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1. RESUMEN 

 

El cáncer cervical representa la primera causa de muerte en mujeres. Se 

estima que en el planeta mueren anualmente por esta causa aproximadamente 

250.000, de las cuales el 80% ocurren en países en vía de desarrollo. En 

Colombia, el cáncer de cuello uterino es la segunda causa de muerte en la 

población femenina, con una tasa de incidencia de aproximadamente 

30,3/100.000 casos. Son muchas las causas que se asocian al desarrollo del 

cáncer cervical, pero las evidencias indican que los Virus de Papiloma Humano 

(VPH) constituyen el factor etiológico más importante tanto para la aparición de 

lesiones premalignas en el cérvix como para su progresión a cáncer. 

 

Los países desarrollados han logrado disminuir las tasas de mortalidad de 

cáncer de cuello uterino, debido a la implementación de programas de tamizaje 

efectivos; sin embargo en los países en desarrollo, estos programas no han 

logrado un impacto en el control de esta enfermedad. Estas limitaciones y el 

hecho  que el VPH produce una infección de transmisión sexual de difícil 

control, han promovido la investigación de medidas preventivas primarias tales 

como el desarrollo de vacunas profilácticas. En 1.992 se reportó por primera 

vez que la clonación y expresión del gen L1 que resulta en el ensamble de una 

estructura similar a la cápside viral pero sin contenido genómico que se 

denominó VLP (Virus Like-Particles o partículas similares a virus), han sido los 

candidatos a vacunas más evaluados ya que presentan un gran potencial 

inmunogénico y antigénico. 

 

Por lo anterior el presente trabajo tiene como objetivo la producción de dichas 

VLPs de los tipos de VPH más prevalentes en Colombia y que están asociados 

principalmente al cáncer de cuello uterino. Estas VLPs se produjeron a partir de 



Baculovirus recombinantes que contenían  los genes L1 codificantes para la 

proteína de la capside viral. Una vez expresado dicho gen, las proteínas se 

ensamblan a si mismas en dichas partículas tipo viral (VLPs) inmunológica y 

morfológicamente similares a los virus. 

 

Como resultados se obtuvieron VLPs de los genotipos 16 y 18 del Virus del 

papiloma Humano para ser utilizados posteriormente en un estudio de 

seroprevalencia de VPH en sueros de hombres y mujeres Colombianas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



2. INTRODUCCIÓN 

 

2.1 Virus del papiloma humano (VPH) 

Los VPH son un grupo heterogéneo de virus epiteliotrópicos presentes en piel 

y mucosa, son considerados los agentes etiológicos de casi el 100% de los 

carcinomas cérvico-uterinos, en el 100% de las verrugas genitales, vulgares y 

plantares y en la mayoría de los cánceres de piel. Además se han reportado 

invadiendo próstata, boca, laringe, esófago, colon, recto, región anal, uretra, 

vejiga y más recientemente en tejido hepático (1).  

  

2.2 Taxonomía 

Históricamente los papilomavirus habían sido agrupados con los poliomavirus 

en la familia de los Papovaviridae, recientemente esta familia se dividió en dos 

familias: los Polyomaviridae y los Papillomaviridae (2). Dentro de la familia 

Papillomaviridae se ha establecido la existencia de 18 géneros. Los 

papilomavirus humanos se encuentran ubicados en los géneros: Alfa-

papillomavirus, Beta-papillomavirus, Gama-papillomavirus, Mu-papillomavirus y 

Nu-papillomavirus. Los papilomavirus que infectan otras especies están 

contenidos en los demás géneros. 

 

2.3 Estructura del genoma  

Los VPH son virus ADN desnudos, de doble cadena, que presentan una 

cápside con simetría icosahédrica con un diámetro de 50nm. El genoma de 

aproximadamente 8 Kb está constituido por tres regiones: Una región no 

codificante (NCR) que regula la expresión de las proteínas virales, una región 

temprana (E) que codifica proteínas implicadas en la replicación viral y la 

transformación celular y una región tardía (L) que codifica las proteínas de la 

cápside viral (3) (Fig. 1).  



