Orina de la primera micciéon como
biopsia liquida para la deteccion de
anticuerpos inducidos por la vacuna

contra el VPH

First-void urine as liquid biopsy for HPV vaccine-

iInduced antibody detection
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Las muestras bioloégicas apropiadas y confiables son fundamentales para mejorar la salud
publica y personal. Disponer de una muestra (liquida) que no sea invasiva y pueda ser
autorecogida tiene importantes ventajas en el campo de la inmunologia y la carcinologia® . La
orina de la primera miccion es un excelente ejemplo de biopsia liquida que es altamente
aceptable, no invasiva y puede ser auto-recolectada en casa®* . Dado que las secreciones del
tracto genital se eliminan al comenzar a orinar, el muestreo de orina de la primera miccién tiene
un potencial considerable para la investigacion del virus del papiloma humano (VPH)*". Varios
estudios han demostrado que la orina de la primera miccidon es una muestra adecuada para
detectar el ADN del VPH y que el ADN permanece estable mediante el uso de un conservante,
lo que permite su uso futuro para la deteccion del cuello uterino que ahora se lleva a cabo
principalmente mediante un frotis cervical recogido por un médico * . El seguimiento de la
respuesta inmunitaria en los ensayos clinicos y los programas de vacunaciéon se basa en
muestras de suero para evaluar los anticuerpos inducidos por la vacuna contra el VPH. Dado
gue los anticuerpos de inmunoglobulina G (IgG) estan ampliamente presentes en las
secreciones del tracto genital, planteamos la hipo6tesis de que los anticuerpos IgG podrian
detectarse utilizando muestras de orina de la primera miccién ¢ . De hecho, nuestra ultima
investigacion confirmé que la orina de la primera miccidn contiene suficientes secreciones del
tracto genital para detectar anticuerpos anti-VPH inducidos por la vacuna °*° .

El muestreo de orina de la primera miccion se puede utilizar para controlar tanto la enfermedad
como la respuesta inmunitaria, lo que lo convierte en una muestra ideal para la vigilancia y el
seguimiento de los ensayos de vacunas, ya que combina la capacidad de un frotis cervical
tomado por un médico y una muestra de sangre ( Figura 1 ). Ademas, la idoneidad de la orina
de la primera miccién para el muestreo en el hogar y su aceptabilidad ética para las nifias que
son demasiado jovenes para un examen ginecoldgico son ventajas importantes para el
seguimiento a largo plazo del impacto de la vacuna '* . En 2018 se puso en marcha un ensayo
de prueba de concepto para la deteccidén de anticuerpos anti-VPH en orina de primera miccion
en el que investigamos la presencia de anticuerpos anti-VPH en orina de primera evacuacion °



Figure 1
Potential of first-void urine self-sampling within clinical trials investigating HPV immunology. First-void
urine sampling can be used for detection of antibodies, HPV DNA and potentially for HPV virions and other
biomarkers (right). This non-invasive liquid biopsy can be used to replace the combination of a blood sample for
serology and a clinician taken cervical smear (left) for detection of HPV infection and other biomarkers.
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. Dentro de este estudio, 57 mujeres (de 19 a 26 afios de edad) proporcionaron muestras
emparejadas de sangre y orina de la primera miccién. Estas mujeres se dividieron en dos
cohortes; una cohorte vacunada durante la adolescencia (n=38) y una cohorte no vacunada
(n=19). Las muestras se analizaron utilizando dos inmunoensayos contra el VPH: inmunoensayo
basado en glutation S-transferasa (GST)-L1 (GST-L1-MIA, DKFZ, Alemania) y ELISA basado en
particulas similares a virus (VLP) multiplex L1/L2 (M4ELISA, CDC). , Atlanta) **°. Los
resultados mostraron correlaciones estadisticamente significativas entre las concentraciones de
anticuerpos anti-VPH en las muestras de orina y suero de la primera miccion ( Figura

