia de productos

génicos virales los cuales se encuentran de forma episomal.

VPH DE ALTO RIESGO
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Los VPH de alto riesgo presentan un elevado potencial oncogénico que depende de
factores como el genotipo del virus, capacidad de integracion de su genoma en el de la
célula huésped y estado inmunolégico del organismo infectado, asi como otros factores
epigenéticos. Si la infeccidn sobrepasa todos esos factores y logra integrar su genoma,
genera afectaciones en el mecanismo de division celular, aduefiandose del proceso de
sintesis de ADN de la célula huésped y ocasionando un gran nimero de variaciones que

resultan en la proliferacion celular e inhibicion de apoptosis (7).

Una de las principales diferencias que distingue el tipo de VPH, es que los de bajo riesgo
no suelen utilizar sus proteinas E6 y E7 para impulsar la proliferacion celular, sino para
replicarse y seguir produciendo viriones. Esto es consecuencia de una regulacion
transcripcional diferencial y también de disimilitudes en la funcion de las proteinas virales
(52).

Respecto a los VPH asociados al cuello uterino, actualmente, se clasifican en tres grupos.
Los de alto riesgo: relacionados con carcinogénesis, los de posible alto riesgo que en
algunos casos se han encontrado como carcinogénicos y los de bajo riesgo: que no se han
encontrado asociados a CaCU. En la tabla 2 se relacionan los genotipos de VPH

clasificados en cada grupo (52).

Tabla 2. Genotipos de VPH asociados a CaCU

Genotipos de VPH segun su potencial para inducir Cancer de Cuello Uterino

ALTO RIESGO 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68
POSIBLE ALTO RIESGO 26, 53, 69, 73, 82
BAJO RIESGO 6, 11, 40, 42, 43, 44, 53, 54,y 70

1.4 CANCER DE CUELLO UTERINO (CaCU)

La aparicion y acumulacion de tumores desarrollados debido a cambios anormales en las
células del cuello del utero (regién comprendida entre la parte inferior del utero y la
vagina), se conoce como Cancer de Cuello Uterino (53). Este cancer es la muestra de
como una infeccion viral puede desencadenar una enfermedad maligna, cuando ademas
se presentan factores epigenéticos que propician la persistencia y progresion de la

infeccion, tales como tabaquismo, alimentacién poco saludable, precocidad y
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promiscuidad sexual, entre otros (54). La infeccién por tipos de VPH de alto riesgo
interrumpe la funcion normal de las principales proteinas celulares e interfiere en la

expresion de productos genéticos (55).

El Cancer de Cuello Uterino es el cuarto mas comun en mujeres de todo el mundo, con
una incidencia de 14,1 y una mortalidad de 7,1 por cada 100.000 habitantes, con 662.301
casos nuevos reportados y 348.874 muertes en 2022, segun cifras reportadas por
GLOBOCAN para ese afio (56,57). En Colombia, la incidencia fue 13.1 y la mortalidad
6,9 por cada 100.000 habitantes, como se muestra en la figura 8. Segin de datos de la
Cuenta de Alto Costo del Ministerio de Salud y Proteccion Social, en 2022 se presentaron

3.168 casos nuevos reportados (58).

Figura 8. Tasa de incidencia y mortalidad de CaCU en Colombia, 2022.
Tomado y modificado de: (56)
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1.4.1 PROGRESION DE LA INFECCION POR VPH A CaCU

Las celulas basales del epitelio de transformacion del cuello uterino (zona de transicion
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de endo-cervical a exo-cervical) son la fuente de origen de la infeccion por VPH, el cual
logra ingresar a traves de heridas o microabrasiones (59). La infeccion de estas células
basales permite al virus su larga estancia en el tejido, pues estas cumplen un proceso de
diferenciacion dentro del epitelio y van avanzando hasta formar parte de las capas
superficiales del mismo. Una vez dentro de la célula, la replicacion viral ocurre
lentamente y se mantiene estable durante la division de las células basales estableciéndose
en forma de episomas en regiones especificas del nucleo. Posteriormente, E2 une el
genoma viral a la cromatina del huésped, garantizando asi que las polimerasas celulares

lo repliquen también en toda la progenie (60).

En las células infectadas de las capas superiores del epitelio, el ensamblaje del virion
comienza en el nucleo, donde se produce la capside y el empaquetado del genoma. Dado
que el VPH es un virus no litico, los viriones sélo se liberan cuando las células infectadas

alcanzan las capas superficiales granulares del epitelio (61,62).

Al alcanzar la zona media del epitelio, las células disminuyen su potencial de
proliferacion y aumentan su diferenciacion, como el VPH depende en gran medida de la
maquinaria de la célula huésped para la replicacion y traduccion de su genoma, retrasa el
proceso normal de diferenciacion terminal del tejido, para que las células continden

efectuando sus mecanismos de proliferacion (63).

A medida que avanza la infeccién y el genoma viral se incorpora a la célula huésped,
dejan de liberarse viriones, la expresion de las oncoproteinas produce la alteracion del
ciclo celular, acumulacién de dafio genético, inhibicion de apoptosis y evasion de
respuesta inmune; asegurando la persistencia del virus en el tejido (8). Las células
responden al dafio del ADN, intentando reparar sus estructuras dafiadas, sin embargo, la
division celular continGa ocurriendo aun con alteraciones genéticas, dando lugar al

desarrollo de lesiones en el tejido epitelial, tal como se observa en la figura 9 (53).

En el 90% de los casos, el VPH solo infecta el tejido, manteniendo su genoma episomal
dentro de la célula (con baja expresion de oncoproteinas), sin causar enfermedad; las
infecciones, por tanto, son transitorias y tienden a resolverse gracias a la respuesta eficaz
del sistema inmune, que generalmente se activa luego de algin tipo de estimulo,

volviéndose indetectables entre 12 y 24 meses (no logran progresar a cancer) (63).
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Figura 9. Etapas de la infeccion por VPH y transicion a la enfermedad.

Tomado de: (53)
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Por otro lado, cuando la infeccion persiste (propiciada por ciertos factores epigenéticos y

debilidad del sistema inmune), se ge

neran lesiones intraepiteliales que pueden ser leves o

graves y se presentan como cambios morfologicos en el epitelio (64). Sin embargo, aln

con desarrollo de lesiones, es posible la regresion y recuperacion del epitelio, por lo que,

solo un pequefio porcentaje de la

invasivo (65).

Los cambios morfoldgicos del epi
Neoplasia Intraepitelial Cervical

s lesiones logra progresar hasta ocasionar cancer

telio inician con la aparicion de una lesion leve:

(NIC) grado |, clasificada como LSIL (Lesion

Intraepitelial Escamosa de Bajo Grado), el 70% de estas son controladas espontaneamente

sin necesidad de tratamiento (figura 10). El otro 30% puede progresar a lesiones

precancerosas: Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC) grado Il y IlI, conocida como

HSIL (Lesion Intraepitelial Escamosa de Alto Grado) (66). Se ha evidenciado que el 25

al 55% de las NIC Il logran regresion y restablecimiento del epitelio. Las que logran
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avanzar a NIC Ill se logran revertir con tratamiento, solo el 3% progresa a invasion

cancerosa (8).

Figura 10. Evolucion de las lesiones cervicales ocasionadas por VPH alto riesgo.
Tomado y modificado de: (66)
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1. 5 TECNICAS DE DETECCION DEL VPH

Entendiendo la posibilidad de prevenir el CaCu gracias a la deteccion temprana de
infeccion por VPH de alto riesgo, para posterior identificacion de presencia de lesiones
precancerosas; actualmente existen variedad de pruebas disponibles para deteccion de
VVPHar, que emplean técnicas tanto inmunoldgicas como moleculares dirigidas a uno o
varios blancos analiticos. Las técnicas moleculares presentan niveles de sensibilidad y
especificidad entre 92 y 98%, generalmente estan dirigidas a la deteccion de 14 genotipos
de alto riesgo, unas detectan los genes que codifican para las proteinas L1 y L2 y otras
para las proteinas E6 y E7, con genotipificacion individual normalmente solo de VPH16
y VPH18; algunas de las méas usadas en Colombia incluyen BD HPV Onclarity Assay.
Cobas HPV test y Xpert HPV. Otras técnicas estan dirigidas a la deteccion de transcritos
de E6 y E7, para los mismos 14 genotipos, como APTIMA VPH (67).

Por su parte, las técnicas de deteccion inmunolégica mas comunes generalmente solo
detectan VPH 16 y VPH18, siendo sus blancos de deteccion las proteinas E6 y E7, como
los kits de OncoE6 Cervical Test y CERVIMAX IHC/WB/FC/IC (68).
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2. ANTECEDENTES

El VPH fue relacionado por primera vez con lesiones genitales, a inicios de la década de
los 70°s, cuando Harald zur Hausen, de la Universidad de Heidelberg en Alemania,
detecté genoma del VPH en muestras de verrugas genitales luego de encontrarlo en
verrugas en otras partes del cuerpo; detectando también que se trataba de diferentes tipos
del mismo virus, causando cada una de estas lesiones (59). A mediados de esta década,
en 1976, Hausen y su equipo, estudiando muestras de tumor de cuello uterino,
identificaron otros dos tipos diferentes de VPH que estaban presentes solo en estos
tumores (60); fue asi como se empezd a reconocer el VPH como agente etioldgico del

cancer de cuello uterino (42).

A partir de este postulado, otros investigadores en todo el mundo continuaron estudiando
la relacion del VPH con esta clase de lesiones e identificaron otros tipos del virus, por lo
que en 1985 se organizé el Centro Internacional de Referencia de VPH en el Centro
Aleméan de Investigacion del Céncer, para referenciar los nuevos tipos que se iban
determinando, verificar su genoma completo y asignarles un nuevo ndmero Unico de

tipificacion (26).

Posteriormente, en 1995, se concret6 la que actualmente es la forma de clasificacion y
asignacion de nuevos tipos del VPH, que consiste en que, para que sea considerado como
tal y se le asigne un nimero (en orden cronolégico segun la fecha de descubrimiento), la
secuencia del gen mas conservado, el gen L1 debe ser diferente en >10% con respecto a
los otros tipos ya determinados (27). Adicionalmente, se agruparon en 5 géneros (o-
papilomavirus, B-papilomavirus, y-papilomavirus, p-papilomavirus y v-papilomavirus),
donde los tipos pertenecientes a un género deben tener similitud <60% en la region del
gen L1 respecto a los de los demas géneros (26). Esta agrupacién de los 5 géneros los
relaciona no solo con semejanzas en su composicién genética, sino también con sus
capacidades patogénicas y el tropismo o afinidad por tejidos epiteliales especificos,
encontrando que los a-papilomavirus pueden infectar epitelio tanto cutaneo como
mucoso, mientras que los B, vy, , y v-papilomavirus infectan solo epitelio cutaneo. En el

género a-papilomavirus se encuentran los VPH de interés para este estudio, pues poseen
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la capacidad de lograr una infeccion persistente que desencadena en la aparicion de
Céncer de Cuello Uterino (6).

Luego de obtener una amplia evidencia epidemioldgica y experimental acerca de la
capacidad carcinogenica de algunos tipos sobre otros, en el 2012, la Agencia
Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC) establecié una nueva clasificacion,
organizandolos en tres categorias: grupo 1 (carcinégenos), grupo 2A (probablemente
carcindgenos) y grupo 2B (posiblemente carcindgenos). Actualmente, se identifican

como tipos de alto, posible y bajo riesgo. (51).

Al entenderse la relacion del VPH con el cancer de cuello uterino, se generaron propuestas
respecto al desarrollo de una vacuna para prevenir la infeccion con este agente. La idea
inicial se dio en 1986, por parte de Zur Hausen, quien continuando con sus estudios
intentd desarrollarla; sin embargo, su idea fue rechazada por las compafiias farmacéuticas
porque no parecia un proyecto rentable (69). Mas tarde, en 1990, los Drs. lan Frazer y
Jian Zhou iniciaron su trabajo juntos en la produccién de la céapside del VPH 16,
expresando las proteinas que la conforman en células renales de mono; un afio después,
luego de varios experimentos, determinaron que una vacuna para prevenir el VPH debia
basarse en proteinas de la capside, conocidas actualmente como Particulas Similares a

Virus (VLP) e iniciaron su produccion, aungque con un bajo rendimiento (70).

En 2002 se publico el primer estudio (realizado por Merck) que estimaba la eficacia de la
vacuna VLP VPH16 monovalente en mujeres sexualmente activas, encontrando que al
aplicarla se inducia inmunidad esterilizante en la mayoria de los pacientes (69). No
obstante, esto ocurria solo para infecciones con VPH16, ya que se seguia detectando
infeccion, pero por otros tipos de VPH. Més adelante, en un ensayo realizado por
GlaxoSmithKline (GSK) con una vacuna bivalente VLP VPH16/18 se consiguieron

resultados analogos contra la infeccion por VPH16/18 (71).

Gracias a los diferentes estudios realizados, se demostro que la infeccion por VPH puede
prevenirse mas no curarse gracias a la aplicacién de la vacuna; por lo que, en 2007, se
autorizaron en muchos paises las vacunas contra el VPH basadas en VLP (70). Dichas
vacunas se conocen comercialmente como Cervarix, de GSK (bivalente, compuesta por
VLP de VPH-16 y VPH-18 producido en células de insecto) y Gardasil de Merck
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(tetravalente, compuesta por VLP de VPH-16, VPH-18, VPH-6 y VPH-11, producidos

en levaduras) (71).

Otro de los campos ampliamente estudiados en cuanto a la identificacion del desarrollo
de Cancer de Cuello Uterino ha sido la busqueda del método adecuado para deteccion a
partir de muestras clinicas. Desde 1941 dicha deteccion se realizaba unicamente,
mediante el estudio de la morfologia de las células del cuello para determinar si existia
algun tipo de cambio inusual o degeneracion celular, el método de Papanicolaou (por
George Papanicolaou, citopatdlgo que lo desarrollo); el cual es altamente especifico y se

consideraba el método de oro para esta deteccion (72).