 

Figura 1. Diagrama del genoma del VHP 16. Las flechas azules indican los ORFs de la 

región E. Las flechas rojas indican los ORFs de la región L y la flecha morada indica el ORF 

de la LCR. (Tomado de.http://www.hospitalpractice.com.htm). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3.1 La región larga de control 

También llamada región no codificante (NCR) tiene un tamaño que oscila 

entre 800 y 1000 bp (10% del genoma) dependiendo del tipo de VPH, su 

secuencia nucleotídica es muy variable. Operacionalmente se define como la 

región comprendida entre la terminación del ORF L1 a la primera metionina del 

ORF E6 (4). Funcionalmente esta región se divide en dos dominios principales: 

Una región respondedora a E2 (RE2) regulada por la proteína E2, en esta 

región se localiza el punto de origen de replicación del ADN viral (ORI) y el 

Región en la cual ocurre un 
rompimiento en el momento 

de la integración 

Región no expresada 

después de la integración 

Región conservada y expresada en tejidos 

con cáncer cervical y líneas celulares. 

http://www.hospitalpractice.com.htm/


promotor temprano desde el cual se transcriben los oncogenes E6 y E7 y una 

segunda región denominada CE (del ingles Cellular Enhancer) la cual 

constituye un potenciador fuerte de la transcripción y es activado únicamente 

por factores transcripcionales celulares (5). 

 

2.3.2 Región temprana y proteínas no estructurales  

La región temprana constituye el 50% del genoma (~4.5 kb) y está formada 

por seis marcos de lectura abierta (del ingles open reading frames, ORF): E1, 

E2, E4, E5, E6 y E7. 

 

2.3.3 Región tardía y proteínas estructurales  

La región tardía esta formada por dos ORF, los cuales codifican las proteínas 

L1 y L2 de la cápside. La región L1 de aproximadamente 1525 pb codifica la 

proteína mayor de la cápside L1. Esta proteína, de 57 kDa, es altamente 

conservada entre los diferentes tipos de VPH y presenta la mayor capacidad 

antigénica. Actualmente, se conoce que la proteína L1 contiene sitios de 

localización nuclear, los cuales son indispensables para la encapsidación del 

genoma viral (6). El gen L2 codifica para la proteína menor de la cápside, esta 

proteína tiene un peso molecular de aproximadamente 49 a 60 kDa sin 

embargo, en geles de poliacrilamida migra con un peso aparente de 73 kD. La 

proteína L2 es altamente fosforilada y al igual que la proteína L1 posee dos 

sitios de unión al ADN (7). 

 

2.4 Cápside viral  

La cápside de los papilomavirus está formada por las proteínas L1 y L2 

distribuidas en 72 capsómeros. Cada uno de los capsómeros contiene 5 



moléculas de proteína L1. La proteína L2 se encuentra en una proporción 

menor (~12 o 36 moléculas) por cápside.  

 

2.5 Ciclo viral 

La replicación de los VPH está estrechamente correlacionada con la 

diferenciación celular (Fig. 2) (8). El ciclo viral se inicia cuando los VPH 

alcanzan la capa basal del epitelio gracias a microlesiones, la entrada del virus 

a la célula hospedera se realiza a través de la unión a un receptor presente en 

la superficie de las células. 

 

Durante la primera etapa del ciclo viral, el ADN viral es mantenido en las 

capas básales del epitelio en la forma episomal (20 a 50 copias/celula) (9). Los 

genes de la región temprana son débilmente transcritos. A medida que avanza 

la diferenciación celular, la replicación viral se intensifica y se alcanza un 

número alto de copias/célula. Esta replicación está bajo el control de las 

proteínas E1 y E2. Las proteínas E6, E7 y probablemente E5 inducen la 

proliferación en células básales y parabasales. La segunda etapa de la 

replicación viral tiene lugar durante la diferenciación terminal de los 

keratinocitos y su migración hacia la superficie. La expresión de la proteína E4 y 

la síntesis de proteínas L1 y L2  tiene lugar en esta etapa (10).  

 

La replicación viral interfiere con la diferenciación terminal de las células 

infectadas e induce un efecto citopatogénico que se manifiesta en múltiples 

formas, agregados citoplasmáticos, vacuolaciones perinucleares característicos 

de los coilocitos (11). 

 

 



Figura 2. Ciclo viral asociado a la diferenciación celular. Tomado de Frazer I, 

2004. 

