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1. RESUMEN

Los receptores tipo Toll son elementos clave en la inmunidad innata, cuya activacion
desencadena una cascada de sefializacion intracelular que culmina con la translocacién al
nucleo de factores de transcripcion, entre ellos NF-xB, y la posterior sintesis de compuestos
proinflamatorios. Recientemente se han descubierto distintos agonistas de receptores tipo Toll
con actividad farmacoldgica Utiles en la prevencion y el tratamiento de la infeccion por VPH.
Entre ellos se encuentran el AS04, agonista de TLR4, un adyuvante que forma parte de la
vacuna Cervarix®; y el imiquimod, agonista de TLR7, un farmaco que se aplica de forma
topica. Ambos mecanismos de accion se basan en estimular la respuesta inmunitaria para
facilitar la eliminacion de células infectadas por VPH, generar una memoria inmunitaria, y
prevenir de esta forma complicaciones graves, entre las que destaca el cancer de cérvix. En
cuanto a la comparacion clinica de Cervarix® con Gardasil®, e imiquimod con las otras
opciones quimioterapicas y quirdrgicas, se puede concluir que son las mas eficaces (en base a
los estudios consultados).

Palabras clave: TLR, VPH, AS04 e imiquimod.

2. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

2.1 Receptores tipo Toll

La respuesta inmunitaria en los vertebrados estd compuesta principalmente por la
inmunidad innata y la adaptativa. La inmunidad innata estda muy conservada, y es la primera
linea de defensa frente a patdgenos. Dentro de ella se encuentran los Receptores de
Reconocimiento de Patdgenos (PRR), encargados de detectar a los llamados Patrones
Moleculares Asociados a Patogenos (Pathogen-Associated Molecular Patterns: PAMPS), que
son estructuras invariables comunes en varios grupos de patogenost. Por el contrario, la
inmunidad adaptativa es especifica, ya que esta constituida por celulas (linfocitos T y B

principalmente) que expresan receptores cuyos ligandos son antigenos determinados*®.

Los Receptores Tipo Toll o Toll like receptors en inglés (TLRs) son una familia de
PRRs de membrana que estimulan la respuesta inmunitaria innata frente a patdgenos?. Su
objetivo es reconocer PAMPs e iniciar sefiales de transduccion que activen al sistema

inmunitario para destruir patogenos®. Los TLRs se expresan en varias y diferentes lineas


https://en.wikipedia.org/wiki/Pathogen-associated_molecular_pattern
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celulares, tales como macrofagos, células dendriticas, neutrdfilos, células epiteliales de las

mucosas Yy células endoteliales?.

Existen 10 tipos distintos de TLRs en humanos (TLR 1-10)°. Los TLRs 1, 2, 4, 5y 6 se
encuentran ancaldos en la membrana plasmatica, y tienen como principales ligandos PAMPs
bacterianos, como el lipopolisacardio (LPS) de las bacterias gram-negativas que sera
reconocido por el TLR4'. Por otro lado estan los TLRs 3, 7, 8 y 9, que se localizan en la
membrana de los endosomas, es decir, a nivel intracelular, y cuyos ligandos naturales son los
acidos nucleicos de virus y bacterias que actGian como PAMPs®*4. Actualmente también se ha
demostrado que aparte de los PAMPSs, los Patrones Moleculares Asociados al Dafio (Damage-
Associated Molecular Patterns: DAMPS), que son sefiales enddgenas enviadas por células en

situacion de estrés, pueden actuar como ligandos de los TLRs?.

Quimicamente los TLRs son glucoproteinas integrales de membrana de tipo I. Todos
los TLRs comparten la misma estructura, que se puede dividir en tres partes: el dominio N-
terminal (extracelular) que posee repeticiones ricas en leucina, y serd el encargado del
reconocimiento de patdgenos; el dominio transmembrana; y el dominio C-terminal

(intracelular) que se conoce como receptor Toll/IL-1 (TIR)38,
Cascada de sefalizacion intracelular

Tras la activacion de los TLRs, se desencadena una cascada intracelular que culmina
con la produccion de citoquinas proinflamatorias como TNFa, IL-6, IL-1f e IL-12; asi como
IFN de tipo | y quimioquinas®. La sefializacion intracelular se origina en el dominio TIR, el
cual puede poseer cuatro adaptadores: el factor de diferenciacion mieloide 88 (MyD88), la
proteina adaptadora que contiene el dominio TIR (TIRAP/Mal), la proteina adaptadora que
contiene el dominio TIR e induce IFN-B (TRIF), y la proteina adaptadora relacionada con
TRIF (TRAM). Estos adaptadores interaccionan entre si y con los TLRs mediante su dominio
TIR, siendo diferentes los adaptadores que se activan segun el tipo de TLR. El
funcionamiento de éstas rutas se clasifica segun sea dependiente o independiente de la

proteina adaptadora MyD88*”.