No obstante, con los hallazgos iniciales de Zur Huasen, se iniciaron investigaciones para
generar una técnica de deteccion de VPH en muestras clinicas que permitiera identificar
el riesgo de desarrollar dicho cancer y asi complementar el método de Papanicolaou que,

a pesar de ser altamente especifico, presentaba una baja sensibilidad (73).

En 1980, la compafila BLT (Life Technology) cred un kit comercial para deteccion
molecular de VVPH; luego de extensos estudios e identificacion de nuevos tipos de VPH,
en 1988 lograron tener la aprobacion FDA para comercializar el kit ViraPap (74).

En 1999 Digene logré la aprobacion FDA del kit de Captura Hibrida, que consistia en la
hibridacion de ADN de VPH presente en muestras clinicas, con secuencias de ARN
marcadas disponibles en el kit; dicha hibridacion (que se daba si la muestra estaba
positiva) se detectaba mediante anticuerpos que reconocian la formacion del hibrido
ADN-ARN (74).

Esta técnica fue el punto de partida para el disefio y desarrollo de un gran nimero de
técnicas moleculares para deteccion de la infeccion, usando diferentes métodos para el
genotipado parcial o extendido de los diferentes genotipos de alto riesgo identificados
hasta el momento; algunas se basan en la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) en
tiempo real, otras en el analisis del Polimorfismo de la Longitud de los Fragmentos de
Restriccion (RFLP), otras en ensayos de hibridacion (73,75); a tal punto, que hoy en dia
existen aproximadamente 254 pruebas comerciales y se han identificado méas de 425

variantes de esas pruebas (73).
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Cabe resaltar que algunas de las pruebas mencionadas se usan como tamizaje para la
prediccion del posible desarrollo de un Céancer de Cuello Uterino (75), tales como la
citologia cervicovaginal, con una sensibilidad de 79% y especificidad de 81% y la prueba
de deteccion de ADN del VPH por PCR, con sensibilidad de 92%, y una especificidad de
76% (76). Dicho tamizaje en Colombia se realiza a mujeres que han iniciado vida sexual,
segun el grupo etario en que se encuentren; hasta los 29 afios, se realiza estudio de
citologia, en caso de resultado negativo, se repite el estudio en 1 afio; en caso de resultado
positivo, se realiza prueba de deteccion de ADN del VPH por PCR, en caso que esta
resulte positiva, se realiza colposcopia y biopsia para definir manejo y tratamiento. Para
las mujeres de 30 afios en adelante, el tamizaje inicia con deteccion de ADN del VPH por
PCR y solo en caso de resultado positivo se realiza citologia y demas estudios (75,77).

Lo anterior se modifica en las zonas rurales dispersas del pais, donde es limitado el acceso
a las diferentes pruebas de tamizaje y diagnoéstico, asi como al personal de salud
especializado; por lo cual, en estas zonas tan solo se usa la técnica de Inspeccion Visual
con Acido Acético y Lugol (VIA VILI, por sus siglas en inglés) que se ha reportado tan
sensible como la citologia cervicovaginal, pero menos especifica y consiste en visualizar
el cuello del Gtero por medio de especuloscopia; y mediante la aplicacion secuencial de
dos reactivos sobre la superficie cervical, determinar la presencia de lesiones
precancerosas 0 cancerosas y determinar si requieren tratamiento inmediato, que puede

realizarse por crioterapia (77,78).

En cuanto a la investigacion para aplicacion de técnicas inmunoldgicas se han obtenido
dos tipos de resultados; el disefio de pruebas para la deteccion seroldgica de anticuerpos
y el disefio de pruebas basadas en métodos inmunoldgicos para la deteccidn de antigenos
del virus. EI primero no ha sido muy efectivo debido principalmente a que, la presencia
de anticuerpos anti-VPH en el suero no indica especificamente que exista una infeccién
activa de VPH o que exista riesgo de carcinogénesis inducida por VPH, sino que puede
deberse a maltiples razones que limitan en gran medida este método, como la presencia
de titulos anti-VPH por vacunacion, infeccion pasada donde el virus ya se elimino, pero
persisten los anticuerpos o presencia de anticuerpos inespecificos con reactividad cruzada
(79).
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Por otro lado, el disefio de pruebas basadas en métodos inmunolégicos para la deteccion
de antigenos del virus ha demostrado ser mas efectiva que las anteriores, pues se pueden
producir anticuerpos que sean altamente sensibles y especificos de manera que logren
identificar concentraciones bajas de antigeno viral (80), tal como se muestra en el estudio
de Ferrera A. et al en el que se constata la efectividad en la deteccion de lesiones
cervicales de alto grado, mediante el uso de anticuerpos para detectar la oncoproteina E6
del VPH 16 y 18 en muestras cervicales (81). En Colombia predomina el uso de pruebas
moleculares, las cuales son importadas y no existe desarrollo local de ningun sistema de

deteccion.

De forma similar se ha usado la produccion recombinante de la oncoproteina E6 de VPH
para usarla como antigeno en la realizacién de estudios basicos, estandarizacion y
desarrollo de kits de diagnostico e inmunoterapias. Asi pues, en 2016 se logré la
produccion y purificacion de las proteinas E6 de VPH16, VPH18 y VPH11 como
moléculas solubles y estables, en cepas competentes de E. coli; dichas proteinas estaban
etiquetadas con His6, sin ninguna modificacion adicional en la secuencia de aminoacidos
y se purificaron mediante cromatografia de afinidad usando resina de agarosa con acido
ni-nitrilotriacetico (Ni-NTA,; Qiagen) (figura 11) (43).

Figura 11. Evolucién de la relacion del VPH con el CaCU
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A pesar de la variedad de técnicas disponibles para lograr la prevencion del cancer de
cuello uterino, en Colombia se presentan diversas barreras que obstaculizan la posibilidad
de tamizaje y diagnoéstico en toda la poblacién involucrada, especialmente en las zonas
rurales del pais, donde se hacen mas evidentes estas limitaciones, tales como el

diagnostico inoportuno y la desinformacion, que dirige a la creencia de que la infeccion
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esta directamente ligada con practicas sexuales inseguras (promiscuidad), la resistencia a
la toma de muestra, la ausencia de registros respecto a deteccion previa de lesiones
preneoplésicas y la dificil accesibilidad a las pruebas disponibles en el pais, debido
principalmente a la centralizacion de los servicios de laboratorio especializado, razon por

la cual se vuelve ineficiente la deteccidn del cancer de cuello uterino en estas zonas (82).
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3. JUSTIFICACION

La oncoproteina E6 de los VPH de alto riesgo cumple diversas funciones encaminadas al
mantenimiento y progresion de la infeccion, pues asegura la proliferacion del virus a
través de la eliminacion de la capacidad de las células huésped para identificar y reparar
dafios en el material genético, logrando aumentar en gran medida la frecuencia de
replicacion celular, por lo cual su expresion ocurre en etapas avanzadas de la infeccion,

cuando inicia la formacion de lesiones precancerosas (65).

Teniendo en cuenta lo anterior, la identificacién de una regién conservada entre las
secuencias de la oncoproteina E6 de los VPH de alto riesgo, que permitan la generacién
de anticuerpos capaces de reconocer mas de un tipo de este virus, constituiria la fase
inicial para la produccion a futuro de pruebas inmunoldgicas de amplio andlisis y rapido
resultado, que apoyen el diagnostico del Cancer de Cuello Uterino en las zonas rurales
dispersas del pais, de manera que estén disponibles junto a las técnicas de inspeccién
visual durante las brigadas de prevencion y deteccion, obteniendo resultados en el
momento de la atencién, reduciendo significativamente el tiempo de respuesta e
incrementando asi, la posibilidad de un diagnostico oportuno, permitiendo la toma de
decisiones respecto a la necesidad de tratamiento inmediato, en pro de la salud de la

paciente.

Los anticuerpos mencionados pueden desarrollarse a partir de tecnologia de ADN
recombinante, que permite la produccion de proteinas heter6logas, que puedan ser usadas
como antigenos especificos en la generacién de anticuerpos de captura en una
inmunodeteccion. En el Grupo de Investigacion Laboratorio de Investigaciones Basicas
Bioquimica (LIBBIQ) es posible la ejecucion y elaboracion de estas herramientas, gracias
a que ha desarrollado una robusta plataforma para la produccion de proteinas y
anticuerpos recombinantes, cuenta con protocolos establecidos para ello y posee la
infraestructura, equipos e insumos necesarios, de modo que permite llevar a cabo

investigaciones como las del presente proyecto.
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4. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Producir anticuerpos policlonales en modelo aviar, anti oncoproteina E6 del Virus del

Papiloma Humano (VVPH) de alto riesgo, que constituyan una herramienta inmunoldgica

como apoyo en el diagnostico del Cancer de Cuello Uterino.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. ldentificar mediante aplicaciones bioinformaticas, regiones conservadas y/o
inmunogénicas entre las secuencias de la oncoproteina E6 de los genotipos de alto
riesgo del VVPH encontrados con mayor frecuencia en Colombia.

2. Obtener proteina recombinante a partir de las regiones identificadas de la
oncoproteina E6 en el estudio bioinformatico, empleando un sistema de expresion

bacteriano.

3. Generar anticuerpos policlonales anti oncoproteina E6 del VPH posterior a la
inmunizacion de un modelo aviar usando como antigeno la proteina recombinante

obtenida.

4. Evaluar el grado de sensibilidad y especificidad de los anticuerpos anti

oncoproteina E6 del VPH generados.
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5. METODOLOGIA

Para alcanzar el objetivo propuesto para este proyecto de investigacion se disefid una
estrategia metodologica compuesta por cuatro fases, en concordancia con los objetivos
especificos formulados, tal como se muestra en la figura 12. Inicialmente se analiz
mediante herramientas bioinformaticas la oncoproteina E6 de los VPH de alto riesgo méas
comunes en Colombia, en busca de regiones conservadas y/o regiones inmunogénicas en
su secuencia proteica. Esto permitié la identificacion de péptidos que pueden ser usados

como blanco para la deteccién de 16 tipos de VPH alto riesgo.

Posteriormente, se selecciond uno de los péptidos identificados, para la clonacion de su
secuencia codificante en el vector de expresion pMALc5X, con el fin de lograr la
produccién de una proteina recombinante en el sistema heterélogo E. coli cepa BL21
DE3. Una vez se obtuvo la proteina parcialmente purificada, se inocul6 en el modelo aviar

para la generacion de los anticuerpos.

Finalmente, para evaluar y caracterizar los anticuerpos generados, se realizaron ensayos
de sensibilidad y especificidad frente al reconocimiento de la proteina empleada como
antigeno.

Figura 12. Estrategia metodoldgica aplicada.
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5.1 ESTUDIO BIOINFORMATICO

Se emplearon herramientas computacionales con el proposito de analizar la oncoproteina
E6 de cada uno de los VPH de alto riesgo en estudio. Inicialmente, se utilizaron los
programas UNIPROT y EXPASY’S PROTPARAM (83,84) para obtener las propiedades
fisicoquimicas tales como peso molecular, secuencia de aminoacidos, porcentaje de
aminoacidos con carécter polar y apolar, estimacion de estructura terciaria, punto

isoeléctrico e indice de inestabilidad.

5.1.1 ANALISIS FILOGENETICO
Partiendo de la secuencia de cada oncoproteina E6, se ejecutd un andlisis filogenético
usando la herramienta T-COFFEE (85), con el fin de establecer la cercania molecular

entre los diferentes tipos de E6.

5.1.2 ALINEAMIENTO DE SECUENCIAS PROTEICAS
Con base en el andlisis filogenético se uso la herramienta CLUSTAL OMEGA (86) para

realizar el alineamiento de las secuencias que resultaron méas estrechamente relacionadas,
a fin de identificar la presencia de secuencias conservadas entre las oncoproteinas E6 de

cada tipo de VPH analizado.

5.1.3 IDENTIFICACION DE PEPTIDOS INMUNOGENICOS

Las secuencias de las oncoproteinas E6 que no presentaron estrecha cercania con las
demés E6 analizadas, se sometieron a un andlisis en el servidor PREDICTED
ANTIGENIC PEPTIDES (87), para obtener una estimacion bioinforméatica de la

presencia de péptidos con propiedades antigénicas.

Considerando los hallazgos del estudio bioinformatico, se selecciond una de las
secuencias identificadas, correspondiente a la oncoproteina E6 de uno de los VPH alto

riesgo mas frecuentes en Colombia, para continuar con la aproximacién experimental.

5.2 OBTENCION DE PROTEINA RECOMBINANTE

5.2.1 CLONACION DE SECUENCIA CODIFICANTE DEL PEPTIDO E6VPH16
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Amplificacion de region codificante

Se amplificO mediante Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) la secuencia
seleccionada del gen E6 del VPH 16, usando como plantilla ADN genémico del VPH 16
obtenido de muestras de cepillado cervical suministradas por el Laboratorio Clinico
Especializado ULTGEN S.A.S (previa autorizacion de las pacientes propietarias de las

muestras, mediante consentimiento informado).

La PCR se realizo en el termociclador “MyCycler” de Biorad, garantizando las
condiciones descritas a continuacion: 2mM de Buffer 1X (20mM Tris-HCI pH 8.8, 10mM
KCI, 0.1% (v/v) Triton X-100, 0.1 mg/ml de BSA), 2.5 uM de MgCl;, 0.2 mM de dNTPs,
0.2 uM de iniciadores directo y reverso (cuyas caracteristicas se describen en la tabla 3),
1U de Taqg polimerasa y 50ng de plantilla, para un volumen final de 15uL (56). Los
productos de PCR obtenidos se evaluaron en gel de agarosa TBE (Tris-Borato-EDTA) al

1,5% (p/v) y se visualizaron mediante tincion con bromuro de etidio.