 

 

  

 

 

2.6 Lesiones asociadas a VPH  

Los papilomavirus son responsables de una gran variedad de lesiones 

cutáneas y mucosas. La mayoría de los VPH están implicados en el desarrollo 

de lesiones benignas, sin embargo, algunos VPH están estrechamente 

relacionados con el desarrollo de tumores malignos.  

 

Generalmente, la mayoría de las infecciones en mujeres jóvenes son 

transitorias y no producen síntomas, mientras que en mujeres de mayor edad 

estas infecciones suelen ser crónicas. La infección por VPH es detectada en 

5% a 40% de mujeres asintomáticas en edad reproductiva, (12) y aún en 

algunos casos donde la infección conduce a lesiones escamocelulares de bajo 

grado es frecuente la regresión espontánea (13). Sólo una pequeña proporción 



de las infecciones (10-15%) persisten y pueden progresar hacia lesiones de alto 

grado e incluso llevar a un cáncer invasivo (14).  

 

2.7 VPH y cáncer de cuello uterino 

El Virus del Papiloma Humano se ha convertido actualmente en una de las 

mas comunes enfermedades de trasmisión sexual en todo el mundo. Se estima 

que una de cien personas sexualmente activas tiene verrugas genitales y el 8% 

de mujeres jóvenes presentan anormalidades en pruebas clínicas indicando 

infección con VPH (15). El factor de riesgo más asociado con dicha enfermedad 

es tener un alto número de compañeros sexuales (16, 17, 18, 19), Sin descartar 

que tener relaciones sexuales ocasionales también se asocia con mayor riesgo 

de infección por VPH en mujeres.(20) 

 

Numerosos estudios epidemiológicos han demostrado una asociación 

etiológica entre los virus del papiloma humano (VPH) y el desarrollo del cáncer 

de cuello uterino. El ADN viral es detectado hasta en un 99.7% de las biopsias 

de cáncer de cuello uterino (21). El cáncer de cuello uterino es el segundo 

cáncer mas prevalente en el mundo, con una incidencia que varia entre 

10/100.000 en países desarrollados y 40/100.000 en países en vías de 

desarrollo (21). En Colombia es el cáncer más frecuente en la mujer en edad 

reproductiva y la primera causa de muerte por cáncer en mujeres, hecho que 

constituye un grave problema de salud pública.  

Hasta hoy se han descrito mas de 80 genotipos diferentes del virus y estos 

han sido divididos de acuerdo a si se asocian o no con el desarrollo del cáncer 

en dos grupos:  de bajo  riesgo (VPH 6 y 11 principalmente) que se encuentran 

en los condilomas genitales y que son detectados frecuentemente en lesiones 

benignas y los de alto riesgo (VPH 16, 18, 31, 33, 35, 45, 51, 58, 59, etc) que 



están implicados en el desarrollo de neoplasias del cuello uterino, faringe, ano, 

vulva, pene y cabeza y cuello (22, 23, 24). 

 

2.8 Vacunas contra VPH 

El descubrimiento de la capacidad de la proteína L1, expresada de manera 

recombinante, de autoensamblarse en forma de cápsides vacías que se 

asemejan a las cápsides virales auténticas (VLP del inglés virus like particles) 

(25) ha permitido grandes avances en el conocimiento de la respuesta inmune 

humoral hacia el VPH. Estas VLPs poseen características estructurales y 

antigénicas similares a las de los viriones naturales (26, 27, 28, 30), y son 

capaces de inducir niveles de anticuerpos neutralizantes comparables a los 

inducidos por los viriones auténticos (31). 

 

Además, se ha visto que la co-expresión de las proteínas L1 y L2 conduce a 

la producción de VLP que contienen ambas proteínas en una proporción similar 

a la de los viriones auténticos (32). Actualmente, la producción de VLP reviste 

gran interés para el desarrollo de vacunas profilácticas,(25, 32). 

 

2.8.1 Estudios epidemiológicos de la respuesta inmune a VLP en 

infección por VPH. 

La mayoría de estudios seroepidemiológicos con cápsides virales se ha 

realizado con VLP de VPH16, algunos han incorporado VLP de 18 y 45 y en 

general, estos estudios se han enfocado en la asociación de la presencia de 

anticuerpos y el desarrollo de lesiones preneoplásicas y cáncer de cuello 

uterino.  