Cuando la activacion de la via es dependiente de MyD88 (excepto en el caso de TLR2 y
TLR4, que requieren la intervencion del adaptador adicional TIRAP/Mal*), MyD88 se recluta
y asocia con los TLRs a través de los dominios TIR de ambas moléculas. Este evento permite

que MyD88 se una a IRAK4 (Quinasa 4 Asociada al Receptor de IL-1) a través de su

-4 -
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““dominio intermedio”” (DI) y a IRAK1 mediante su ~"dominio de muerte” (death domain:
DD); la proximidad entre ambas quinasas provoca que IRAK4 fosforile a IRAKL. IRAK1
fosforilada se une a la proteina TRAF6 (Factor 6 Asociado al Receptor de TNF), ambas se
disocian del complejo del receptor y se activa, mediante ubiquitinaciéon, a TAK1 (Quinasa 1
Activada por TGF-B, es un tipo de MAP3K), que formara un complejo con TAB1, 2y 3
(proteinas de unién a TAK1). Una vez formado éste complejo proteico, surgen dos vias
independientes de sefializacion: una que lleva a la activacion de las MAPK y otra que
conduce a la activacion del sistema NF-xB2®’. En la primera ruta, la activacion de TAK1
induce la fosforilacion de las MAPK (ERK, JNK y p38) promoviendo la translocacion
nuclear del factor AP1 y la subsiguiente formacion de citoguinas proinflamatorias. En la
segunda ruta, TAK1 fosforila el complejo de quinasas de IkB (IKKSs) compuesto por IKKa,
IKKp e IKKY/Nemo, las cuales a su vez fosforilan a IxB, marcandolo para su ubiquitinacién
y posterior destruccién por el proteasoma. El factor de transcripcion heterodimérico NF-xB
(p50, p65) deja de estar secuestrado en el citoplasma por su inhibidor (IxB), y se transloca al
nacleo, puesto que la secuencia de localizacion nuclear queda expuesta. Ya en el nicleo, NF-
kB se une a sus elementos de respuesta en los promotores de sus genes blanco.*®’ En el caso
de TLR7 y TLR9 ademas se induce la produccion de IFN tipo | mediante la intervencion de
TRAF3 e IRF7 (Factor Regulador de IFN). IRF7, presente en el citoplasma, es fosforilado por
IRAK1, IRAK4 o IKKa, y posteriomente se trasloca al ndcleo donde induce a los promotores
de IFNa e IFNp®. La via MyD88-IRF7 solo esta presente en las células dendriticas
plasmocitoides (CDp), en las que IRF7 se expresa en gran medida y de forma constitutiva por

activacion de los TLR 7, 8 y 9°.

La via independiente de MyD88 s6lo la emplean TLR3 y TLR4. Ambos receptores
sefializan a través de la proteina TRIF y sélo TLR4 utiliza la proteina TRAM*®’. TLR4 no
interacciona directamente con TRIF, sino que es TRAM la que actuard como intermediaria
entre ambas®. La sefializacion de la via independiente de MyD88 abarca la siguiente
secuencia: la proteina adaptadora TRIF mediante su zona N-terminal interacciona con
TRAF6, que formard el complejo proteico TRAF6-TAK1-TAB1-TAB2-TAB3 capaz de
activar a las IKKs; simultineamente TRIF, mediante su region C-terminal interacciona con
RIP1 (Receptor que Interacciona con la Proteina Quinasa 1). Ambas acciones convergen en el
complejo IKK y tendrdn como finalidad la activacion de NF-xB. A través de otra ruta, la
molécula TRIF interactia con TRAF3 que permitira su interaccion con el dimero TBK1/IKK-
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g, que fosforilara a IRF-3 (Factor 3 de Transcripcion Regulador de IFN) ocasionando su

translocacion al ntcleo, e iniciando asi la sintesis de IFN tipo I (IFNa y B)*67.
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Imagen 1. Cascada de transduccion de los TLR humanos .
2.2 Virus del Papiloma Humano y patologias asociadas

El género Alphapapillomavirus, que incluye el Virus del Papiloma Humano (VPH),
pertenece a la familia Papillomaviridae. Los VPH son pequefios (55 nm aproximadamente),
con ADN bicatenario, simetria icosaédrica y carecen de envoltura®. El ciclo viral no incluye el
paso a sangre (viremia), lo que limita la exposicion al sistema inmunitario®. Los genotipos
virulentos del VPH son capaces de infectar cualquier tipo de epitelio escamoso, por tanto la
infeccion mas frecuente ocurre en epitelios de extremidades (verrugas), pero la infeccion de
mucosas genitales puede ser responsable de diversas complicaciones, como son el carcinoma
de cérvix y diversos carcinomas genitales®. Aun asi, en la mayoria de los casos la infeccion

es asintomatica, transitoria y se resuelve espontaneamente®!%12,
Clasificacion de VPH y manifestaciones clinicas