Cabe resaltar que esta amplificacion se realizd con el proposito de obtener el fragmento
a insertar en el vector de expresion mediante clonacion por enzimas de restriccion, por lo
cual, los iniciadores usados en la reaccion se disefiaron con adicién de los sitios de
restriccion de las enzimas seleccionadas: EcoRI y Sall, asi como adicion de secuencias

“linker” para favorecer la digestion de las enzimas (88).

Tabla 3. Iniciadores para PCR del fragmento E6 VPH16

INICIADORES

SECUENCIA pb ¢ /C Té"

E6 VPH16 6 )
“Sal-DIR | 5- GTCGACACAGAGCTGCAAACAACT -3 30 50 66
“EcoRI-REV | 5- GAATTCAGCATATGGATTCCCATC - 3 30 43 60

El perfil térmico establecido incluyd las siguientes etapas. Inicialmente, una denaturacion
a 95°C durante 15 minutos, la segunda etapa compuesta por 30 ciclos de denaturacién a
95°C por 30 segundos, hibridacion a 55°C por 45 segundos y extension a 72°C por 25
segundos y la tercera etapa, para elongacion final a 72°C por 3 minutos, como se ilustra

en la figura 13.
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Figura 13. Perfil térmico para PCR del fragmento de E6 VPH16

1 . 2 : 3
950 C 950 C Iy 5 5
I 00 S0 c |23 C | L
: { 0:45 P = § '

| | 2
l( 29 «x

Una vez verificada la amplificaciéon del fragmento E6 VPH16, el producto de PCR se
sembré en gel de agarosa TAE (Tris-Acetato-EDTA) al 1,5% (p/v), luego de verificar la
presencia de la banda en el peso molecular correspondiente al fragmento amplificado (159
pb), se cortd la banda y se purifico el fragmento aplicando el método Squeeze & Freeze,

(89) tal como lo proponen Thuring et al.

Clonacion en vector de expresion

El vector de expresion seleccionado para llevar a cabo la clonacion del fragmento E6
VPH16 fue pMAL-c5x (90) ideal para transformacion bacteriana. Dicho vector y el
fragmento previamente purificado se sometieron a una doble reaccion de digestion con
las enzimas de restriccion EcoRI y Sall, durante 4 horas a 37°C, siguiendo las
instrucciones del fabricante (Thermo Fisher) (91,92). Posteriormente se evalud la
digestion mediante electroforesis en gel de agarosa TBE al 1% (p/v) para el vector y al

1,5% (p/v) para el fragmento, con posterior visualizacion en bromuro de etidio.

Cada producto de digestion se purifico a partir de banda, siguiendo el método mencionado
anteriormente (Squeeze & Freeze), para llevar a cabo la subsecuente reaccion de ligacion
de inserto y vector en relacion 18:1 respectivamente, siguiendo el protocolo sugerido para
reaccion con T4 ligasa (93), generando el constructo pMALc5X — E6VPH16, evaluado
mediante gel de agarosa 0,8% (p/v) con posterior visualizacion en bromuro de etidio. La
construccion In silico de este plasmido recombinante mediante el servidor ApE (94) se
ilustra en la figura 14.
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Figura 14. Construccion In silico de plasmido recombinante pMALc5X-E6VPH16.
Usando la herramienta: (94)

| pMALc5x — E6 VPH16 l\?.lac operator
1

\ 5803 pb

£

X V 4
y
AN . S
X E6V PH]ﬁ > 4
Speg®™

Para obtener la proteina recombinante se opt6 por un sistema de expresion bacteriano, por
lo cual se emplearon células de E. coli cepa BL21 DE3 (95), teniendo en cuenta
caracteristicas como su bajo nivel de expresion de proteasas, su sencillo mantenimiento
y compatibilidad con el vector de expresion usado. Sin embargo, el proceso de
transformacion con el vector recombinante se llevd a cabo inicialmente en la cepa de

mantenimiento E. coli TOP10, con posterior criopreservacion (96).

Preparacion de células para transformacion

Con el fin de obtener células aptas para el proceso de transformacion, se llevé a cabo la
preparacion de células E. coli TOP10 y E. coli BL21 DE3 quimicamente competentes.
Para ello, partiendo de un inoculo liquido de cada cepa, se realizé una dilucion 1/10 en
medio de cultivo LB (Luria-Bertani), se incub6 a 37°C en agitacion constante (180 rpm)
hasta que alcanzé una densidad 6ptica (DO) de 0,4 a 600 nm de absorbancia y se
centrifugd a 4.000 rpm (rotor Microliter 30x2 sealed 75003652 ThermoFisher) durante
10 minutos en condiciones refrigerantes a 4°C. Seguidamente, se recuperé el boton de
centrifugado, se realiz6 un primer lavado resuspendiéndolo suavemente en CaClz a 100
mM (estéril, frio y fresco) y se incubd durante 10 minutos a 4°C. Pasado este tiempo se

mezcld, se centrifugd en las mismas condiciones y se resuspendio suavemente en CaClz
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de nuevo, realizando 3 lavados mas. Al finalizar el tercer lavado, se resuspendieron las
células en 1.750 mL de CaClz y 750 uL de glicerol 100%. Por ultimo, se prepararon
alicuotas de 50 pL, que se almacenaron a- 80°C, reservando una alicuota fresca para la

transformacion (97).

Transformacion de células E. coli TOP10 quimicamente competentes

La insercion del vector recombinante pMALc5X — E6VPH16 en las células competentes
de E. coli TOP10 se logré mediante la técnica de choque térmico, asi: se adicionaron 3
pL del vector a 50 pL de células competentes, incubandolos durante 30 minutos a 4°C;
pasado este tiempo, se sometieron a choque térmico, incubandolos a 42°C por 35
segundos. Luego, se transfierieron a 4°C por 3 minutos y se adicionan 250 uL de medio
de recuperacion SOC, para incubarlos 1 hora a 37°C, en agitacion constante. Finalmente,
se sembraron las células en medio de seleccion LB-ampicilina (100 pug/mL) y se

incubaron toda la noche a 37°C (98).

Evaluacion de células E. coli TOP10 transformadas

Las colonias obtenidas en el cultivo previamente mencionado, se verificaron con el
objetivo de seleccionar aquellas en las cuales se logré la correcta insercién del vector
recombinante; con tal efecto, se tomd muestra de cada colonia, se resuspendié en H2O
DEPC, se llevo a lisis por ebullicion y se realiz6 PCR de colonia garantizando las
condiciones descritas en el numeral 5.2.1. Los amplicones obtenidos para cada colonia

fueron visualizados como se describi6 previamente mediante geles de agarosa — TBE.

Seguidamente, se selecciond una de las colonias positivas del anlisis anterior, se preparo
un indculo liquido de 15 mL en medio de seleccion LB — ampicilina y se incubd a 37°C
con agitacion constante (180 rpm) durante toda la noche para extraer el plasmido
recombinante, siguiendo el protocolo de lisis alcalina planteado por Birnboim, H. C. (99);
El plasmido obtenido se sometio a evaluacion de integridad mediante gel de agarosa TBE
0,8% (p/v) y se us6 como plantilla para corroborar por PCR la presencia del fragmento
insertado. Asi mismo, los amplicones obtenidos se sembraron el gel de agarosa TAE 1,5%
(p/v), se purificaron a partir de banda siguiendo el método mencionado anteriormente

(89) y se enviaron al Instituto de Genética de la Universidad Nacional de Colombia
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(IGUN) para secuenciacion Sanger, preparando la muestra en las condiciones sugeridas

por el laboratorio.

Transformacion y evaluacion de la cepa de expresion E. coli BL21 DE3

Una vez obtenido y verificado el plasmido recombinante, este se uso para transformar
células quimicamente competentes de E. coli BL21 DE3 (cepa de expresion), aplicando
el método de choque térmico (98) empleado con la cepa de mantenimiento. De igual
forma, las colonias obtenidas en el cultivo de seleccién en agar LB-ampicilina (100
pug/mL) se llevaron a lisis por ebullicion y se verificaron por PCR de colonia teniendo
como blanco el fragmento clonado. Los productos de PCR se observaron en gel de
agarosa TBE 1,5% (p/v) identificando asi, las colonias positivas E. coli BL21 DE3 —
PMALCc5X E6VPH16 y seleccionando una para los siguientes ensayos de induccion de la

expresion.

5.2.2 EXPRESION DE PROTEINA RECOMBINANTE MBP — E6VPH16 (50 kDa)

Para lograr la obtencién de la proteina recombinante MBP — E6VPH16 (MBP: Proteina
de Unién a Maltosa, proteina etiqueta proporcionada por el vector de expresion —
E6VPH16: péptido resultante del fragmento previamente clonado), la colonia E. coli
BL21 DE3 — pMALc5X E6VPH16 seleccionada en el ensayo anterior, se inocul6 en
medio LB-ampicilina (100 pg/mL) — glucosa 1%, durante toda la noche a 37°C, con
agitacion constante (180 rpm). Consecutivamente, se diluy6 el cultivo 1:100 y se continud
la incubacion hasta alcanzar una DO de 0,6 a una absorbancia de 600 nm, tomando una
muestra de 1mL de cultivo. Con el propdsito de inducir la expresién controlada de MBP-
E6VPH16 se adicion6 IPTG (Isopropil B-D-1-tiogalactopiranosido) 0,3mM vy se
modificaron las condiciones de incubacion a 30°C, en agitacion constante (160 rpm).
Luego de 2 horas, se tomo otra muestra y se continuo la incubacion, repitiendo este paso
a las 4, 6 horas y al finalizar la incubacion durante toda la noche; para determinar asi, el

tiempo 6ptimo de induccion (100).
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Las cuatro muestras recolectadas se llevaron a medicion de DO a 600 nm y se
centrifugaron a 12.000 rpm (rotor Microliter 30x2 sealed 75003652 ThermoFisher) por 5
minutos, conservando el botdn de centrifugado que fue resuspendido en buffer de carga
1x (Tris-HC1 0,5M pH 6.8, glicerol 30%, SDS 10%, B-mercaptoetanol 33%, azul de
bromofenol 0.4mg/mL) para analisis de expresion mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida bajo condiciones desnaturalizantes SDS-PAGE, con geles preparados
como se describe a continuacion: un gel concentrador al 4% (acrilamida al 30% (29¢
acrilamida + 1g Bis acrilamida), H2Od, Tris-HCI 0.5M pH 6.8, SDS 10%, PSA 10% y

TEMED) y un gel separador al 12% (acrilamida 30%, H20d, Tris-HCI 1.5M pH 8.0, SDS
10%, PSA 10% y TEMED); antes de cargar en el gel, las muestras se llevaron a 92°C
durante 7 minutos, se cargaron y se ajustd el potencial de corrida a 100 Voltios. Por
ultimo, se visualizé el gel mediante tincion con azul de Coomassie R-250 (101),
esperando observar la presencia mayoritaria de proteinas en 50 kDa, correspondiente al

peso molecular de la proteina recombinante.

Seguidamente, se colectaron las bacterias obtenidas luego de la incubacion toda la noche,
se centrifugaron a 4000 rpm durante 20 minutos en condiciones refrigerantes a 4 °C. Se
descartd el sobrenadante, se establecio el peso himedo de las bacterias y con base en este,
se adicion6 5 mL/g de buffer de lisis (Tris-HCI 20mM pH 7.4, NaCl 200mM, EDTA
ImM, B-mercaptoetanol 10 mM), lisozima (1 mg/mL), una mezcla de inhibidores de
proteasas (Sigma Aldrich) que contiene AEBSF 1 mM, E64 14 uM, Pepstatin A 15 uM,
Bestatin 40 uM, Leupeptin 20 uM y Aprotinin 0,8 puM y se incubd a 4°C durante 30
minutos en agitacion; pasado este tiempo se sometid a sonicacion por 4 minutos bajo las
siguientes condiciones: 50 % de amplitud, 15 segundos de pulso y 15 segundos de reposo.
Por ultimo, se centrifugd a 15.000 rpm (rotor Microliter 30x2 sealed 75003652
ThermoFisher) durante 30 minutos en condiciones refrigerantes a 4°C, obteniendo una

fraccion soluble (sobrenadante) y una fraccién insoluble (90).

Las fracciones fueron evaluadas mediante SDS-PAGE 12%, con posterior visualizacion
en azul de Coomassie R-250, para verificar en cual de estas se obtuvo la proteina
recombinante. Adicionalmente, se cuantifico la fraccion soluble siguiendo el protocolo

descrito para el método de Bradford (102).
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Inmunodeteccion de la proteina recombinante MBP-E6VPH16

Con el fin de corroborar la identidad de la proteina recombinante en las fracciones
obtenidas, se realizo deteccion por western blot usando un anticuerpo capaz de detectar
la proteina etiqueta MBP. Para ello, inicialmente se tomé una alicuota de la fraccion
insoluble y una de la fraccion soluble, se separaron mediante SDS-PAGE 12%, y se
transferieron a una membrana de nitrocelulosa (Thermo Fisher), usando el método de
electrotransferencia humeda (103), realizado en buffer de transferencia compuesto por:
Tris base 25 mM, Glicina 192 mM y Metanol 10 % v/v pH 8,3; el cual se uso para
equilibrar el gel y la membrana de nitrocelulosa que fue activada previamente en agua
destilada por 30 segundos. La electrotransferencia se ejecutd a 200 mA durante 2 horas.

Una vez finalizada, se verificé mediante tincién de la membrana con Rojo Ponceau.