 



Los resultados de la mayoría de estos estudios han mostrado una alta 

prevalencia de anticuerpos hacia VLP de VPH 16 entre mujeres positivas para 

ADN de VPH 16 (60%)(33, 34). También se observa alta prevalencia de estos 

anticuerpos en mujeres infectadas por otros tipos diferentes de VPH 16 

(38.6%), y en mujeres no infectadas (5-20%) (35, 33, 36, 37) como reflejo de 

exposiciones pasadas (38, 39).  

 

La cinética de la producción de anticuerpos contra las cápsides virales se ha 

dilucidado gracias a la disponibilidad de VLP. La seroconversión se observa 

concomitantemente o unos meses después de adquirida la infección (35). En 10 

a 20 % de los individuos infectados los anticuerpos son detectados en el 

momento en el que el ADN es detectado o entre1 y 3 meses después de 

detectada la infección.  

 

La detección de anticuerpos anti-VLP también se asocia con la severidad de 

las lesiones. La prevalencia de anticuerpos anti-VLP de VPH 16 es 

aproximadamente del 30% en pacientes con lesiones de bajo grado, del 50% 

en pacientes con lesiones de alto grado, y del 50 al 80% en pacientes con 

cáncer (40, 41). No obstante, la detección de anticuerpos anti-VLP es menos 

sensible que la detección de ADN viral.  

 

Aún no es claro si la respuesta inmune contra cápsides de VPH 16, que se da 

en la infección natural, pueda tener una implicación importante en el tamizaje 

de mujeres con riesgo de desarrollar cáncer de cuello uterino. Solamente 

mediante estudios de seguimiento de cohortes expuestas será posible 

establecer cual es el papel de los anticuerpos hacia las cápsides en la 



persistencia de la infección viral, la incidencia de nuevas infecciones, y la 

aparición de lesiones preneoplásicas. 

 

La habilidad de los anticuerpos patógeno específicos para prevenir las 

infecciones, es la base de muchas vacunas. Sin embargo el papel que podrían 

desempeñar los anticuerpos específicos de papilomavirus en el control de la 

infección natural ha sido poco estudiado. 

 

2.8.2 Importancia de anticuerpos anti-cápside viral 

Los ensayos de ELISA basados en VLP de tipos específicos pueden ser útiles 

en la identificación de mujeres con infecciones crónicas. El valor diagnóstico de 

los ensayos serológicos con VLP es limitado debido a que individuos que son 

negativos para la detección de ADN viral pueden resultar positivos para 

anticuerpos debido a infecciones adquiridas meses o años antes, de otro lado, 

debido a que la seroconversión es lenta, algunos individuos pueden 

permanecer negativos para anticuerpos a VLP varios meses después de haber 

resultado positivos para ADN viral. 

 

La presencia de anticuerpos hacia VLP de VPH de alto riesgo es claramente 

un marcador de actividad sexual. A mayor número de compañeros sexuales se 

aprecia un incremento en la seroreactividad.(42) La seroprevalencia para VPH 

de alto riesgo en prostitutas es 10 a 14 veces más alta que la de la población 

general (43). La detección de anticuerpos hacia VLP de VPH es un marcador 

más reciente que la detección de ADN viral y puede usarse en estudios 

epidemiológicos para establecer o confirmar el papel de éstos virus en 

diferentes canceres (44, 45).  

 



La detección de anticuerpos Anti-VLP es una herramienta que permite 

confirmar el papel etiológico del papilomavirus en diferentes tipos de cáncer. El 

estudio de anticuerpos anti-VLP permite medir la prevalencia de la infección en 

una población dada, y estudiar riesgo asociado con infecciones repetidas en un 

mismo individuo. La presencia de anticuerpos anti-VLP en pacientes negativos 

para ADN viral se correlaciona con un número elevado de compañeros 

sexuales (46, 47, 43). Sin embargo, la presencia de anticuerpos anti-VLP en un 

porcentaje de mujeres vírgenes y en niños, sugiere que puede existir otro modo 

de transmisión aparte del sexual. Alternativamente, la reactividad observada en 

estos individuos puede ser debida a reactividad cruzada con papilomavirus 

cutáneos, o a la existencia de una infección por papilomavirus genital en la 

cavidad oral (48, 49).  