2). Ademas, detectamos concentraciones de anticuerpos anti-VPH significativamente mas altas
en mujeres vacunadas en comparaciéon con mujeres no vacunadas para ambos tipos de
muestras ( Figura 3). Este estudio demostro la viabilidad de detectar anticuerpos anti-VPH
después de la vacunacién contra el VPH bivalente y tetravalente. Actualmente, estamos
realizando un segundo ensayo clinico en el que recolectamos muestras de orina de la primera
miccion antes de la vacunacién nonavalente, siete meses después de la primera dosis y cuatro
afios después de la primera dosis. Aqui, huestro objetivo es proporcionar evidencia de que la
orina de la primera miccidon puede usarse para ensayos de seguimiento a largo plazo
(resultados preliminares presentados en Eurogin 2020 e IPVC 2021). La investigacion adicional
en curso incluye la optimizacion de las técnicas desarrolladas y la normalizacion y validacion
utilizando cohortes mas grandes.


https://www.hpvworld.com/admin.php?id_community=29&module=media&action=render&id_file=3721

Figure 2
Correlation plots between pooled logl0 transformed anti-HPV antibody responses (Abs) to HPVG, 11, 16
and 18 in first-void urine and serum for the MAELISA (left) and GST-L1-MIA assay (right), expressed in AU/
ml (HPV6/11) or IU/ml (HPV16/18) and MFI, respectively. Spearman’s rank correlation coefficients (r) and

significance levels (p) are presented in the figure. Adapted from Pattyn er al 2020'".
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Figure 3

M4ELISA median logl0 transformed anti-HPV antibody (Ab) levels for HPV6 and 11 (AU/mL) and 16 and
18 (IU/mL) are visualized according to vaccination status for first-void urine (left) and serum (right). For
HPV6/11 Abs, women previously vaccinated with the bivalent vaccine were considered nort vaccinated (n = 33/53
vaccinated; n = 23/53 not vaccinated). For both first-void urine and serum samples, a significant difference
in median Ab levels between vaccinated and not vaccinated women was seen for all HPV types (p < 0.0001,

Wilcoxon rank-sum test). Adapted from Pattyn et al 2020,
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Ademaés, el uso de una muestra de orina de la primera miccion ofrece mas oportunidades dentro
de la investigacion relacionada con el VPH. Aunque no esperamos efectos terapéuticos de las
vacunas profilacticas contra el VPH actualmente disponibles, los anticuerpos neutralizantes
inducidos después de la vacunacion pueden interactuar con los viriones recién producidos. Esta
interaccion puede afectar las infecciones de VPH existentes al evitar que los viriones se
propaguen a otros sitios del tracto genital (autoinoculacion) y evitar la transmisién a la pareja
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sexual ** . Esta hipotesis biolégicamente plausible aln necesita mas pruebas moleculares y
actualmente se esta investigando en nuestro centro de investigacion. Dado que la muestra de
orina de la primera evacuacion captura facilmente las secreciones genitales que contienen
anticuerpos funcionales intactos, también esperamos que contenga viriones de VPH intactos
( Figura 1 )* _ Sigue siendo un desafio investigar si los anticuerpos anti-VPH inducidos por la
vacuna neutralizan los viriones intactos del VPH y, por lo tanto, podrian evitar la
autoinoculacién y la transmisién a otra persona. Sin embargo, si se confirma, esto afectara
sustancialmente la forma en que podemos modelar, evaluar e implementar de manera 6ptima
los programas de vacunacion contra el VPH, ya que todavia hay renuencia a vacunar a las
mujeres (jovenes) después del debut sexual o a las mujeres diagnosticadas con una infeccion
por VPH.

En resumen, la orina de la primera miccion tiene el potencial de convertirse en la biopsia liquida
ideal del tracto genital para la investigacion relacionada con el VPH. El uso de una sola muestra
no invasiva recolectada en el hogar para el seguimiento de la infeccidon y la vacunacioén crea
oportunidades novedosas y prometedoras para el monitoreo de enfermedades y vacunas en
grandes estudios epidemiolégicos. Ademas, el uso de una muestra de orina de la primera
evacuacion ayudara en nuestra busqueda para definir un correlato de proteccion.

Traduccion y adaptacion: Dra. Patricia Cingolani
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