Se han identificado cerca de 150 tipos diferentes de VPH en base a la secuencia de
ADN que codifica para la proteina L1 de la capside®, y presentan un tropismo diferenciado:
unos genotipos son cutaneotropicos (75% de los VPH), causantes de lesiones cutaneas; y
otros son mucosotropicos 0 mucosales (25% de los VPH), con capacidad de infectar el tracto

genital*®1t,
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Entre los VPH mucosales existen unos de alto riesgo oncogénico relacionados con las
neoplasias anogenitales. Hay hasta 15 genotipos confirmados, siendo los VPH 16 y 18
responsables de aproximadamente el 70 % de todos los cancer de cérvix, que es la patologia
de mayor relevancia en la infeccion por VPH>%1L13 Por otro lado estan los VPH de bajo
riesgo oncogénico, responsables de los condilomas acuminados (o verrugas genitales), que
son la expresion clinica mas frecuente de este grupo, siendo los genotipos 6 y 11 causantes de
hasta el 90 % de las verrugas genitales en ambos sexos'%!13, Ademas, se ha confirmado la
asociacion de los VPH de alto riesgo con lesiones neoplasicas extragenitales en ambos sexos
a nivel de cabeza y cuello, especificamente en cavidad oral, orofaringe y laringe; y de los
VPH de bajo riesgo (mayoritariamente 6 y 11) como causantes de la papilomatosis laringea

recurrente tanto en nifios (transmision vertical) como en adultos (transmision sexual)*.

En cuanto a las lesiones en la piel, se observan como neoformaciones verrugosas, las
cuales pueden ser de tres tipos: verrugas plantares (solitarias), verrugas vulgares (en manos,
dedos y ufias y pie) y planas (en cara y manos). Las verrugas vulgares pueden transformarse

en neoplasia (enfermedad de Bowen)?®.
VPH y cancer

La relacion principal entre la infeccion por VPH y la aparicion de cancer se debe a que
el VPH requiere la integracion de su ADN en el genoma de la célula infectadal'!4,
interfiriendo asi con la expresion de las proteinas reguladoras del crecimiento celular normal.
Esto unido a una infeccion prolongada en el tiempo culminara con el desarrollo de multiples
mutaciones que condicionaran la transformacion celular. Este proceso habitualmente requiere
entre 10 y 20 afios, aunque se han constatado evoluciones rapidas de tan solo 2 afios desde la

infeccion™t,
Vias de transmision

Las principales vias de transmisién son por contacto directo de piel y mucosas (sexual)
con sujetos previamente infectados con VPH, y rara vez de forma vertical de la madre al hijo
durante el parto®!!. Tanto la mujer como el hombre pueden ser portadores asintomaticos y
vehiculos de la infeccion por VPH®!, De todas las ITS, la infeccion por el VPH es en la

actualidad la més prevalente y responsable de un mayor estrés psicosocial®.
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Tratamiento

No existe una terapia eficaz para erradicar la infeccion, por lo que el tratamiento tiene
como objetivo eliminar las lesiones sintomaticas producidas por el virus®. Ademas las

recidivas son muy frecuentes, puesto que el VPH puede permanecer en estado de latencia®4,

Principalmente hay dos tipos de tratamiento para una infeccién por VPH: quimico y
quirdrico. En cuanto al tratamiento quimico, para las lesiones cutaneas se pueden utilizar
farmacos queratoliticos como el &cido salicilico o la podofilina. En el caso de las lesiones
genitales se puede aplicar acido tricloroacético, 5-flurouracilo o el imiquimod®!2, No se

recomienda la quimioprofilaxis®.

En lo referente a los tratamientos quirurgicos, el objetivo es eliminar todas las células
epiteliales infectadas por el VPH. Existen varias opciones, como el curetaje, escisiones,
electrofulguracion, crioterapia o cirugia con laser®214, Son de eleccion en lesiones graves, sin
embargo son muy agresivas y no se suele conseguir una completa eliminacion de las células

infectadas por el VPH, por lo que las recurrencias son frecuentes®.
Estrategias preventivas frente a la infeccion por el VPH

La utilizacion del preservativo reduce el riesgo de contagio por el VPH, aunque solo lo
evita en un 60-70% de los casos, debido al contacto de zonas genitales no cubiertas por el

mismo o a su uso inadecuado®13,

La citologia mediante la técnica de Papanicolau ha sido y es fundamental como técnica
de cribado, contribuyendo de forma determinante a la reduccion de la morbimortalidad por
cancer de cérvix en mas de un 75 % en las poblaciones en que se utiliza de forma sistematica

y continuada, ya que permite la deteccion precoz de lesiones preneoplasicast?.

Como estrategias de prevencion primaria, actualmente existen tres vacunas frente a la
infeccion por papilomavirus, que evitan la infeccion persistente por los VPH vy el desarrollo

de las lesiones preneoplasicas'*3,
3. OBJETIVOS

El objetivo de éste trabajo es realizar un estudio bibliografico de los agonistas de TLR,
AS04 e imiquimod, en lo referente a su estado actual, su mecanismo de accién y la

comparacion con otras opciones terapéuticas.

-8-
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4. METODOLOGIA

Se trata de una revision bibliogréfica basada principalmente en articulos cientificos
publicados en la web internacional PubMed (motor de busqueda de libre acceso a la base de
datos MEDLINE de citaciones y resumenes de articulos de investigacion biomédica) y
BUCea (biblioteca digital de la UCM), asi como el buscador Google. Ademéas se han

consultado libros de la biblioteca de Farmacia de la UCM.