 

Este trabajo tiene como objetivo la obtención y purificación de VLPs de los 

tipos de VPH de mayor prevalencia en Colombia y es la etapa preliminar del 

Proyecto Predicting the HPV genotypes vaccines that have to be 

introduced in Colombia to prevent cervical Cancer propuesto por el Grupo 

de Infección y Cáncer de la Universidad de Antioquia y aprobado por 

Colciencias que busca evaluar la respuesta inmune humoral de sueros de 

hombres y mujeres de Pueblo Rico (Antioquia) contra dichos virus.     

 

 

 

 

 

 

 

 



3. OBJETIVO 

 

3.1 Objetivo General 

 

Producir VLPs de los genotipos 16, 18, 53 y 31  del virus del Papiloma 

Humano a partir del sistema Baculovirus. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



4. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

4.1 Descripción del área 

El presente trabajo se realizó en el grupo de Investigación en Biología del 

cáncer  del Instituto Nacional de Cancerología en Bogotá. 

 

4.2 Cultivo de células 

Las células  Sf21 (Spodoptera frugiperde) criopreservadas en nitrógeno 

líquido fueron descongeladas en Agua previamente calentada a 37°C y se 

adicionaron a un tubo falcon que contenía 10 ml de medio SF-900 II SFM 

(Invitrogen Corporation), penicilina, estreptomicina, fungizona y suplementado 

con suero fetal bovino al 10%, luego fueron pasadas a una caja de cultivo e 

incubadas a 28°C durante 24h  después el medio fue reemplazado por medio 

fresco buscando eliminar el exceso de Dimetilsulfóxido (DMSO)  utilizado en el 

proceso de congelación de las células y se incubó  por 4 días mas.  

Posteriormente las células fueron adicionadas en 20 cajas de 175 ml  con el fin 

de  aumentar la cantidad de células e incubadas por   una semana hasta  

alcanzar un 80% de confluencia. 

 

4.3 Infección de células con Baculovirus Recombinantes 

Las células fueron infectadas con baculovirus recombinantes que contenia el 

gen L1 de VPH 16 y VPH 18 a un MOI de 10” (MOI=indice de multiplicidad). 

Pasados 4 días  de la infección, el precipitado celular fue recuperado utlizando 

cell scraper (ref.) y se pasaron a tubos falcon de 50 ml y se centrifugaron a  

3.500 rpm por  7 minutos en una centrífuga IEC centra MP4R; finalmente  el 

sobrenadante  fue almacenado a 4°C  para usarse en futuras infecciones y el 

precipitado celular se utilizó en la purificación de los VLPs.     

 



4.4 Purificación de VLP´s 

El precipitado celular fue resuspendido en tampón fosfato salino pH 7.2 (PBS) 

conteniendo 0.5% de Nodidet P-40,10 g/ml de pestatina y 1g/ml de 

leupeptina. Las células se incubaron a 4°C en hielo por 30 minutos y después 

las fracciones nuclear y citoplasmática se separaron por centrifugación a 12.000 

rpm en un rotor Sorvall SA600 a 4°C durante 30 minutos. Se elimino el 

sobrenadante y el precipitado nuclear fue resuspendido en 2ml de PBS  luego 

cada tubo se sonico a 60 Wats en tres pulsos de 15 segundos cada uno.  

 El lisado nuclear fue cargado sobre un gradiente lineal de cloruro de cesio 

CsCl de distintas densidades (1.38, 1.33, 1.272 y 1.164 mg /ml) y se centrifugó 

en una Ultra centrífuga Beckman a 27.000  rpm durante 23 horas a 4ºC 

utilizando un rotor sw 28. Las fracciones fueron  recogidas con una bomba de 

succión en fracciones de 1 ml y descartando los12.5 ml de la parte inferior de 

cada tubo. 

La densidad de los gradientes fue determinada mediante refractometria 

utilizando un refractómetro de Abbe (Fuzhou Huake Optical Instruments Co. 

Ltd, China). Las fracciones  con una densidad alrededor de 1.272 fueron 

seleccionadas. Posteriormente se  corrió una electroforesis en gel de 

poliacrilamida al 10% con el fin de confirmar si en dichas fracciones se 

encontraban las VLPs, una vez confirmado esto, las fracciones fueron  

mezcladas y concentradas por ultracentrifugación a 28,000 rpm durante 3 h a 

4°C y   resuspendidas en PBS 1X.  