Posteriormente, se bloqued la membrana con buffer TBST-L (leche 5%, Tris-HCI 20 mM
pH 7.5, NaCl 150 mM y Tween 20 0,1% v/v) por 2 horas, se realizaron tres lavados con
buffer TBST (Tris-HCI 20 mM pH 7.5, NaCl 150 mM y Tween 20 0,1% v/v), cada uno
durante 5 minutos y se adicion6 el anticuerpo primario: Anti MBP (NEB) previamente
diluido en buffer TBST 1:10.000, incubando durante 2 horas. Después, se lavo 3 veces la
membrana con TBST por 5 minutos y se incubd por 2 horas con el anticuerpo secundario:
anti-1gG biotinilado de conejo, diluido 1:10.000 en buffer TBST; luego se repitieron los
3 lavados y se incubd por 30 minutos con estreptavidina-fosfatasa alcalina diluida 1:5.000
con buffer TBST. Finalmente, se realizaron 3 lavados y se incub6 durante 5 minutos en
buffer de reaccion (Tris-HCI 100 mM pH 9.0, NaCl 150 mM, MgCl> 1 mM). Para revelar
la deteccion de la proteina se usaron los sustratos cromogénicos BCIP (5-Bromo-4-
Chloro-3’-Indolyphosphate p-Toluidine Salt) y NBT (Nitro-Blue Tetrazolium Choride)
(104).

5.2.3 PURIFICACION PARCIAL DE LA PROTEINA RECOMBINANTE: MBP-
E6VPH16

Teniendo en cuenta que el péptido expresado se encuentra ligado a la proteina de unién a
maltosa y que esta tiene afinidad por moléculas de amilosa y maltosa, se usé una resina

de amilosa para la purificacion parcial de la proteina mediante cromatografia de afinidad
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(105). Para iniciar se equilibro la resina de amilosa con buffer de lisis y se mezcl6 con la
fraccion soluble en dilucion 1:6 permitiendo la reaccion de unién durante 1 horaa 4°C en
agitacion constante. Al cabo de este tiempo, se transfirié la mezcla a la columna de
purificacion y luego de 5 minutos se recolecto la primera fraccion correspondiente a las
proteinas no deseadas. Posterior a ello, se realizaron 12 lavados a la resina con buffer de
lisis, recolectando la fraccion de cada lavado. La proteina deseada MBP-E6VPH16 se
eluyo adicionando buffer de elucién compuesto por buffer de lisis con adicion de maltosa

20 mM; este eluido se suplementé con glicerol 50% y se almaceno a -20°C (106).

Las fracciones recolectadas en todo el proceso se evaluaron mediante SDS-PAGE 12% y
aquella correspondiente al eluido de MBP-E6VPH16 se cuantificé por densitometria
realizando SDS-PAGE 12%, comparando la intensidad de la banda obtenida con

diferentes concentraciones conocidas de BSA (seroalbumina bovina).

Es necesario resaltar que los ensayos de expresion y purificacion parcial de proteina se
realizaron paralelamente, bajo las mismas condiciones para obtener la proteina de unién

a maltosa y usarla como control en todos los ensayos.

5.3 PRODUCCION DE ANTICUERPOS POLICLONALES

5.3.1 INMUNIZACION DE MODELO AVIAR CON MBP-E6VPH16

Con el propdsito de obtener anticuerpos policlonales anti E6 VPH16 se tomé una alicuota
fresca de la proteina recombinante previamente purificada para realizar la inmunizacion
del modelo aviar seleccionado (gallina), bajo las condiciones ya estandarizadas en el
Laboratorio de Investigaciones Basicas en Bioquimica — LIBBIQ, segun estudios previos
reportados en la literatura. Se inmunizaron gallinas de la raza Hy-line Brown, de 50
semanas de edad criadas en el Centro de Produccion Avicola de la Facultad de Medicina
Veterinaria de la Universidad Nacional de Colombia sede Bogota, siguiendo la
reglamentacion tanto ética como técnica para el manejo animal. Para ello, se prepard un
inoculo de 150 pg de MBP-E6VPH16 para la gallina estudio y un inoculo con PBS 1x

pH7.5 para la gallina tomada como control negativo.
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La inmunizacion se realizé mediante inyeccién intramuscular en cada gallina, siguiendo
el esquema de inmunizacién (estandarizado en el Laboratorio de Investigaciones Basicas
en Bioquimica — LIBBIQ), detallado a continuacion: 5 inoculaciones, en los dias 0, 14,
21, 28 y 35; en la primera inoculacién se inyectaron 300 uL del antigeno recombinante
homogenizado con adyuvante completo de Freund en relacién 1:1, en las siguientes tres
inoculaciones, se realiz6 refuerzo inyectando el antigeno recombinante con adyuvante
incompleto, manteniendo la relacion 1:1 y en el Gltimo refuerzo se inocul6 solo el
homogenizado con adyuvante incompleto y el peptido recombinante previamente
separado de la proteina etiqueta mediante digestion con Factor Xa, cuyo sitio de corte
esta presente en la interseccion entre E6VPH16 y MBP (107). Esto, con el fin de
corroborar si se obtiene en esta Gltima fase de inmunizacion, una produccion de
anticuerpos con afinidad mayor hacia el péptido recombinante (6 kDa).

En la gallina inmunizada como control negativo, se empled el mismo esquema, pero con
PBS 1x en lugar de antigeno recombinante (Tabla 4). Para monitorear la produccion de
anticuerpos, se evaluaron huevos y muestras de sangre de las dos gallinas; la primera
sangria se tomo el dia cero, previo a la inoculacién, con el proposito de determinar titulos
preinmunes. A partir de la primera inoculacion, se recolectaron huevos cada dia durante

43 dias y 5 sangrias mas en los dias 14, 21, 28 y 35 previo a cada inmunizacion.

Tabla 4. Esquema de inmunizacion con E6 VPH 16 en modelo aviar.
C: Completo. I: Incompleto

Gallina E6VPHLG zallina control
M* de inoculacion 2 3 4 3

1
Dia 0 14 21 28 33 0 14 21 28 33
Adyuvante de Freund c I I I I c I I I I
(ul) 150 150 150 150 150 | 150 150 130 150 150
PBS 1x (ul) 0 0 0 0 0 150 150 150 150 150

Proteina recombinants
MBP-E6VPHL6 (ul)
Péptide recombinante -

E6VPHIS (ul) 0 0 0 0 130 0 0 0 0 0

Volumen de inveccion (ul)| 300 3000 300 300 300 | 300 300 300 3000 300

150 150 150 150 0 0 0 0 0 0

5.3.2 PURIFICACION Y CUANTIFICACION DE ANTICUERPOS POLICLONALES

Purificacion de anticuerpos IgY (policlonales)
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Para obtener los anticuerpos IgY presentes en la yema de los huevos, se separ6 la yema
de cada uno de los huevos y se solubilizé en buffer PBS 1x (pH 7.4) en relacion 1:2,
realizando vortex para homogenizar. De cada homogenizado se tomd alicuota de 1mL, se
mezclo con dextran sulfato 0.2% y se incub6 a 4°C durante toda la noche. Seguidamente,
se centrifugd durante 20 minutos a 12000 rpm (rotor Microliter 30x2 sealed 75003652
ThermoFisher) en condiciones refrigerantes, se descarto la fraccion lipidica y se conservé
la fraccion proteica para adicionar sulfato de amonio 35% e incubar a temperatura
ambiente, con agitacion constante durante 20 minutos. Pasado este tiempo, se centrifugd
bajo las condiciones anteriores, separando el sobrenadante correspondiente a la fraccion
enriquecida con los 1gY, se almacenaron a -20°C y se conservo una alicuota fresca para
evaluacion mediante SDS-PAGE (12%), western blot y ELISA (108). Adicionalmente,
cada fraccion final se cuantificé usando espectrofotometria en celda de cuarzo a una

absorbancia de 280nm, para determinar la concentracién de las proteinas purificadas.

Por otra parte, las sangrias tomadas a partir de la vena alar de las gallinas se centrifugaron
a 12000 rpm, a 4°C por 20 minutos (previa retraccion del coagulo). Se separé el suero, se
almacen6 una alicuota a -20°C con glicerol al 20% (v/v) y se purificaron los anticuerpos
mediante afinidad a antigeno. Para ello, se tomaron 500ng de las proteinas recombinantes
previamente purificadas, se sometieron a SDS-PAGE 12% y se transfirieron a una
membrana de nitrocelulosa durante dos horas a 200mA. Las bandas donde se
encuentraban las proteinas de interés se visualizaron con colorante Rojo de Ponceau Sy
se cortaron. Seguidamente, se realizé un preeluido con glicina 100 mM (pH2.5) por 10
minutos en agitacion constante. Luego, se lavaron las membranas con TBS-T 2% por 10
minutos y se bloquearon con TBS-T 2%, leche 5% durante 1 hora. Los lavados se
repitieron 3 veces con TBS-T 2% por 10 minutos. Posteriormente, se tomé la membrana
correspondiente a MBP, se trituré en pequefios trozos y se incubo con el suero (1:5000)
durante 2 horas en agitacion constante. Los anticuerpos no unidos se retiraron por pipeteo
y se incubaron igualmente, durante 2 horas en agitacion constante con la membrana
correspondiente a MBP-E6VPH16 previamente triturada en pequefios trozos. Pasado este
tiempo se retiro el suero y se almacend a -20°C. Finalmente, se lavaron las membranas
con TBS-T 2% y se monitorearon por espectrofotometria a 280nm hasta lograr una

absorbancia menor a 1.0. Para eluir los anticuerpos se adicionaron 150 uL de glicina 100
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mM (pH2.5) y se permiti6 la interaccion con la membrana durante 10 minutos en vortex.
Los eluidos obtenidos se neutralizaron con 15uL de Tris-HCI 2M (pH 8.5) y se
almacenaron a -20°C. (109).

5.4 EVALUACION DE SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DE ANTICUERPOS

Para evaluar la sensibilidad de los anticuerpos purificados a partir del suero, se expusieron
a diferentes cantidades de MBP-E6VPH16 (7.8, 15.6, 31.2, 62.5, 125 y 250 ng) en un
ensayo western blot tomando el suero como anticuerpo primario (1:5000 con TBS-T).
Asi mismo, se realiz6 un segundo western blot usando la minima cantidad de MBP-
E6VPH16 detectada en el ensayo anterior y se expuso a diferentes concentraciones del
suero (en diluciones desde 1:2500 hasta 1:15000 con TBS-T) usandolos igualmente como
anticuerpo primario y como anticuerpo secundario algY acoplado a fosfatasa alcalina.
Por otro lado, para evaluar especificidad se llevo a cabo el mismo ensayo, pero se
enfrentaron los anticuerpos presentes en el suero a 250ng de otro tipo de proteinas

recombinantes.

Para evaluar los anticuerpos obtenidos a partir de yema de huevo se realiz6 inicialmente
una titulacién por medio de un ensayo ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay)
indirecto en placa de microtitulacion de 96 pozos, tomando como antigeno la proteina
recombinante (MBP-E6VPH16) previamente preparada en buffer carbonatos
(carbonato/bicarbonato) 10 ug/mL (pH 9.6); se siembraron 100 ul en cada pozo y se
incubd a temperatura ambiente durante toda la noche. Posteriormente, se realiz6 bloqueo
adicionando 200 uL de PBS 1x Leche 5% por 2 horas a temperatura ambiente. En este
punto, se adicionaron (como anticuerpo primario) 100 uL de los anticuerpos obtenidos en
una dilucion 1:500 en PBS 1x, dejandolos a temperatura ambiente durante 2 horas.
Seguidamente, se adicionaron 100 uL del anticuerpo secundario algY-HRP (Sigma) en
dilucién 1:10.000 en PBS 1x y se incubaron en las condiciones anteriormente
mencionadas. Después de cada adicion, se realizaron 3 lavados por aspersion usando PBS
1x. La reaccion se reveld adicionando 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfonico) (ABTS - Sigma) diluido en peroxido de hidrégeno y buffer citrato-fosfato
100mM (pH 5); se incub6 durante 30 minutos a temperatura ambiente y se detuvo

adicionando 20uL de SDS 1%. Finalmente, se realizo lectura de la placa a 450nm. (110).
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Para determinar sensibilidad de los anticuerpos, estos se prepararon en diluciones seriadas
1:2000, 1:1000 y 1:500 con PBS 1x y se enfrentaron a diferentes cantidades de las
proteinas recombinantes (100ng, 250ng y 500ng) en ensayo de ELISA indirecto.
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6. RESULTADOS Y DISCUSON

6.1 IDENTIFICACION DE REGIONES CONSERVADAS Y/O INMUNOGENICAS
ENTRE LAS SECUENCIAS DE LA ONCOPROTEINA E6

Los tipos de VPH cuya infeccion al tiempo con los factores epigenéticos mencionados
anteriormente pueden causar cancer en el cuello uterino son VPH 16, 18, 26, 31, 33, 35,
39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 66, 68 y 69 (52,111). Considerando que la oncoproteina E6 es
una de las sobre expresadas luego de la integracion del genoma viral con el de la célula
huésped (por ende, estéa presente en etapas avanzadas de la infeccion) y que sus funciones
son cruciales y determinantes en el mantenimiento de la inmortalidad celular (112), se
seleccioné como antigeno para la generacion de los anticuerpos policlonales. Es
importante sefialar que anteriormente se han desarrollado varios sistemas de
inmunodeteccion que han tomado como blanco esta proteina. No obstante, los anticuerpos
se han generado contra toda la proteina. En este trabajo se realizé un acercamiento in
silico para determinar péptidos comunes que permitan la generacién de anticuerpos contra
varios tipos de VPH (113).

Teniendo en cuenta lo anterior, se tomaron las secuencias proteicas de la oncoproteina E6
de estos tipos de VPH y se analizaron inicialmente sus caracteristicas fisicoquimicas
(tabla 5), encontrando que, en promedio tienen un peso molecular de 18.2 kDa, 153
aminoéacidos y un punto isoeléctrico de 9.1; lo cual, segun lo expuesto por Y. Nomine, et
al. (44), le confiere una superficie positivamente cargada que biolégicamente facilita,
mediante los dedos de zinc, su union al ADN celular, logrando asi la represion

transcripcional (111).
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Tabla 5. Caracteristicas generales a partir de la secuencia proteica de cada E6
Recopilado de EXPASY’S PROTPARAM.