5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. AS04: adyuvante en la vacuna Cervarix ®

VPH y vacunas

El cancer de cervix es el segundo cancer mas frecuente a nivel mundial en mujeres entre
15-44 afios, después del cancer de mama>!11®, y es la expresion clinica de mayor relevancia

de la infeccion por VPH18,

Actualmente existen tres vacunas profilacticas seguras, eficaces y efectivas, que son:
Cervarix®, Gardasil® y Gardasil 9®. En Espafia estdn autorizadas las tres, pero
comercializadas solo las dos primeras®!. Todas ellas son vacunas inactivadas obtenidas por
recombinacion genética, que tienen como antigeno viral L1, una proteina estructural de la
capside. La seleccion de L1 se basé en los resultados obtenidos en estudios animales en los
que se demostrd la formacion de anticuerpos contra L1 capaces de neutralizar auténticos
virus®. Las L1 se autoensamblan cuando se expresan en cultivos de células eucariotas, y
forman particulas similares al virus (Virus-Like Particles: VLPs), que tienen la misma
estructura que los viriones. Las VLPs aumentan la antigenicidad y permiten inducir una
respuesta inmunitaria de anticuerpos neutralizantes que ayudan a prevenir la infeccién por
VPH51116 Estas VLPs al no contener genoma viral no pueden causar infeccion ni tienen

potencia para desarrollar lesiones neoplasicas'*®.

Gardasil® es una vacuna tetravalente que contiene L1 de VHP 6, 11, 16 y 18, y esta
coadyuvada con hidroxifosfato sulfato de aluminio amorfo. En cambio Cervarix® es
bivalente, con L1 de VPH 16 y 18, pero ademas se ha demostrado una proteccion cruzada
sobre VPH 31, 33 y 45, que no estan incluidos en la vacuna; y contiene AS04 como
adyuvante>1617 Ambas deben conservarse entre +2 y +8 °C dado que al contener sales de

aluminio, la congelacion inactivaria a la vacuna!l. Generalmente para las dos vacunas se

-9-
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requieren dos dosis, sin necesidad de dosis de recuerdo, y la via de administracion es
intramuscular!'81°, Gardasil 9® es una nueva vacuna que posee L1 de 9 tipos de VPH (6, 11,
16, 18, 31, 33, 45, 52 y 58)!. No hay estudios que hayan analizado el binomio coste-

efectividad y la eficacia de ésta vacuna en comparacion con las otras dos?®.

Las vacunas son Unicamente profilacticas, ofreciendo la posibilidad de prevenir la
infeccion inicial por VPH frente a los genotipos incluidos en ellas, pero sin efecto terapéutico
alguno sobre infecciones ya establecidas previamente ni sobre las potenciales lesiones
secundarias a las mismas**318, Por tanto, a pesar de estar vacunado serd indispensable
continuar con el cribado de cancer cervical>!%*18 El momento Optimo para iniciar la
vacunacion es antes del debut sexual de la mujer, ya que no habra estado expuesta al VPH,
por ello la poblacion diana son las mujeres preadolescentes y adolescentes antes de los 14
afios>1%1118 | a Gnica vacuna para la que ha sido evaluada la eficacia clinica en hombres
mediante ensayos es la tetravalente (Gardasil®), y por tanto la que actualmente esta aprobada

en varones®,

Existen otras vacunas en investigacion que contienen antigenos del VPH, como la
vacuna Kanda VPH, con actividad neutralizante para seis variantes de VPH de alto riesgo,
gue se encuentra en ensayos preclinicos. Otro ejemplo es la vacuna bivalente EG-VPH, en
fase 1, con proteccion frente a VPH 16 y 18, y coadyuvada con CIA06 (derivado del LPS de

E.coli) que presenta un mecanismo de accion muy similar al AS04%°.
AS04

El desarrollo de nuevas vacunas ha incentivado la necesidad de crear nuevas estrategias
gue mejoren y adapten la respuesta inmunitaria para obtener una adecuada efectividad y
proteccion a largo plazo. Esto es especialmente importante en aquellas vacunas que contienen
antigenos solubles recombinantes (como las VLPs de L1), que generalmente requieren
adyuvantes para compensar la pérdida de la respuesta inmunitaria microbiana natural debida
al proceso de inactivacion o purificacion®>°. El sistema adyuvante 04 (AS04), consistente en
el monofosfolipido A (MPL) adsorbido en hidroxido de aluminio [Al (OH)s], pertenece a esta
nueva generacion de adyuvantes>®1° Actualmente AS04 forma parte de dos vacunas
humanas autorizadas: una para el VPH (Cervarix®) y otra para el VHB (Fendrix®)>'°. Hay

una tercera vacuna del virus del herpes simple 2 que esté en fase 111 de ensayos clinicos®®.