 

4.5 Cuantificación de VLP´s 

10 µg de cada gradiente, fueron  sembrados en un gel de poliacrilamida y 

SDS al 10%, y posteriormente teñido con azul de Coomassie (0.1%) para ser  

analizado por densitometría, usando el software Molecular Analyst (Bio-Rad, 

Evry/Seine, France). Este software genera un electroforograma, en el cual se 



selecciona el pico correspondiente a la proteína L1 para estimar su porcentaje 

sobre el total de la proteína analizada. Luego con este porcentaje se calcula la 

concentración real de proteína L1, entre el total de proteína cuantificada. 

 

4.6 Verificación de los clones recombinantes para cada tipo de VLPs 

Con el fin de verificar el buen estado de los sobrenadantes utlizados en la 

infección se realizo una PCR GP5+/GP6+. 

Cada reacción de PCR se realizó en un volumen final de 50 μl, cada una 

contenía: Tris HCl 10 mM a un pH de 9.0, KCl 50 mM, Triton® X- 100 al 0.1 %, 

MgCl2 3.5 μM, dNTPs 0.3 μM, 0.6 μM de cada primer y 1.25 u. de Taq 

Polimerasa. Todos los reactivos a excepción de los primers fueron marca 

Promega. Las condiciones de PCR se ajustaron de acuerdo a lo descrito por 

Touzé A. y col en 1998 (50). 

La secuencia de los primers utilizados en este trabajo se encuentra 

relacionada en la tabla 1. 

 

 

TABLA 1. Secuencia de primers específicos para VPH –  L1 

 

 

             SECUENCIA PRIMER    
           UBICACIÓN    

        (nt – nt) sentido 

     REPORTADO 

 P       POR: 
      DENOMINACION 

TT  TGTTACTGTGGTAGATACTAC 
            6626-6648 

              Sentido 
van den Brule  y col. 1.990                GP5+ 

CTTATACTAAATGTCAAATAAAAAG 
            6743-6767 

            antisentido 
van den Brule  y col. 1.990                  GP6+ 



Se realizaron 40 ciclos de amplificación utilizando un Termociclador Perkin 

Elmer 9600. Cada ciclo incluía una denaturación a 94°C durante 30 seg., una 

hibridación a 50°C durante 1.30 min, una extensión de 72°C durante 2 min., el 

primer ciclo fue precedido por una denaturación a 94°C durante 4 minutos y el 

último ciclo fue seguido por una elongación a 72°C durante 10 min. 

 

Se utilizo como control positivo células Hela que contienen ADN de VPH 16. 

Como marcador de peso se utilizó 1Kb DNA leader (Gibco).  

 

Los productos de la PCR fueron analizados mediante electroforesis horizontal 

corrida en geles de Agarosa al  2% TBE, coloreados con Bromuro de Etidio, 

corridos con Buffer TBE 0.5 X, a un voltaje de 110w (técnica estándar), y se 

observaron con luz ultravioleta, mediante el uso de un Transiluminador analítico 

DNA Fotodyne, se tomaron fotografías utilizando el Sistema Fotográfico de 

Fotodyne incorporated MP-ST™. 

 

4.7. Antigenicidad de las diferentes VLPs 

La antigenicidad de las diferentes preparaciones de VLPs se determinó 

mediante inmunotransferencia utilizando sueros de pacientes con cáncer 

positivos para VLP de cada uno de los tipos virales, evidenciando la presencia 

de la banda de 57 Kd, para cada tipo virus. 

 

 

 

 



5. RESULTADOS 

 

5.1. Cultivo de células 

Se logró obtener células viables después de su descongelación, 

asegurándose así, el mantenimiento de la línea celular necesaria para la 

posterior infección. 

 

5.2 verificación de los clones recombinantes  

Mediante PCR se pudo confirmar que los sobrenadantes conteniendo los 

baculovirus recombinantes contenian el gen de la proteína L1 de VPH.  

 

 

Figura 1. Amplímeros obtenidos con los primers Gp5+  y  Gp6+. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CN: control negativo, carril1 a 10: sobrenadantes.  MP: marcador de peso 

molecular.  Carril 11: control positivo.  

 

 

 

CN   1       2     3      4      5     6      7     8       9    10     11    MP 



 

5.3 Infección de células con Baculovirus Recombinantes 

Se obtuvo dos grupos de células infectadas con los baculovirus 

recombinantes para L1 VPH de los genotipos 16 y 18 respectivamente. 