6.1.1 ANALISIS FILOGENETICO

Asi mismo, se llevd a cabo un andlisis filogenético con el fin de establecer la cercania
molecular entre las secuencias de las E6 estudiadas y con base en ello, determinar la
posibilidad de identificar una region conservada, ejecutando un alineamiento entre todas,
para asi, generar un anticuerpo capaz de reconocer los 16 tipos de oncoproteina E6. No
obstante, este analisis permitié evidenciar que, aunque todos los tipos evaluados
pertenecen a VPH clasificados dentro del mismo género (a-papilomavirus) por su
tropismo por el tejido mucoso y cutaneo (26), se agruparon maximo dos tipos de E6
estrechamente relacionadas e incluso, algunas no se relacionaron con ninguna de las
secuencias analizadas (figura 15), lo cual cobra sentido al analizar la especie a la que
pertenece cada tipo analizado, pues en general, aquellas que pertenecen a la misma

especie, como es de esperar resultaron estrechamente relacionadas.
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Figura 15. Analisis filogenético de secuencias proteicas de E6 de los 16 tipos de VPH.

Ejecutado en T-COFFEE.

sp_P24835_VE6_HPV39_Protein_E6
sp_P54667_VE6_HPV68_Protein_E6

—

R
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sp_P03126_VE6_HPV16_Protein_E6

sp_P36814_VEG6_HPV52_Protein_E6

—— sp_P26554_VE6_HPVS51_Protein_E6
sp_P36807_VE6_HPV26_Protein_E6
r— sp_Q9JH51_VE6_HPV69_Protein_E6
—sp_P36815_VE6_HPV53_Protein_E6
sp_P24836_VE6_HPV56_Protein_E6
sp_Q80955_VE6_HPV66_Protein_E6

6.1.2 ALINEAMIENTO DE SECUENCIAS PROTEICAS

Teniendo presente el resultado anterior, la bisqueda de regiones conservadas se realizo a

partir de las secuencias E6 estrechamente relacionadas, utilizando la herramienta “Clustal

omega” que realiza un alineamiento de tipo progresivo, iniciando con la alineacion en

pares de aminoacidos, hasta construir el arbol guia y arrojar el alineamiento, como se

observa en la figura 16 (86).

Figura 16. Alineamiento de secuencias proteicas de las E6 de VPH genéticamente mas

cercanas.

15.1 Alineamiento de E6 VPH 39 y VPH 68.
Se sefiala en el recuadro una secuencia consenso de 20 aminoacidos.

CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

sp|P24835|VE6_HPV39
sp|P54667 | VE6_HPV6E8

sp|P24835|VE6_HPV39
sp|P54667 | VE6_HPV6S

sp|P24835|VE6_HPV39
sp|P54667 |VE6_HPVES

MARFHNPAERPYKLPDLCTTLDTTLQDITIACVYCRRPLQQTEVYEFAFSDLYVVYRDGE
MALFHNPEERPYKLPDLCRTLDTTLHDVTIDCVYCRRQLQRTEVYEFAFSDLCVVYRDGV
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15.2 Alineamiento de E6 VPH 18 y VPH 45.
Se sefiala en el recuadro una secuencia consenso de 20 aminoacidos.

45

CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

sp | P21735 |VE6_HPV45 MARFDDPKQRPYKLPDLCTELNTSLQDVSIACVYCKATLERTEVYQFAFKDLCIVYRDCI 62
sp|P@6463 |VE6_HPV1S MARFEDPTRRPYKLPDLCTELNTSLQDIEITCVYCKTVLELTEVFEFAFKDLFVVYRDSI 62
ﬁxt*:it-:ﬂtti#ttuttik##ﬂtﬁt:.tztﬁitﬁ:_tﬂ ¥*¥::8t¥*x# :tx#t-t
sp|P21735|VE6_HPV4S AYAACHKCIDFYSRIRELRYYSNSVYGETLEKITNTHLYNLLIRCLRCQKPLNPAEKRRH 120
sp|P06463|VE6_HPV18 PHAACHKCIDFYSRIRELRHYSDSVYGDTLEKLTNTQLYNLLIRCLRCQKPLNPAEKILRH 120
:xxaxsxtxtxxt:t:ts:x::stxa:*txt:sx* EEXEXXEXXEREXRX XX ERRER] X%
sp|P21735|VE6_HPV45 LKDKRRFHSIAGQYRGQCNTCCDQARQERLRRRRETQV 158
sp|P@6463 |VE6_HPV1S LNEKRRFHNIAGHYRGQCHSCCNRARQERLQRRRETQV 158
x::*t*kﬁ‘ﬁttzﬁttxt::8*::338883:**38*8*
15.3 Alineamiento de E6 VPH 31y VPH 35.
Se sefiala en el recuadro una secuencia consenso de 15 aminoacidos.
CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment
sp|P17386|VE6_HPV31 MFKNPAERPRKLHELSSALEIPYDELRLNCVYCKGQLTETEVLDFAFTDLTIVYRDDTPH 60
sp | P27228 |VE6_HPV35 MFQDPAERPYKLHDLCNEVEESIHEICLNCVYCKQELQRSEVYDFACYDLCIVYREGQPY 60
**::sxkkt tst:x._ :* .t: EEERERXE :8 _:tk xR%x =% #tﬂt:. *:
sp|P17386|VE6_HPV31 GVCTKCLRFYSKVSEFRWYRYSVYGTTLEKLTNKGICDLLIRCITCQRPLCPEEKQRHLD 120
sp | P27228 |VE6_HPV35 GVOMKCLKFYSKISEYRWYRYSVYGETLEKQCNKQLCHLLIRCITCQKPLCPVEKQRHLE 120
XEX ¥3#:txt¥:¥*:$t¥$t*tt¥ EREX z% :8_*3***#8&”:3*#* xtx#xx:
sp|P17386 | VE6_HPV31 KHKKRFHNIGGRWTGROIACWRRPRTETQV 149
sp|P27228|VE6_HPV3S HKKRFHNIGGRWTGROQMSCWKPTRRETEV 149
:txtxxxutxtk*x*t::x*: = *t:t
15.4 Alineamiento de E6 VPH 33y VPH 58.
Se sefiala en el recuadro una secuencia consenso de 37 aminoacidos.
[ CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment
sp|P66427|VE6_HPV33 MFQDTEEKPRTLHDLCQALETTIHNIELQCVECKKPLQRSEVYDFAFADLTVVYREGNPF 62
spIPZ6555|VE6_HPV58 MFQDAEEKPRTLHDLCQALETSVHEIELKCVECKKTLQRSEVYDFVFADLRIVYRDGNPF 60
uxx::xxxsxtx:sttssx:x::x:x:s:tatu:s 8!*8‘8*3!-2833 :tﬂt:*t!t
sp|P06427|VEG_HPV33 GICKLCLRFLSKISEYRHYNYSVYGNTLEQTVKKALNEILIRCIICQRPLCPQEKKRHVD 129
spIPZGSSSIVE6_HPV58 AVCKVCLRLLSKISEYRHYNYSLYGDTLEQTLKKJLNEILIRCIICQRPLCPQEKKRHVD 129
‘:x::*8::xtxtk:tstxt:::xt::xtts:x: AXERXEXXEX XX XX XXX XXX XL RS
sp|P06427|VE6_HPV33 LNKRFHNISGRWAGRCAACWRSRRRETAL 149
spIPZGSSSIVEG_HPVSS LNKRFHNISGRWTGRCAVCWRPRRRQTQV 149
ﬁt**t*xt*ﬂt!:#*tt.ﬁ*x *X*:* s
15.5 Alineamiento de E6 VPH 26 y VPH 69.
Se sefiala en el recuadro una secuencia consenso de 22 aminoacidos
CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment
sp|Q9IHS51 | VE6_HPVE9 MFQDPRERPRTIHELCEALNTPLQSLQVQCVYCKKTLEWADVYNFAICDLRIVYRNDSAY 62
sp|P36807 IVEG_HPVZG MFEDPRERPRTLHELCESLNTTLONLQVQCVYCKETLQWADVYNFAICDLRVVYRDRSPY 60
t.:.l‘lltl‘:‘l‘ll:lt! Rl.ﬂ‘l‘lltit:'l:‘!'l‘l"l‘l‘l:‘l‘: = =
leQQJHSIIVEG_HPVGQ GACKKCIIFYSKIIEYRRYTSSVYGATLEARPKRSLCONLLIRCHRCQIPLGPEEKQRIVD 120
sp|P36807 | VE6_HPV26 AACKRCVIFYSKITEYRRYTCSVYGATLEALTKKSLCNLLIRCHRC LGPEEKQRIVD 120
_tll:!:ll-‘l- tt-t-l-!l-tl--‘t -:l.-lt-‘lt--ll:---tlll-:-tt
sp|Q9IHS1 | VE6_HPVES EKRRFHEIAGMWKGLCTNCWRPRREATETQV 151
501936807|VE6_HPV26 EKRRFHEIAGRWKGLCTNCWRPRRQTETQV- 15¢
HEREREERE RS AEEAEREEREREEREEN - -
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15.6 Alineamiento de E6 VPH 56 y VPH 66.
Se sefiala en el recuadro una secuencia consenso de 21 aminoacidos.

CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

SD|P24836|V56_H.9V56 MEPQFNNPQERPRSLHHLSEVLEIPLIDLRLSCVYCKKELTRAEVYNFACTELKLVYRDD 60
sp| Q80955 | VE6_HPVE6 MDSIFSNTQERPRSLHHLSEVLQIPLLOLRLSCVYCKKELTSLELYRFACIELKLVYRNN 60
sp|P24836 | VES_HPV56 FPYAVCRVCLLFYSKVRKYRYYDYSVYGATLESITKKQLCOLLIRCYRCQSPLTPEEKQL 120

sp| 088955 | VE6_HPV6E WPYAVCRVCLLFYSKVRKYRYYKYSVYGATLESITKKQLSDLSIRCYRCQCPLTPEEKQL 120

B e e e

sp|P24836 | VES_HPVS6 HCDRKRRFHLIAHGHTGSCLGCWRQTSREPRESTY 155
sp|Q8@955 | VES_HPVEE HCEHKRRFHYIAYAWTGSCLQCWRHTSRQATESTVY 155

HE+ s HEREE XX+ FEXEXE XXX XXX ExE®

6.1.3 IDENTIFICACION DE PEPTIDOS INMUNOGENICOS

Por otro lado, a fin de determinar la regién a usar como antigeno para la produccion de
los anticuerpos que detecten las E6 que no presentan regiones conservadas con las demas
estudiadas, se tomaron sus secuencias y se sometieron a un andlisis de prediccion de
péptidos con propiedades antigénicas (figura 17), usando la herramienta “Predicting
Antigenic Peptides” (87), la cual tiene en cuenta propiedades fisicoquimicas de la proteina
a analizar y calcula los promedios de varios parametros (como el tamafo total de la
proteina), en busca de residuos de aminoécidos con propiedades tales como flexibilidad,
hidrofobicidad y accesibilidad, las cuales se comparan con otros epitopos determinados
experimentalmente.

Figura 17. Prediccion de regiones antigenicas de la proteina E6.

En azul: regiones antigénicas. En rojo: region antigénica de mayor longitud.
A. E6 de VPH 16. B. E6 de VPH 51. C. E6 de VPH 52. D. E6 de VPH 53.
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Cabe resaltar que tanto las regiones conservadas como las regiones inmunogénicas
halladas, hacen parte de un motivo estructural importante para el funcionamiento de E6
correspondiente a dedos de zinc (Cys-X-X-Cys), los cuales son exclusivos para las
oncoproteinas E6 y E7 del VPH y le permiten interactuar con otras proteinas y con el
ADN celular, logrando entre otras cosas, impedir la transcripcion de los genes supresores
de tumores (111).

En atencién a los resultados obtenidos en esta primera fase computacional, se podrian
generar 10 tipos de anticuerpos dirigidos contra péptidos esenciales de la oncoproteina
E6, altamente expresada en etapas avanzadas de la infeccion (112); atiles como insumos
bioldgicos que podrian constituir una herramienta inmunolégica para la deteccion de los
16 tipos de VPH alto riesgo méas comunmente relacionados con el desarrollo de CaCU.
Sin embargo, la fase experimental se abordd con la secuencia correspondiente a la
oncoproteina E6 de uno de los VPHar mas frecuentes en Colombia (VPH16) (114,115),
resaltando el potencial de ejecutar la fase experimental con cada una de las secuencias
identificadas, de forma que se puedan generar insumos inmunoldgicos para la deteccién
de estos 16 tipos de VVPHar.

6.2 OBTENCION DE LA PROTEINA RECOMBINANTE MBP-E6VPH16

Aunque frecuentemente los péptidos se obtienen mediante sintesis quimica, su
inmunogenicidad generalmente es baja, y requiere de procesos adicionales, como el
acople a otras proteinas portadoras o “carriers” o la generacién de polimeros del mismo
péptido (116). En este trabajo se plantea la generacion de una proteina fusidn
recombinante para obtener el peptido de interés.

6.2.1 CLONACION DE LA SECUENCIA QUE CODIFICA PARA EL PEPTIDO DE
ONCOPROTEINA E6 EN VECTOR DE EXPRESION PMALCS5X.

La oncoproteina E6 elegida para la fase experimental fue la del VPH16; el analisis de su
secuencia arrojo 6 regiones con determinantes antigenicos, de las cuales se selecciono

aquella correspondiente al péptido de mayor longitud (figura 18) para su clonacion y
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expresion recombinante. Este péptido (mencionado de ahora en adelante como
E6VPH16) esta compuesto por 35 aminoacidos, tiene un peso molecular de 4,3 kDa y un
indice de inestabilidad de 59, es decir, es inestable, segln su analisis individual mediante
la herramienta “Expasy-protparam” (117).

Figura 18. Prediccidn de regiones antigénicas de la proteina E6 del VPH16
Se sefiala la region correspondiente al péptido de mayor longitud (35 aminoacidos).