-10 -
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Mecanismo de accion de AS04

El MPL es el principal componente y responsable de la actividad de AS04. Se trata de
un derivado destoxificado del LPS aislado de la bacteria gram negativa Salmonella enterica
ser. Minnesota, y que por tanto actuard como agonista de TLR4>161920 | a estimulacion de
TLR4 contribuye a la activacion de la respuesta inmunitaria innata de la siguiente forma: el
LPS se une en primer lugar a la proteina soluble fijadora del LPS (LBP) en la sangre y el
liquido extracelular. Este complejo sirve para facilitar la union del LPS a CD14 (proteina de
membrana). Una vez que el LPS se une a CD14, se disocia la LBP y el complejo LPS-CD14
se asocia fisicamente al TLR4, que posteriormente se homodimeriza. Una proteina accesoria
extracelular denominada MD2 también se une al complejo?. La activacion del TLR4 atrae a
una serie de proteinas adaptadoras, entre las que se encuentran MyD88 y TRIF, que iniciaran
una cascada intracelular® que concluira con la activacion del factor de transcripcion NF-xB
(ver imagen 1) y la posterior expresion de citoguinas proinflamatorias como TNF-a e IL-6 por
monocitos y células dendriticas (CD) tanto locales como reclutadas. TNF-a e IL-6 van a
enlazar con la respuesta inmunitaria adaptativa, puesto que estimulan la maduracion de
células presentadoras de antigenos (CPA) e inhiben la actividad de los linfocitos T (LT)
reguladores. En las CD ademas se aumenta la expresion de las moléculas coestimuladoras
CD86 y CD40 indispensables para la activacion de los LT. Por tanto el MPL sera el
responsable de la activacion de un gran nimero de CD y monocitos, y su posterior migracion
a los ganglios linfaticos de drenaje, donde actuardn como CPA, exponiendo las L1 del VPH,
lo que se traducira en la activacion de LT especificos®'°. EI MPL no estimula directamente
a los LT CD4+, pero si promueve la produccion IFN-Y de los activados, decantanto asi una
respuesta inmunitaria de tipo Thl, necesaria para ofrecer proteccion frente a patdgenos
intracelulares®®. Ademas los niveles de IFN-a (no es inducido por ninguna sustancia de la

vacuna) como de quimioquinas (CCL2 y CCL3) estan aumentados en el lugar de inyeccion®®.

El hidroxido de aluminio ha sido utilizado durante mucho tiempo como adyuvante
debido a su capacidad para estimular la formacion de anticuerpos, es decir, de promover una
respuesta inmunitaria de tipo Th2, efectiva para los patogenos extracelulares pero no para los
intracelulares®!®. Aun asi, el AI(OH)zapenas contribuye a la respuesta inmunitaria inducida
por AS04>%° pero tampoco interfiere ni inhibe al MPL de forma significativa en la cantidad
ni en el tipo de citoquinas proinflamatorias generadas (in vivo o in vitro) por monocitos, o la

infiltracion de CPA. Sin embargo, a nivel molecular, las sales de aluminio y el MPL parecen
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tener una accion sinérgica en la secrecion de citoquinas dependientes de caspasa. Las sales de
aluminio estimulan NIrp3, que es un componente del inflamasoma. El inflasoma es una
plataforma multiproteica intracelular necesaria para el reclutamiento y la activacion de la
caspasa-1 y el subsiguiente proceso de formacion de citoquinas como IL-1f o IL-8. In vitro
éste proceso necesita el pretratamiento de las CPA con ligandos de TLR, como el MPL,
puesto que las sales de aluminio no son capaces por si solas de inducir la transduccion de los
genes de IL-1p o IL-8. Esta teoria no esta confirmadal®. Sin embargo, si que se ha
comprobado que el AI(OH)s prolonga la respuesta de citoquinas generada por MPL
(verdadero inductor de citoquinas) en el lugar de inyeccién, obteniendose niveles de
citoguinas mas altos con AS04 que con MPL solo, especialmente de CCL2 (valores cinco
veces mayores)®>!®. Debido a su particular naturaleza, las sales de aluminio se utilizan
principalmente para concentrar y estabilizar fisicamente a los antigenos, y asi favorecer su

interaccion con las CPA,

La principal ventaja que presenta el uso de AS04 en comparacién con el hidroxido de
aluminio solo, a igual cantidad de antigenos, es que AS04 induce una mayor y mas
prolongada respuesta inmunitaria>®. AS04 es capaz de inducir niveles mas altos de
anticuerpos especificos, asi como linfocitos B (LB) de memoria en comparacién con el
hidroxido de aluminio solo>*°. Los LB humanos carecen de receptores TLR4, por lo que no
responden a la estimulacion por MPL, y consecuentente tampoco por AS04°°. Algo similar
les ocurre a los LT. Por tanto lo mas probable es que las CPA, cuya maduracion y activacion
ha estado mediada por las citoquinas inducidas por el MPL, interaccionen con los LT, los
activen y éstos posteriomente a los LB. Esto esta respaldado por la rapida aparicion de CPA
expresando antigenos en los ganglios linfaticos de drenaje®. Las citoquinas inducidas en el
lugar de inyeccion son determinantes en los procesos celulares que tienen lugar en los
ganglios linfaticos de drenaje: las quimioquinas CCL2 y CCL3 promueven el reclutamiento
de monoctios y CD inmaduras, siendo la maduracién de estos dos tipos de células es clave en
la induccion de LT y LB. La combinacion de MPL e hidroxido de aluminio permite el
reclutamiento y la activacion optima de CPA en los ganglios linfaticos de drenaje, que puede
deberse en parte a la prolongacién de la respuesta de citoquinas generada por el hidréxido de
aluminio. La activacion directa de CD mediante sus TLR es importante en la respuesta
sostenida de anticuerpos, que es mayor que la obtenida con la activacion por citoquinas