 

5.4 Purificación de VLP´s 

El análisis electroforético en gel de poliacrilamida mostró que en las 

fracciones recolectadas con valores de refractometria cercanos a 1.272 se 

encuentran las VLPs pues mostró la presencia de una proteína de 57 kDa que 

corresponde a la proteína L1 de PVH.  

 

Figura 3. Electroforésis en gel de poliacrilamida al 10% revelado con azul de 

Coomassie de los diferentes tipos de VLP.  

 

 

 

 

 

Carril 1: VLP VPH16; Carril 2: VLP VPH18; Carril 3: control positivo. 

 

 

La pureza de las preparaciones, evaluada mediante dicha electroforesis en 

gel de poliacrilamida, fue de más del 90% para todos los tipos. 



 

5.5 Cuantificación de las VLPs 

Mediante el software, se obtuvo  un electroforograma, en el cual se 

seleccionó el pico correspondiente a la proteína L1 y se estimó su porcentaje 

sobre el total de la proteína analizada. Luego con este porcentaje se calculo la 

concentración real de proteína L1, entre el total de proteína cuantificada por 

micro BSA. 

 

 

Tabla 2.  Cuantificación de las VLP´s de los tipos 16 y 18. 

 

 

         Tipo de VLP         DO  [  Total [mg/ml]            %     [VLP L1] [mg/ml] 

               VLP 16       0,225           0,823            90              0,740 

               VLP 16        0,191           0,624            90              0,561 

               VLP 16        0,196           0,653            90              0,587 

               VLP 16        0,174           0,529            75              0,397 

               VLP 16        0,176           0,54            85              0,459 

               VLP 16        0,145           0,362            85              0,307 

                VLP18        0,229           0,843            20              0,169 

                VLP18        0,214           0,756            80              0,605 

                VLP18        0,197           0,661            75              0,496 

                VLP18        0,290           1,194            80              0,955 

 

 

 

 

 



 

Figura 4.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.6 Antigenicidad de las diferentes VLPs 

La antigenicidad de las diferentes preparaciones de VLPs se determinó 

mediante inmunotransferencia utilizando sueros de pacientes con cáncer 

positivos para VLP de cada uno de los tipos virales, evidenciando la presencia 

de la banda de 57 Kd, para cada tipo viral (Fig. 2). Lo anterior mostró que las 

VLPs obtenidos puden ser usados como antigeno  en estudios posteriores de 

seroprevalencia. 

 

 



 Figura 5. Inmunotransferencia en nitrocelulosa revelada con AEC de los 

diferentes tipos de VLP. Carril 1 y 2: VLP VPH16; Carril 3 y 4: VLP VPH18; 

Carril 5: control positivo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



6. DISCUSIÓN 

El Virus del Papiloma Humano es uno de los virus mas estudiados 

actualmente debido a su alta relación con el cáncer de cuello uterino. En 

Colombia es una de las principales causas de muerte por cáncer en la mujer, 

hecho que constituye un gran problema de salud pública en nuestro país.  

 Estudios epidemiológicos recientes basados en homología de secuencias 

lograron clasificar los diferentes tipos de VPH en dos grupos a los que se les 

denominó de alto y bajo riesgo, entre los de alto riesgo se encuentran los tipos 

16 y 18 empleados en este estudio. Dichos tipos de VPH se han encontrado 

estrechamente relacionados con el cáncer de cuello uterino y en Colombia 

presentan una alta prevalencia en mujeres  jóvenes con un vida sexual activa. 

Aun cuando existe abundante información respecto del rol del VPH en la 

carcinogénesis del cuello uterino, ésta no ha sido suficiente en nuestro país, es 

por esto que se desarrolló el presente trabajo como paso preliminar a la 

búsqueda de una posible vacuna preventiva en nuestro país. 