35 a3 Antigenic plot for sequenc
There are 6 antigenic determinants in your sequence:

n Start Position Sequence End Position
1, 17 RKLPQLCTE 25

2 27 QTTIHDIILECVYCKQQLLRREVYDFAFRDLCIVY 61

3| 65 NPYAVCDKCLKFYSK 79

4 81 SEYRHYCYSLYG 92

5 99 YNKPLCDLLIRCINCQKPLCP 119

6 142 RCMSCCR | 148

Considerando estas propiedades de E6GVPH16 y teniendo en cuenta que los vectores de
expresion poseen las herramientas moleculares necesarias para asegurar la produccion de
una proteina en un sistema de expresion seleccionado, siempre y cuando, este sea
compatible con el vector y la secuencia genética de la proteina quede correctamente
insertada dentro del mismo (118); se selecciono el vector pMALc5X (5.677 pb) para la
clonacion de la secuencia codificante de E6VPH16, debido a que este es apto para
expresion en bacterias, presenta sitio de mdltiple cloning con variedad de sitios de
restriccion, otorga resistencia a ampicilina y resulta de gran utilidad en la expresion de
proteinas pequefias y péptidos, ya que se expresan junto a una proteina etiqueta de
aproximadamente 40,4 kDa, que favorece la solubilidad de la proteina recombinante en
el citoplasma y facilita su purificacién (90). EI peso molecular de la proteina etiqueta fue
clave para su eleccion respecto a otros vectores con caracteristicas similares como pET-
SUMO, que otorga un peso adicional de 19 kDa a la proteina de interés, siendo esto poco

favorable para los ensayos posteriores considerando el tamafio del péptido a expresar.

El proceso de clonacion se presenta en la figura 19; inicialmente se logré la amplificacion
de la secuencia codificante de E6VPH16, usando como plantilla ADN genomico del VPH
16 extraido de muestras de cepillado cervical, obteniendo una banda de 159pb (19A), lo

que corresponde al tamafio esperado mas las secuencias “linker” y las secuencias
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necesarias para digestion con las enzimas de restriccion (Sall: GTCGAC y EcoRl:
GAATTC) (19B), las cuales permitieron generar extremos cohesivos tanto en el inserto
como en el vector de expresion (19C). Obteniendo finalmente, luego de ligacion, un
producto de 5.803pb (19D), correspondiente al vector recombinante pMALc5X —
E6VPH16.

Figura 19. Construccion de vector recombinante pMALc5X-E6VPH16

A. Amplificacién de secuencia codificante de E6VPH16 (inserto: 159pb). B. Digestion
de inserto con EcoRl y Sall. C. Digestion de pMALc5X con EcoRI y Sall. D. Ligacion
de E6VPH16 y pMALc5X. E. Representacion del constructo generado (usando

SnapGene (119)).

Ay B: visualizados en TBE — agarosa (1,5%) y bromuro de etidio. C y D: TBE — agarosa (0,8%) y bromuro de etidio.
CN: control negativo. GN16: A partir de ADN genémico de VPH16. PM: marcador de peso molecular.
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Transformacién y evaluacién de colonias E. coli TOP10

Considerando la necesidad de conservacién del vector recombinante generado y su
disponibilidad para futuros estudios, la transformacion se llev6 a cabo inicialmente en
células E. coli TOP10, ya que son ideales para la replicacion estable de plasmidos gracias
a mutaciones como end Al que reduce la posibilidad de digestion no especifica por
endonucleasa 1 y rec Al que implica una menor incidencia de recombinacion no
especifica en ADN clonado (120).

El crecimiento de colonias en el medio de seleccion LB-Ampicilina (100 pg/mL) se
considerd un indicio de transformacion exitosa, debido a que el vector otorga resistencia
a ampicilina (90). No obstante, era necesario corroborar la presencia del fragmento de
interés (E6VVPH16) en dichas colonias, lo cual se confirmé mediante PCR de colonia, que
permitié evidenciar la amplificacién del fragmento de interés en todas las colonias

evaluadas (121), confirmando asi la obtencion de colonias E. coli TOP10 — pMALc5X
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E6VPH16 (figura 20-A), de las cuales se seleccionaron tres colonias para extraer el
plasmido de interés, cuya integridad se verifico mediante electroforesis en gel de agarosa
(20B). Finalmente se selecciono el plasmido recombinante obtenido de la colonia 7 para
continuar con los ensayos de expresion de la proteina recombinante, previa verificacion
de su identidad mediante secuenciacion Sanger, a partir del producto de PCR de dicho
plasmido (ver anexo 1).

Figura 20. Obtencion y verificacion del plasmido recombinante pMALc5X-E6VPH16

A. Confirmacion de colonias E. coli TOP10 — pMALc5X E6VPH16 (amplificado:159pb).

B. Obtencién de plasmido recombinante pMALC5X-E6VPH16.

A: visualizado en TBE — agarosa (1,5%) y bromuro de etidio. B: TBE — agarosa (0,8%) y bromuro de etidio.
CN: control negativo. PM: marcador de peso molecular.

A.

CN PM E. coli TOP10 — pMALc5X E6VPH16 : pMALc5X E6VPH16
(pb) 1 2 3 4

Transformacién y evaluacion de la cepa de expresion E. coli BL21 DE3

El plasmido recombinante obtenido de la colonia E. coli TOP10 — pMALc5X E6VPH16
se usO para la transformacion de la cepa de expresion, cuya evaluacion en medio de
seleccidn resultd exitosa, obteniendo crecimiento de colonias que, a su vez, se evaluaron
mediante PCR de colonia (figura 21); lo que permitié la seleccién de la colonia positiva
E. coli BL21 DE3 - pMALCc5x-E6VPH16 nimero 8 para llevar a cabo la induccion de la
expresion de la proteina recombinante MBP — E6VPH16.

Figura 21. Evaluacion de colonias E. coli BL21 DE3 - pMALc5x-E6VPH16, mediante
PCR (amplificado: 159 pb).

Visualizado en TBE - Agarosa 1,5% - Bromuro de etidio. CN: control negativo. PM: marcador de peso molecular.

Clones BL21DE3 pMAL c5x— E6 VPH 16

CNPM5.7 8 14 19 22 23 25
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6.2.2 EXPRESION DE MBP — E6VPH16 EN E. coli BL21 DE3

Como sistema de expresion bacteriano, E. coli es uno de los més usados para la expresion
de antigenos, presenta ventajas como bajo costo de mantenimiento, respecto a otros
sistemas como levaduras y células de mamiferos; rapido crecimiento lo que permite
obtener proteinas en corto tiempo, sencillos requerimientos nutricionales y ambientales y
variedad de cepas modificadas, vectores y otras herramientas para lograr buenos
rendimientos en la produccidn de proteinas recombinantes (122). Particularmente, la cepa
BL21 (DE3) es deficiente en proteasas, lo cual favorece la expresion de la proteina
recombinante. De la misma forma, el sistema heterdlogo E. coli es muy utilizado para la
generacion de antigenos que no requieren modificaciones postraduccionales complejas
como epitopes lineales o proteinas virales simples (123), tales como los péptidos

seleccionados en este trabajo.

La presencia del operador lac en pMALc5X otorga la posibilidad de controlar la
produccion de la proteina recombinante, permitiendo iniciar su expresion mediante la
adicion del inductor de isopropil-b-D-tiogalactopiranésido (IPTG), el cual, al ser andlogo
de la lactosa, podra desplazar al represor Lacl para dar inicio a la transcripcién (124). La
evaluacion de las proteinas presentes en las colonias luego de la adicién del IPTG,
evidencio la expresion prioritaria de la proteina de interés (MBP — E6VVPH16) dos horas
después de la induccion, manteniéndose incluso luego de 16 horas (toda la noche) (figura
22-A). Considerando este resultado, se determind que un adecuado tiempo de induccién
de la proteina es 2 horas, lo cual coincide con lo reportado por Ang. et al. (100), al evaluar
la expresion de proteina recombinante MBP-P12 en diferentes cepas, bajo diferentes
condiciones de induccion, determinando que este tiempo de induccion es optimo para

obtener altos niveles de expresion.

El proceso de lisis bacteriana permitio la recuperacion de las fracciones de proteinas
solubles e insolubles, que se evaluaron mediante SDS PAGE 10% (figura 22-B), con el
fin de determinar la solubilidad de la proteina recombinante, encontrando que MBP-
E6VPH16 se obtuvo en las dos fracciones. En este punto, es importante resaltar ciertas

propiedades de la proteina de union a maltosa (MBP) como su peso molecular, su alto
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porcentaje de residuos hidrofilicos expuestos y su abundancia de bucles flexibles; las
cuales, probablemente, son las que le permiten facilitar la solubilidad de la proteina
fusionada (125).

Figura 22. Expresion de MBP-E6VPH16.
A. Evaluacién de la expresion de BL21(DE3)-MBP-E6VPH16 (50 kDa). B. Verificacion
de solubilidad de MBP-E6VVPH16.

NI: Colonias no inducidas. ON: Induccion toda la noche-16 horas. PM: marcador de peso molecular FS: fraccién
soluble. FI: fraccion insoluble. SDS-PAGE 10% - Azul de Coomassie

A. CLON 8 BL21 DE3 pMALc5x—~ EBVPH16 PM  B. PM MBP - E6VPH16
. Ni 2hr 4 hr 6hr ON kDa. (kDa) e —

Lo
100

Uno de los problemas mas frecuentes en la produccion de proteinas recombinantes es la
agregacion de la proteina expresada como cuerpos de inclusion, por ello, la adicion de
proteinas fusién es determinante para obtener la proteina en la fraccion soluble (126). En
el caso de la proteina MBP-E6VVPH16, la proteina se encontrd en las dos fracciones en
alta concentracion, lo cual permite la purificacion a partir de la fraccion soluble por

métodos cromatograficos.

6.2.3 PURIFICACION PARCIAL DE LA PROTEINA RECOMBINANTE MBP-
E6VPH16 MEDIANTE CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD A AMILOSA.

Teniendo en cuenta la presencia de MBP-E6VPH16 en la fraccion soluble, se opt6 por
ejecutar la purificacion parcial de la proteina mediante cromatografia de afinidad a
amilosa. Se presenta a continuacién la purificacion parcial de la misma usando resina de
amilosa, con posterior elucion mediante adicion de buffer de columna suplementado con
maltosa 20mM (figura 23), donde se evidencia la obtencion de MBP-E6VPH16
parcialmente purificada en los eluidos 1 y 2, evidenciandose con la presencia
principalmente de la proteina fusion, sobre el peso molecular esperado (50 kDa);
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adicionalmente, se observa presencia minima de proteinas contaminantes de mayor peso
molecular, que podria tratarse de proteinas enddgenas de E. coli que poseen una afinidad
menor a la resina de amilosa, como la proteasa Lon (87.4 kDa) (127) y las proteinas de

unién a maltosa presentes en E. coli (128).

Figura 23. Evaluacion de purificacion parcial de MBP-E6VPH16 (50 kDa) mediante
cromatografia de afinidad a amilosa.
NU: Proteinas no unidas. L: lavados. E: Eluidos. SDS-PAGE 10% - Azul de Coomassie

MBP-

Brot oM E6VPH16

Totales NU L1 L2 L4 L5 16 L8 kbDa L9 11 L12 g1 E2

PR

Al

- 50 kDa

La proteina de union a maltosa (MBP), se encuentra naturalmente en bacterias Gram-
negativas, en el citoplasma y mas abundantemente en el periplasma. Principalmente,
actia como proteina transportadora facilitando la captacion y movilizacién de
maltodextrinas para su adecuado metabolismo. Su cadena polipeptidica presenta dos
dominios globulares (I6bulos) conectados por una regién bisagra, compuesta por tres
cadenas polipeptidicas cortas; entre cada lI6bulo se presenta una hendidura central que
contiene el sitio de unién al ligando (maltodextrina o polisacaridos de conformacion
similar). La presencia de maltosa induce un cambio conformacional de la proteina en el
que cada dominio gira hacia el otro, ocasionando el cierre de la hendidura y la
consecuente captacion del polisacarido, cuya union se estabiliza mediante la formacion

de puentes de hidrégeno (129).

Lo anterior constituye la base de la utilidad de la cromatografia de afinidad a amilosa,
cuyo fundamento radica en que, al ser laamilosa un polimero repetitivo de maltosa, puede
ser captada por la MBP fusionada a la proteina de interés, quedando retenida en la
columna. Asi mismo, al adicionar el buffer con maltosa, MBP se une con mayor afinidad

a esta, obteniéndose asi en la fraccion del eluido (130).
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El proceso de expresion y purificacion parcial se realiz6 bajo las mismas condiciones para
la proteina MBP, con el proposito de usarla como control en ensayos posteriores; su
presencia se corrobord igualmente en la fraccion soluble y se logro su purificacion parcial,

como se presenta en la figura 24.

Figura 24. Expresion y purificacion parcial de MBP

A. Expresion en E. coli BL21 DE3 de MBP (en azul) y MBP-E6VPH16 (en morado).
B. Evaluacion de purificacion parcial de MBP mediante cromatografia de afinidad a
amilosa.

NI: Colonias no inducidas. NU: Proteinas no unidas. L: lavados. E: Eluidos. PM: marcador de peso molecular.
SDS-PAGE 10% - Azul de Coomassie

A. B. s oM MBP
Totales NU L1 L2 L4 L5 L6 L8 L8 L1 L12 pa E1 E2

NI 2 hr PM (kDa) NI 2 hr
v v

100

Una vez obtenidas las proteinas MBP (44 kDa) y MBP-E6VPH16 (50 kDa) parcialmente
purificadas, se realizd verificacion de identidad mediante inmunodeteccion por western
blot, usando como anticuerpo primario un anti MBP (NEB) y como anticuerpo secundario
anti rabbit- fosfatasa alcalina (Thermo Fisher), evidenciando reconocimiento tanto de la
proteina recombinante como de la proteina control, ilustrado en la figura 25.