solamente®®,
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Toda esta respuesta inmunitaria innata generada por AS04 queda limitada al musculo
(lugar de inyeccion). Esta afirmacion se respaldada por el confinamiento espacial de la
actividad de NF-kB, y por tanto de la respuesta inmunitaria a MPL, en el lugar de inyeccion y
en los ganglios linfaticos de drenaje. Ademas los niveles séricos de citoquinas son mucho
menores que los presentes en el masculo®>®®. La transitoriedad y la naturaleza localizada de
ésta respuesta aporta suficiente evidencia para establecer un perfil favorable de seguridad en
las vacunas que usan AS04 como adyuvante®!®. Ademas los factores implicados en las
inflamaciones cronicas y en las enfermedades autoinmunes, como son la induccién de IFN-a,
la activacion directa de LT, y los niveles altos y sostenidos de citoquinas, no se observan®?®,
No se ha demostrado relacién causal entre las enfermedades autoinmunes y la administracion
de AS04°.,

Es imprescindible la colocalizacion tanto temporal (menos de 24 horas) como espacial
(mismo sitio de inyeccidn) de AS04 con los antigenos para obtener una respuesta inmunitaria
optima, por ello se coadministran. Esto se debe a que la accion de AS04 se restringe a las
primeras 24 horas, y a que AS04 no tiene capacidad de estimular la formacion de anticuerpos
si se inyecta en un lugar distinto al de los antigenos. Ademas las L1 de VPH 16 y 18 por si
solas no parecen inducir la produccion de citoquinas ni la activacion de CPA in vivo ni in

vitro®1°,

I MLP-LBP > MLP-CD14 > MLP-CD14-TLR4 > MLP-CD14-TLR4-MD2 I

Ganglio linfatico de drenaje

Tejido muscular

Imagen 2. Mecanismo de accion del AS04 °,
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Cervarix® vs Gardasil®

Mark Einstein et al (2014) recoge un estudio de fase Il aleatorio en el que compara la
inmunogenicidad y la seguridad de las vacunas Cervarix® y Gardasil® durante 5 afios (60
meses) de seguimiento. La poblacién inicial del estudio fueron 1106 mujeres sanas de entre
18-45 afos, vacunadas con al menos una dosis de Cervarix® (N=553) o de Gardasil®
(N=553), pero solo concluyeron el ensayo 213 y 208 mujeres respectivamente. Las
principales conclusiones a las que se llegaron fueron que Cervarix® induce una respuesta
sérica de anticuerpos neutralizantes mayor que Gardasil®: para VPH-16, en el rango de edad
18-26 se obtuvieron valores 7.8 mas altos para Cervarix® que para Gardasil®, igual ocurre
con los grupos 27-35 y 36-45 para los que los resultados fueron 6.6 y 2.3 mayores
respectivamente. Sin embargo, para el VPH-18 la diferencia es mucho mas acusada: 12.1, 13
y 7.8 para los mismos grupos de edad antes mencionados respectivamente. Ademas la vacuna
Cervarix® induce anticuerpos anti-VPH-18 claramente superiores a los niveles obtenidos por
la infeccion natural, en cambio los obtenidos con la vacuna Gardasil® son similares o
inferiores. La segunda gran conclusion es que en cuanto al porcentaje de seroconversion, los
datos obtenidos también son maéas favorables para Cervarix®: tras los cinco afios de
seguimiento, para VPH-16 la tasa de seroconversion tras la administracion de Cervarix® es
de 100%, y del 95.7-97.5% para Gardasil®. En el caso del VPH-18 es del 98.1-100% vy del
61.1-76.9% para Cervarix® y Gardasil® respectivamente. Ademéas distintos modelos
estadisticos predicen que los anticuerpos formados por Cervarix® puede tener una

durabilidad mayor?*.
5.2. Imiquimod: tratamiento topico

El imiquimod (IMQ) es una amina imidazoquinolina (ver imagen 3) sintética con
actividad farmacoldgica antiviral y antitumoral indirecta. Es capaz de incrementar la respuesta
inmunoldgica tanto innata como adquirida. Se administra por via topica en forma de crema al
5% (Aldara®) o 3,75% (Zyclara®) sobre las zonas afectadas, we
ambas aprobadas por la AEMPS y la FDA?*% y sujetas a )\ | -

N =
prescripcion médica®®. La duracion del tratamiento y las < |

N\ o
aplicaciones  semanales  dependerdn de la indicacion "

terapéutica??23,
Imagen 3. Estructura quimica del
imiquimod
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Indicaciones y grupos de poblacién especiales

En un primer momento el IMQ en crema al 5% se aprobd para el tratamiento tépico de
verrugas genitales y perianales externas (condiloma acuminado) y queratosis actinicas de la
cara y cuero cabelludo en pacientes adultos. Posteriormente se incorpord la indicacion para
pequefios carcinomas basocelulares superficiales en adultos®20222324 E| IMQ en crema al
3,75% solo estd aprobado para el tratamiento de queratosis actinicas de todo el rostro o del

cuero cabelludo alopécico en adultos inmunocompetentes?,

Aparte de éstas indicaciones aprobadas, existen otras muchas patologias para las que se
estad investigando el tratamiento con IMQ (estudios off-label), como el lentigo maligno (fase
IV), enfermedad de Bowen o el cancer cervical intraepitelial (fase 111-1V), para los que hay

bastantes estudios que presentan elevadas tasas de aclaramiento y baja recurrencia®,