Es indudable que la detección, el diagnóstico y la erradicación de las lesiones 

precursoras previenen el desarrollo del cáncer invasor, por lo que es necesaria 

la realización de campañas masivas para detectar el padecimiento en etapas 

iniciales. Sin embargo, los resultados de una buena campaña de detección 

oportuna se obtienen a largo plazo, de modo que en los países en vías de 

desarrollo el cáncer invasor seguirá siendo un problema importante por muchos 

años. Una estrategia diferente y que se puede sumar a los esfuerzos de la 

lucha contra esta enfermedad es invertir en el desarrollo de vacunas 

terapéuticas construidas con la tecnología del ácido desoxirribonucleico (ADN) 

recombinante, dirigidas a estimular el sistema inmune de la persona afectada, 

contra blancos de las células tumorales 



 

Estudios en fase clínica II y III han demostrado claramente que es posible 

proteger contra PVH mediante VLPs o partículas virales, las cuales son 

producto de la expresión y auto ensamblaje in vitro  del gen L1, el cual codifica 

para la principal proteína de la cápside de este virus. Sin embargo, el desarrollo 

de estas vacunas  ha enfrentado grandes dificultades debido a que los PVH 

poseen un ciclo viral complejo, su replicación es totalmente dependiente del 

estado de diferenciación de las células que este infecta, y a la carencia de 

modelos animales para evaluar los genotipos que infectan la mucosa genital, 

pues estos virus están restringidos a su especie hospedera (1). Sin embargo en 

la última década, se han logrado muchos progresos en este campo de las 

vacunas profilácticas y terapéuticas contra el PVH. En la actualidad se han 

llevado a cabo varios  ensayos clínicos en humanos de fase II con estas 

partículas VLPs y los resultados demuestran que estas vacunas son seguras, 

inmunogénicas  y  muestran una eficacia entre el 95% y el 100% contra 

infecciones persistentes (36).  

 

Experimentos realizados en modelos animales  como  conejos (Cottontail 

Rabbit Papillomavirus, CRPV), (8) bovinos (Bovine Papillomavirus type 4, 

BPV4) (9) y  perros (Canine Oral Papillomavirus, COPV) (10) demostraron que 

la vacunación sistemática con VLPs resulta en un 90~100% de protección. Esta 

protección es mediada por la neutralización  del virus mediante anticuerpos 

contra epitopes conformacionales (11) de la proteína L1 de la cápside.  

 

Aunque este trabajo no resulta ser una novedad, pues es prácticamente un 

procedimiento de rutina en el laboratorio del grupo de Inmunología del Instituto 

Nacional de Cancerología, fue de vital importancia para desarrollar el proyecto 

Predicting the HPV genotypes vaccines that have to be introduced in 



Colombia to prevent cervical Cancer a cargo de el Grupo de infección y 

Cancer de la Universidad de Antioquia pues La purificación de VLPs fue un 

paso preliminar y necesario para poder iniciar el proyecto. En este momento 

dichas VLP´s están siendo utilizadas como antígenos en las pruebas de ELISA, 

para la  evaluación de  seroprevalencia que permitirá determinar los niveles de 

anticuerpos de la población colombiana contra la infección con uno o contra 

varios de los genotipos. Aunque se pretendía obtener VLP´s de los tipos 16, 18, 

53 y 31, solo fue posible para los tipos 16 y 18 debido a problemas de 

contaminación de las células de insecto antes de ser infectadas con los 

sobrenadantes que contenían los baculovirus con los diferentes tipos de VPH, 

Lo que constituyo una demora importante que solo permitió la realización de 

dos protocolos de purificación. 

 

Los primers G5 y G6 exhibieron una alta especificidad en la detección del 

Virus del Papiloma Humano. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



7. CONCLUSIONES 

 

Con base en los resultados obtenidos en el estudio se pudo concluir que: 

 

 El procedimiento de obtención de las VLPs fue el adecuado y el 

preciso ya que permitió obtener buenas cantidades de las VLPs, además 

permitió obtenerlas con un alto grado de pureza. 

 

  Las VLPs obtenidas de los tipos 16 y 18 fueron altamente 

funcionales y están siendo probadas actualmente como potentes inmunógenos 

en sueros de pacientes Colombianos, buscando evaluar la seroprevalencia que 

permitirá determinar los niveles de anticuerpos de la población colombiana 

contra la infección con ambos tipos de VPH.   

 

 Se obtuvo mas cantidad de VLPs del tipo 16;  esto  obedeció 

simplemente a la contaminación de dos de los tubos utilizados en la centrifuga 

al momento de purificar el tipo 18 y no a baja calidad de los sobrenadantes de 

este tipo. 

 

 Los primers Gp5+ y Gp6+ presentan una alta especificidad en la 

detección del Virus del Papiloma Humano. 
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