Figura 25. Inmunodeteccion de proteinas parcialmente purificadas MBP-E6VPH16 (50
kDa) y MBP (44 kDa), mediante western blot.

Nitrocelulosa. Anticuerpo primario: Anti-MBP. Anticuerpo secundario: anti rabbit- fosfatasa alcalina.

PM
kDa

MBP-E6

VPH16 MBP
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La eficiencia de la produccién de proteinas recombinantes puede variar ampliamente
dependiendo del sistema de expresion, la proteina especifica, las condiciones de cultivo
y otros factores tales como la concentracion de inductor y temperatura. Asi, por ejemplo,
produccién altamente optimizada a escala industrial pueden presentar un rango de
rendimiento tipico de 1 a 5 gr/L. Por otro lado, dependiendo del promotor, sin

optimizacion los rangos de crecimiento pueden estar por debajo del mg/L (131).

El rendimiento del proceso de purificacion obtenido a partir de la fraccion soluble de
MBP-E6VPH16 y MBP se presenta en la tabla 6. A partir de 100 mL de cultivo celular,
se obtuvieron 1,4mg y 0,15mg respectivamente, lo cual es consistente con lo reportado
en el estudio de V. Salema et al. (132) quienes lograron purificar niveles de proteina
recombinante mayores a 12 mg/L usando MBP como proteina etiqueta. Estas proteinas
se emplearan como antigeno y proteina control en fases posteriores de este trabajo.

Tabla 6. Cuantificacion de proteina parcialmente purificada. MBP-E6VPH16
(izquierda). MBP (derecha).

MBP - E6 VPH16 MBP
ELUIDOS ELUIDOS
1 £2 E1 E2
or T 5 2 Volumen (mL) 2,5 2
olumen (mL) Concentracion 0.037 0,031
Concentracion 0.395 0,330 (mg/mL)
(mg/mL) Cantidad (mg) | 0,092 0,062
Cantidad (mg) 0,79 0,66 Total proteina 0,15
Total proteina (mg) 1,45 (me)
. N Rendimiento a
Rendimiento a partir 14,5 mg/L partir de 100 1,5 mg/L
de 100 mL de cultivo mL de cultivo

6.3 PRODUCCION DE ANTICUERPOS POLICLONALES

6.3.1 INMUNIZACION DE MODELO AVIAR CON MBP-E6VPH16

La produccion de anticuerpos se llevé a cabo en modelo aviar (gallinas). Esto, teniendo
en cuenta las ventajas que presenta frente a otros modelos (ratones y conejos) como: el
costo de manutencion, la facilidad en la toma de la sangria, la posibilidad de obtener IgY
a partir de la yema de los huevos y la cantidad de IgY producida, correspondiente al 1-
10% del total de anticuerpos producidos (133). Asi mismo, tal como en los otros modelos

animales, la cantidad de anticuerpos producidos depende en gran medida de
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caracteristicas del antigeno como su peso molecular, su nivel de inmunogenicidad y la

cantidad de antigeno usado (134).

Lo anterior fue clave en la seleccion del método de produccion del péptido para la
inmunizacion, prefiriendo la tecnologia de ADN recombinante frente a métodos tipicos
como la sintesis quimica, evitandose la necesidad de adicionar otro tipo de moléculas que
garanticen generacion de respuesta inmune e impliquen aumento de costos. Considerando
ello, la inmunizacion se realiz6 con la proteina recombinante MBP-E6VPH16, que
presenta propiedades consideradas altamente inmunogénicas como: provenir de una
especie diferente, composicidn quimica compleja (alto contenido de residuos hidrofilicos)
y adecuado peso molecular (entre 5.000 y 100.000 Da) (135); lo cual se corrobord
mediante busqueda de regiones inmunogénicas en su secuencia, que arrojo 17
determinantes antigénicos, como se ilustra en la figura 26, gracias a que MBP actla como
portador inmunogénico para péptidos que no lo son por si solos presentan bajos niveles
de inmunogenicidad (136,137).

Figura 26. Determinantes antigénicos en MBP-E6VPH16. COLORES

Izquierda: determinantes antigénicos usando la herramienta Predicted Antigenic Peptides: (87), MBP: del
N.1al 16 - E6BVPH16: N.17. Derecha: modelamiento usando Swiss-Model (138). En morado:
determinantes antigénicos MBP. En rosado: determinante antigénico E6VPH16.

‘Vnr [Start Position ‘ Sequeﬁé; End Position|
[1 5 [ EGKLVIW 1
2 32 TGIKVTVEH 40
3 46 EKFPQVAA 53
4 2| AQSGLLAE 79
5 86 FQDKLYPFTWDA o7
6 99 RYNGKLIAYPIAVEALSLIYNK T 120
7 132 | EIPALDK 138
(8 156 | YFTWPLIAA 164
9 178 | DIKDVGV 184
10 191 AGLTFLVDLI 200
11 200 | TDYSIAE 215
12 237 | DTSKVNYGVTVLPT 250
13 255 | PSKPFVGVLSAGIN i 268
14 281 LENYLLT 287
15 209 | PLGAVALK 306
16 338 | SAFWYAVRTAVIN 350
17 404  |QTTIHDILECVYCKQQLLRREVYDFAFRDLCIVY| 438

Adicionalmente, con el fin de reforzar la especificidad de los anticuerpos hacia el péptido
de interés, la Gltima inmunizacién se realizd luego de la protedlisis de MBP-E6VPH16
con Factor Xa, el cual separa a MBP del péeptido E6VPH16, como se verificO mediante
SDS-PAGE 10% (figura 27).
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Figura 27. Liberacion de E6VVPH16 a partir de digestion proteolitica con Factor Xa.

MBP-E6VPH16 (50 kDa), MBP (44 kDa), EBVPH16 (6 kDa)
SDS-PAGE 10% - Azul de Coomassie

MBP E6VPH Protedlisis
kDa 16
116

66

45 == “+

35

25

El protocolo de inmunizacién empleado permiti6 la recoleccion de 6 sangrias tanto para
la gallina control como para la gallina estudio, correspondientes a: 1 sangria pre inmune
y 5 sangrias tomadas luego de cada inmunizacion, recolectando 2mL de suero a partir de
cada una. Estos sueros en dilucion 1:5.000 fueron enfrentados a 250 ng de MBP-
E6VPH16 en un ensayo de western blot con el fin de evaluar el reconocimiento del
antigeno (figura 28), encontrando que las IgY presentes en el suero perteneciente a la
gallina control no presentaron sefial de reconocimiento, tal como se esperaba, pues esta
no fue inmunizada con el antigeno. Igualmente, las IgY presentes en el suero pre inmune
de la gallina inmunizada (MBP-E6VPH16), tampoco reconocieron el antigeno. Por el
contrario, las IgY presentes en los sueros de interés no solo demostraron reconocimiento
del antigeno, sino que también evidenciaron un aumento del nivel de deteccién a medida
que avanzo el tiempo de inmunizacion.

Figura 28. Evaluacion de IgY anti MBP-E6VVPH16 presentes en suero mediante

western blot.

SNR: Suero no relacionado (gallina control). SPI (S1): Suero pre inmune (gallina estudio). S2:
Suero dia 14. S3: Suero dia 21. S4: Suero dia 28. S5: Suero dia 35. S6: Suero dia 42. M: MBP,
16: MBP-E6VPH16, B: BSA (control negativo).

Nitrocelulosa. Anticuerpo primario: suero (1:5.000), anticuerpo secundario: anti IgY-fosfatasa alcalina
(1:10.000).

SNR SPI(S1) PMm S2 S3 S4 S5 S6

M 16 B M 16 B kDa "6 M B 16 M B 16 M B 16 M B, M 16 B
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La capacidad de reconocimiento del antigeno por parte de las IgY presentes en los sueros
se evaluo adicionalmente por ELISA indirecto, buscando corroborar el nivel de deteccion
de cada suero recolectado de la gallina inmunizada, enfrentdndolos en una dilucién
1:5000 a 500ng de MBP-E6VPHL16, evidenciando aumento del nivel de deteccion del
antigeno respecto al suero pre inmune (figura 29), teniendo presente que se ha reportado
que en el modelo aviar empleado, luego de 7 dias desde la primera inoculacion ocurre
produccion de IgYs (139).

Figura 29. Evaluacion de IgY anti MBP-E6VPH16 presentes en suero mediante ELISA
indirecto.

Se presenta el promedio de dos réplicas técnicas. Anticuerpo primario: suero (1:5.000), anticuerpo

secundario: anti IgY-HRP (1:10.000). 1: Suero pre inmune. 2: Suero dia 14. 3: Suero dia 21. 4:
Suero dia 28. 5: Suero dia 35. 6: Suero dia 42. BSA: Control negativo.

IgY anti MBP-E&VPH16 (ELISA indirecto)
Gallina Estudio
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6.3.2 PURIFICACION Y CUANTIFICACION DE ANTICUERPOS POLICLONALES
ANTI MBP-E6VPH16

Purificacion de anticuerpos IgY a partir de yema de huevo anti MBP-E6VPH16

Durante el esquema de inmunizacion se realiz6 la recoleccion de huevos diariamente, con
el fin de obtener las IgY alli presentes. Teniendo en cuenta que, en general, las IgM e IgA
prevalecen en la clara de los huevos y las 1gY son predominantes en las yemas (134), se
realizé la purificacion con sulfato de amonio al 35% de las proteinas presentes en la yema
de todos los huevos y se evalud el proceso (para uno de los huevos seleccionado al azar)
mediante SDS-PAGE 12% (figura 30-A). Adicionalmente, se seleccionaron tres huevos
(uno del inicio, uno de la mitad y uno del final del esquema de inmunizacion) para
verificar mediante dot blot, el reconocimiento del antigeno por parte de las IgY (figura

30-B), posterior al proceso de purificacion.
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Figura 30. Purificacion de IgY anti MBP-E6VPH16 a partir de huevos.
A. Evaluacion del proceso de purificacion mediante precipitacion con sulfato de amonio
al 35%.

(SDS-PAGE 12% - Azul de Coomassie). PT: proteinas totales. FI: fraccién insoluble. FS: fraccion soluble. Morado:
huevo de gallina inmunizada con MBP-E6VVPH16. Azul: huevo de gallina control. Se sefiala con puntos azules las
cadenas pesadas (68kDa) y cadenas livianas (27 kDa).

B. Evaluacion de reconocimiento de MBP-E6VPH16 con IgY purificadas a partir de las

yemas y sueros, mediante dot blot.
Nitrocelulosa. Anticuerpo primario: suero (1:5.000), anticuerpo secundario: anti Ig'Y-fosfatasa alcalina (1:10.000).
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Una vez verificada la purificacion de las IgY presentes en la yema de los huevos, se
evalu6 mediante ELISA indirecto su capacidad de reconocimiento usando como antigeno
500 ng de MBP-E6VPH16, como anticuerpo primario las IgY de cada huevo (1:500) y
como anticuerpo secundario anti IgY-HRP (1:10.000), permitiendo asi, la seleccion del
huevo con las IgY con mayor nivel de reconocimiento del antigeno para los ensayos
posteriores. Adicionalmente, se estimd la concentracion (mg/mL) aproximada de las IgY
purificadas de cada huevo mediante espectrofotometria a 280nm (figura 31).

Figura 31. Evaluacion de la produccion de 1gYs anti MBP-E6VVPH16 presentes en
huevos durante el esquema de inmunizacion.

Barras: absorbancia a 280nm, cuantificacion de proteinas precipitadas con sulfato de amonio (35%).

Linea de tendencia: absorbancia a 405nm, estimacién de anticuerpos especificos mediante ELISA
indirecto. Linea vertical punteada indica los dias de inoculacion.
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Tal como se menciond anteriormente, las IgY aviares se transfieren desde el torrente
sanguineo hasta la yema del huevo, donde se almacenan para proporcionar proteccion al
embrion. Se han reportado concentraciones de IgY en yema entre 7 y 15 mg/mL (139).
En este estudio, la concentracion aproximada de IgY en cada huevo es concordante con
dichos reportes. No obstante, es necesario resaltar que este tipo de factores como la
concentracion de inmunoglobulinas es muy cambiante, pues es directamente dependiente

de factores como la raza, edad y el tipo y cantidad de antigeno inoculado (140).

De la misma forma, el perfil de reconocimiento del antigeno (MBP-E6VPH16) demuestra
aumento en el nivel de deteccion proporcional al aumento de dias de inoculacion,
evidenciando en el ultimo refuerzo una reactivacién del nivel de reconocimiento y
presentando comportamientos similares respecto a otros procesos de produccion de
anticuerpos realizados previamente en nuestro grupo de investigacién LIBBIQ (con
antigenos mas complejos y de mayor peso molecular) que generalmente abarcan entre 31
y 33 dias de inoculacion (141,142).

Purificacion de anticuerpos IgY por afinidad a los antigenos MBP y E6VPH16

Teniendo en cuenta que el antigeno utilizado para la inmunizacién fue MBP-E6VPH16,
es de esperar que se generen anticuerpos policlonales que reconozcan MBP y anticuerpos
policlonales que reconozcan el péptido E6VPH16. Con el proposito de obtener las IgY
que presenten mayor afinidad para E6GVPH16, se someti6 el suero que evidencido mayor
reconocimiento de MBP-E6VPH16 (figura 28) en una dilucion 1:5.000 a una purificacion
por afinidad utilizando 500ng de MBP previamente inmovilizada sobre nitrocelulosa,
como se describié en 5.3.2 e igualmente se purifico por afinidad empleando 500ng del
péptido E6VPH16 inmovilizado. Los eluidos obtenidos de cada purificacion se
emplearon en el reconocimiento de los antigenos respectivamente, mediante western blot
(figura 32).