En cuanto a grupos de poblacion especiales, no esta recomendado para uso en nifios ni
en embarazadas (categoria C) por falta de estudios. Se desconoce si se elimina por leche

materna?32,
Mecanismo de accion

El IMQ tiene una estructura quimica analoga a la de un nucledsido, pero carece del
cuarto nitrogeno que si se encuentra en las purinas. Posee un grupo imidazoquinolina como
un tercer anillo y un grupo isobutilo en la posicion 1, que en el caso de de un nucleésido
estaria ocupado por una ribosa o dexosirribosa (ver imagen 3)®. Esto unido a su pequefio
tamario y elevada liposolubilidad®, le permitira atravesar la epidermis, pasar la membrana
plasmatica celular y acceder a los receptores TLR7 intracelulares, cuyo ligando natural son las
cadenas simples de RNA (ssRNA). El IMQ actuara sobre ellos como un agonista-8152¢,
También se ha visto que tiene cierta actividad agonista sobre los TLR8, pero es mucho mas
déhil?®. Como consecuencia de la activacion de TLR7 y TLRS, factores de transcipcion como
NF-kB se traslocaran al nudcleo e induciran la transcripcion de multitud de genes de
componentes proinflamatorios. El resultado final es la sintesis de citoquinas como IFNa,
TNFa, IL-2, -6, -8, -12, G-CSF y GM-CSF; quimioquinas como CCL3, CCL4 y CCLZ2;
moléculas de adhesion y proteinas relacionadas con la apoptosis>202326  Tanto las
citoquinas como las interleucinas seran producidas principalmente por monocitos, macr6fagos
y CDp que expresen TLR72%. Los niveles elevados de mediadores inflamatorios aumentan la

potencia de las NK para atacar a las células infectadas por VPH, asi como las cancerigenas.
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Ademas las NK son productoras de IFN-Y' como consecuencia de su estimulacion por
IMQ'>?3, Esta respuesta inmunitaria puede llevar a la aparicion de efectos adversos como

enrojecimiento, edema y picor®.

El IMQ también tiene un efecto sobre la inmunidad adaptativa, ya que favorece la
maduracion de las células de Langerhans y su migracion a los nddulos linfaticos'®2¢, donde
presentaran antigenos que induciran una respuesta inmunitaria de tipo Th1%*® siendo los LT
citotoxicos activados capaces de destruir células infectadas por algunos virus o células
tumorales??, El IMQ estimula la produccién de IFN-Y por los LTh1, pero no su division o
produccidn directa de citoquinas. El IFN-o puede unirse a una fraccion del receptor de IL-12
en los LThl, lo que permitird la respuesta a 1L-12, asi como la produccion de IFN-Y. Las
células Thl son la principal fuente de IFN-Y23, Simultdneamente, los LB empezaran a
fabricar anticuerpos, lo que aumentardn la presentacion de antigenos®®. Ademas en
condiciones experimentales se ha visto que el IMQ favorece este proceso porque mimetiza las
sefiales de CD40 que normalmente son enviadas por los LT. A su vez las imidazoquinolinas

pueden estimular la proliferacion de LB incluso en ausencia de otros inmunocitos?®.

A pesar de que la principal accién es por agonismo de los receptores TLR7 y 8, también
se ha observado cierta actividad como agonistas de receptores de adenosina y proapoptoticos.
Experimentalmente el IMQ presenta afinidad por los receptores de adenosina A2A y Al en
los que actia como antagonista. Teniendo en cuenta que en concidiciones normales la union
de un agonista a estos receptores inhibe la transcripcion de citoquinas proinflamatorias, se
puede deducir que el IMQ interfiere en el mecanismo de retroalimentacion negativo que se
lleva a cabo en las reacciones inflamatorias, ejerciendo asi un efecto proinflamatorio®2¢. Por
otro lado, su efecto proapotdtico en varios tipos de células se debe a dos mecanismos, uno
directo y otro indirecto. El indirecto estd basado en la modulacion de la via STAT-1 (Signal
Transducer and Activator of Transcription-1). EI IMQ aumenta la expresion del receptor de
muerte CD95 y disminuye la de la proteina antiapotética Bcl-2 en células carcinogénicas
basales. Esta actividad proapotética puede que esté mediada por la activacion de los TLR. Por
otro lado, el mecanismo directo se basa en la inhibicion de la activacion de las caspasas. Sin
embargo parece que in vivo, factores adicionales como la infiltraciéon de células inmunitarias
puedan contribuir a la apoptosis de tumores tratados con IMQ, por tanto la induccién de la

apoptosis por IMQ no esta del todo clara?.
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Comparacion con otros tratamientos

En esta seccién, para cada indicacion aprobada se hard una recopilacién de ensayos

clinicos realizados por varios autores.