Figura 32. Evaluacion mediante western blot de las IgY's purificadas anti MBP y anti
MBP-E6VPH16 por afinidad al antigeno.
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Nitrocelulosa: 250 ng de antigeno: MBP (44 kDa) en verde y MBPE6VPH16 (50 kDa) en morado, PM
(marcador de peso molecular pretefiido), anticuerpo primario: A. anti MBP B. anti MBP-E6VPH16
(1:5.000), anticuerpo secundario: anti IgY -fosfatasa alcalina (1:10.000).

MBP- MBP-
MBP E6VPHI6 MBP E6VPHI6 PM

130

70

IgY purificadas IgY purificadas con
con MBP MBP-E6VPHI 6

Considerando los antigenos utilizados, el proceso de purificacion no permitia aislar los
anticuerpos especificos dirigidos hacia el péptido E6VPH16, ya que no se utilizé el
péptido aislado. No obstante, se esperaba que el tratamiento con MBP enriqueciera la
fraccion de anticuerpos contra E6VPH16 (figura 32). No se observan diferencias en
cuanto a especificidad, indicando que no se lograron neutralizar los anticuerpos contra
MBP con este tratamiento. Se abordd una segunda estrategia para optimizar estos
resultados empleando el protocolo de purificacion propuesto por Benet C. et al. en el cual
se realiza una primera separacion de anticuerpos inespecificos dirigidos a antigenos no
diana, donde previo a enfrentar el suero al antigeno diana fijado en la membrana de
nitrocelulosa se realiz6 una preincubacion con la muestra que contenia antigenos no
diana, esto con el fin de remover los anticuerpos que no son de interés (143). Teniendo
en cuenta lo anterior, se modifico el protocolo de purificacion de anticuerpos por afinidad
al antigeno, realizando una preincubacion del suero diluido 1:5.000 con 500 ng de MBP
en solucion durante 1 hora a temperatura ambiente en agitacion constante.

Posteriormente, se continud el protocolo tal como se habia realizado previamente.

En la figura 33 se presenta la evaluacion del proceso mediante western blot, evidenciando
que se logré un reconocimiento especifico por el antigeno de interés (E6VPH16) y por la

MBP. Estos anticuerpos se emplearan en ensayos posteriores de caracterizacion.
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Figura 33. Evaluacion de 1gY purificadas por afinidad al antigeno, previa incubacion
con antigeno no diana en solucién, mediante western blot.

A. Inmunodeteccion de MBP (44kDa) IgYs eluidas de purificacion con MBP. B.
Inmunodeteccion de MBP-E6VPH16 (50kDa) 1gY's eluidas de purificacion con MBP-E6VPH16.

Nitrocelulosa: 250 ng de antigeno, anticuerpo primario: suero enfrentado a MBP y suero enfrentado a MBP-E6VPH16
(1:5.000), anticuerpo secundario: anti 1gY-fosfatasa alcalina (1:10.000).

A. B.
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Los anticuerpos generados contra MBP, aunque inicialmente vistos como contaminantes,
pueden ser considerados herramientas inmunoldgicas valiosas, ya que permiten el
reconocimiento de proteinas recombinantes asociadas a MBP y seran insumos de utilidad

en estudios a futuro.

6.4 EVALUACION DE SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DE LOS
ANTICUERPOS POLICLONALES ANTI MBP-E6VPH16

Con el fin de determinar el menor titulo de anticuerpos capaz de reconocer la menor
concentracion de antigeno se evaluaron mediante western blot los IgY que presentaron
mayor afinidad por E6VPH16 previamente purificados y mediante ELISA indirecto los
IgY presentes en el huevo que evidencid el mayor nivel de reconocimiento del antigeno
en los ensayos previos. Lo anterior con el propoésito de evaluar la capacidad de
reconocimiento de epitopos lineales y conformacionales (figura 34).

Figura 34. Evaluacion de sensibilidad de anticuerpos policlonales anti MBP-E6VPH16
en suero, mediante western blot.

A. Nitrocelulosa: anticuerpo primario: IgY anti MBP-E6VPH16 (1:5.000), anticuerpo
secundario: anti IgY-fosfatasa alcalina (1:10.000). B. Nitrocelulosa. Antigeno: 7,8ng de
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MBP-E6VPH16 (50 kDa), anticuerpo primario: IgY anti MBP-E6VPH16 en diluciones
1:5.000, 1:7.500, 1:10.000 y 1:15.000, anticuerpo secundario: anti 1gY -fosfatasa
alcalina (1:10.000). PM: Marcador de peso molecular pretefiido
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Estos ensayos permitieron determinar que las IgY generadas tienen la capacidad de
reconocer hasta 7,8ng de MBP-E6VVPH16 al ser empleados en una dilucion 1:5000 (figura
34-A). Asi mismo, tienen la capacidad de reconocer minimo 7,8ng de MBP-E6VPH16 en
una dilucion de hasta 1:10.000 (figura 34-B).

Por su parte, el ensayo ELISA indirecto permitio determinar que se logra un
reconocimiento adecuado y suficiente de 500ng de MBP-E6VPH16 usando como
anticuerpo primario las IgY recuperadas de huevo en una dilucion 1:1.000 (figura 35), lo
cual coincide con los resultados obtenidos en estudios previamente realizados en nuestro
grupo de investigacién LIBBIQ, en donde se detectan 500ng de antigeno por parte de las
IgY purificadas de huevo en una dilucién 1:500 (141,142).

Figura 35. Evaluacion de condiciones 6ptimas de reconocimiento de MBP-E6VPH16
por parte de las IgY en huevo, mediante ELISA indirecto
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Evaluacidn de especificidad de los anticuerpos policlonales anti MBP-E6VPH16

El grado de especificidad de los IgY anti MBP-E6VPH16 se evalu6 mediante western
blot enfrentandolos a a BSA (como control negativo) y a diferentes proteinas
recombinantes previamente producidas en nuestro grupo de investigacion (LIBBIQ) que
contaban bien sea, con la etiqueta 6xHis o las dos etiquetas 6xHis-SUMO (figura 36). Las
proteinas etiquetadas con 6xHis, corresponden a la proteina verde fluorescente (EGFP)
(144), la T4Ligasa y SpCas9 (145) y la que cuenta con el tag 6xHis-SUMO es la
triparedoxina de Leishmania braziliensis (146), Este ensayo permitio determinar que los
IgY anti MBP-E6VPH16 generados no presentan reactividad cruzada con las proteinas
recombinantes evaluadas.

Figura 36. Evaluacion de reconocimiento cruzado de anticuerpos policlonales anti

MBP-E6VPH16 en suero, mediante western blot.

Nitrocelulosa. Antigeno 250ng (1: 6xHis-EGFP (30kDa), 2: SpCas9 -6xHis (158 kDa), 3: T4ligasa (95
kDa), 4: 6xHis-SUMO-LbTXN (37 kDa), 5: MBP-E6VPH16 (50 kDa), 6: BSA (66 kDa)), anticuerpo
primario: IgY anti MBP-E6VPH16 (1:5.000), anticuerpo secundario: anti IgY-fosfatasa alcalina

(1:10.000).

Asi pues, se puede afirmar que el abordaje de la tecnologia de ADN recombinante para
la produccién del antigeno a inocular en modelo aviar fue una estrategia costo efectiva
comparado con otras estrategias como la sintesis quimica, que implicaria costos
adicionales necesarios para asegurar la inmunogenicidad como la conjugacion péptido-
proteina transportadora (147). Adicionalmente, la proteina recombinante producida
(MBP-E6VPHL16) fue un excelente punto de partida para la obtencién de anticuerpos que
reconocen el péptido E6VPH16 en forma especifica, como se evidencio con el protocolo
de neutralizacion de los anticuerpos anti MBP.



65

Cabe resaltar que, partiendo de 150 pg de antigeno inoculado, la cantidad de 1gY's totales
generadas en promedio para cada huevo fue aproximadamente 25 mg/huevo, lo que
inicialmente podria considerarse como una baja cantidad respecto a las reportadas para
inmunizaciones con otro tipo de proteinas, las cuales oscilan entre 50 y 150 mg/huevo
(148). No obstante, es necesario resaltar que las IgY de este trabajo se generaron a partir
de un péptido, por lo que la cinética de produccion de anticuerpos no es comparable. Por
otro lado, las cantidades reportadas para produccion de anticuerpos a partir de péptidos,
donde generalmente se requieren entre 5 y 20mg de péptido unido a una proteina

transportadora, oscilan entre 0,5 y 5 mg/huevo (149)

Finalmente, las herramientas biotecnoldgicas aplicadas permitieron la generacion de
bioinsumos tales como el vector recombinante, el antigeno recombinante, y los
anticuerpos (IgY), que no solo constituyen un recurso para el desarrollo de este trabajo,
sino también para escalar su aplicacién a otro tipo de metodologias, como el empleo de
la proteina recombinante en la seleccion de aptdmeros que permitan identificar otro tipo

de moléculas para el reconocimiento y deteccidn de estos tipos de VPH.
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7. CONCLUSIONES

Este trabajo permitid la generacion de bioinsumos para la inmunodeteccion de la
oncoproteina E6 del VPH16 en modelo aviar, mediante el uso de la tecnologia de ADN
recombinante. Adicionalmente, se identificaron regiones de la oncoproteina E6 de los
otros 15 tipos de VPH alto riesgo, de manera que sea posible mediante la aplicacion de la
misma estrategia, la generacion de los bioinsumos necesarios para el ensamble de una
herramienta de inmunodeteccion del Virus del Papiloma Humano, indicando el posible

desarrollo de lesiones precancerosas en el cuello uterino.
Conclusiones especificas de cada apartado

Mediante aplicaciones bioinformaticas se identificaron 6 regiones conservadas entre las
oncoproteinas E6 de 12 tipos de VPH y 4 regiones inmunogénicas de las EG6
pertenecientes a otros 4 tipos de VPH, lo que permitiria la generacion de 10 tipos de
anticuerpos policlonales con capacidad de reconocimiento de los 16 tipos de VPH capaces

de desencadenar cancer de cuello uterino.

Usando tecnologia de ADN recombinante se gener6 el vector recombinante pMALc5X-
E6VPH16 util para transformacion de sistema de expresion bacteriano, otorgando
resistencia a ampicilina y la informacion genética necesaria para la expresion de la
proteina recombinante MBP-E6VVPH16.

Se gener6 la cepa de mantenimiento E. coli TOP10-pMALc5X-E6VPH16 para
conservacion del vector de expresion pMALc5X-E6VPH16. Asi mismo, se genero la
cepa de expresion E. coli BL21DE3 - pMALCc5X-E6VPH16 capaz de expresar con un
rendimiento de 14,5 mg/L a partir de 100mL de cultivo, la proteina recombinante MBP-
E6VPH16 que fue purificada mediante cromatografia de afinidad a amilosa y constituy6
el bioinsumo determinante en la generacion del bioinsumo inmunoldgico, usandola como

antigeno para la inmunizacién del modelo aviar.

Asi mismo se genero la cepa de expresion E. coli BL21DE3 - pMALCc5X que permitio la
produccién de la proteina recombinante MBP, que luego de su purificacion mediante
cromatografia de afinidad a amilosa fue util como control en los ensayos de

innmunodeteccion y purificacion de anticuerpos por afinidad al antigeno.
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Gracias a la inmunizacion del modelo aviar se generaron anticuerpos policlonales IgY,
obtenidos a partir de la recoleccion de sangre y huevos de este modelo. La evaluacion de
estos anticuerpos mediante ensayos de western blot y ELISA indirecto permitié confirmar
su capacidad de reconocimiento de la proteina recombinante MBP-E6VPH16 y su
caracterizacion en cuanto a sensibilidad y especificidad determind que poseen capacidad
de deteccion de la proteina recombinante MBP-E6VVPH16 en una minima concentracion
de 7,8ng en una dilucién de hasta 1:10.000 y no presentan reactividad cruzada con otras

proteinas recombinantes producidas en el grupo de investigacion LIBBIQ.

La cantidad de anticuerpos IgY anti MBP-E6VPH16 generados se puede considerar
elevada respecto a las cantidades reportadas de IgY producidas en modelo aviar a partir
de la inmunizacién con otro tipo de péptidos.

La purificacion por afinidad al antigeno de los anticuerpos policlonales IgY generados
permitid la obtencion de anticuerpos policlonales con mayor afinidad a la proteina MBP,
que pueden ser usados en otro tipo de investigaciones que requieran ensayos de

inmunodeteccion de esta proteina.

7.1 PERSPECTIVAS

Se plantea como la continuidad de este trabajo, la generacion de los bioinsumos (vectores
recombinantes, proteinas recombinantes y anticuerpos policlonales IgY) utiles para la
deteccion de la oncoproteina E6 de los demas tipos de VPH de alto riesgo capaces de

generar cancer de cuello uterino.

Considerando las cantidades de anticuerpos policlonales IgY obtenidos, se sugiere la
purificacion de la totalidad de los anticuerpos generados, de manera que se tengan
disponibles en el grupo de investigacion para los ensayos iniciales de la cromatografia de

flujo lateral.

Asi mismo, se plantea la posibilidad de escalar la aplicacion de la proteina recombinante
producida (MBP-E6VPH16) a otro tipo de metodologias, como la seleccion de aptdmeros
para la identificacion de otro tipo de moléculas utiles en el reconocimiento y deteccion
de estos tipos de VPH.
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ANEXOS

Anexo N.1 Secuenciacion Sanger inserto E6VPH16 a partir de amplificado de
PMALC5X-E6VPH16.

PMAL c5x -

E6VPH16
5803 bp
[Factor Xa site MCS) (rrB T2 terminator
\
00000 3000 40007
] O . — AmpR >
ac promoter | /E6VPH16 | | |
lac operator / mB Tl‘t\enninator AmpR promoter
/ X
/@ 4\
,,’ MCS RV \

AATGTGTGTACTGCAAGCAACAGTTACTGCGACGTGAGGTATATGACTTTGCTTTTCGGGATTTATGCATAGTATATAGAGATGGGAATCCATATGC
\ /
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