La queratosis actinica consiste en papulas eritematosas causadas principalmente por la
exposicion al sol, y son consideradas premalignas. Hanke et al (2010)?%?" y Del Rosso et al
(2009)?* 2 en dos estudios distintos, compararon la tasa de aclaramiento total del IMQ
3,75% y 5% con respecto al placebo: 34% y 36,4% respectivamente. Estos resultados
evidencian la eficacia terapéutica del IMQ. Krawtchenco et al (2007) comparé el IMQ con
otras técnicas como la criocirugia, o el tratamiento tépico con 5-fluorouracilo (5-FU). Las
tasas de aclaramiento inicial obtenidas fueron: 85%, 68% y 96% respectivamente, mientras
que las tasa de aclaramiento después de un afio fueron: 73%, 28% y 54% respectivamente.
Por tanto, aunque inicialmente el tratamiento con 5-FU sea el maés eficaz, a largo plazo es
liderado por el IMQ 23%°, Y por Gltimo, Jorizzo et al (2010) concluy6 que la combinacion de
IMQ 3,75% en crema después de una criocirugia aumenta la eficacia del tratamiento en
comparacion con la criocirugia sola, puesto que la tasa de aclaramiento completa casi se
duplica (29,8% frente al 59,5% de la combinacion) 230,

Las verrugas genitales son péapulas de transmision sexual altamente contagiosas
causadas principalmente por VPH 6 y 11. El tratamiento efectivo es importante para evitar el

desarrollo de cancer, asi como el trauma psicolégico asociado con las manifestaciones
-17 -

r
oS

!’ a ﬂ\ \mgmm:[ Sistema linfatico : !;
I;’ * INMUNIDAD / @@' o

@ .0, " s *T AT

. TNF- @, IL-1, A nuﬂ W, [ na.v©- %‘
e S
‘ﬂ]g



*" Agonistas de TLRs en la prevencién y el tratamiento de la infeccidn por el Virus del Papiloma Humano”" Ana Cordero Guijarro

clinicas. En el articulo de Garland et al (2010) se recoge un ensayo multicentro en el que se
evaluo la eficacia del IMQ para el tratamiento de verrugas genitales, y en el que se obtuvo una
tasa de aclaramiento del 47,8% tras 16 semanas de tratamiento, y una tasa de recurrencia del
23% a los seis meses?®>3!. Por otro lado, Carrasco et al (2002) realizar6 un estudio
retrospectivo con un tamafio de muestra no muy grande (N=60) en el que se estudiaron tres
grupos de pacientes con una tasa de aclaramiento del 100%: unos tratados en monoterapia con
cirugia, otros con IMQ 5% y otros combinando ambas técnicas. El objeto de éste estudio fue
comparar la tasa de recurrencia entre las tres opciones, la mas baja se obtuvo en los pacientes
tratados con IMQ en monoterapia (15%)?>%. Por Gltimo Ferreriset et al (2010) recoge un
estudio sobre la eficacia del IMQ al 3,75% y 2,5% en crema para esta misma indicacién (no
aprobada en ningun pais): los resultados de aclaramiento (IMQ 2,5% = 22,1%; IMQ 3,75%=
28,3%) y recurrencia (IMQ 2,5% = 40,5%; IMQ 3,75%= 30,4%) no son tan buenos como los

del 5%, pero si marcan una diferencia con el placebo?®32,

El carcinoma de células basales es el cancer de piel méas frecuente, y generalmente se
desarrolla en las areas expuestas al sol. Puede ser localmente destructivo y desfigurativo, pero
no suele producirse metastasis. Schulze et al (2005)?3* y Quirk et al (2010)%3% recogieron
estudios de fase Il de IMQ al 5% para el tratamiento de ésta patologia y con la misma
duracion de tratamiento. Las tasas de aclaramiento fueron del 80% y 94%, respectivamente,
siendo unos resultados muy aceptables. Aungue las tasas de aclaramiento para el tratamiento
del carcinoma de células basales con escision quirdrgica son mayores, la relacion coste-
efectividad del IMQ y otras técnicas no invasivas parecen mejores. A pesar de todo, el

tratamiento de eleccion es el quirdrgico.
6. CONCLUSIONES

Las conclusiones de ésta revision bibliografica se recogen en los siguientes puntos:

o Es imprescindible la prevencion y el tratamiento de la infeccion por el VPH,
principalmente para evitar las complicaciones graves de tipo canceroso.

o Es preferible la vacunaciéon con Cervarix® que con Gardasil® porque los niveles de
anticuerpos generados son mayores, a pesar de que proteja frente a un menor nimero de
genotipos del VPH.

o Imiquimod se usa como tratamiento tépico, por lo que s6lo sera util para las infecciones

leves 0 mas superficiales, pero no para las graves, en las que la cirugia sera el
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tratamiento de eleccién. Lo ideal por tanto, es realizar primero una cirugia y continuar
con tratamiento topico, para evitar recidivas.

Los mecanismos de accion de AS04 e imiquimod son bien conocidos, siendo NF-kB
clave en la produccion de citoquinas proinflamatorias y éstas a su vez en el desarrollo
de la respuesta inmunitaria.

A pesar de la eficacia demostrada de AS04 e imiquimod, su mecanismo de accion es
indirecto. Seria mas interesante desarrollar farmacos con dianas directas (presentes solo
en las células infectadas por VPH), con el objetivo de aumentar la selectividad y
disminuir las reacciones adversas.

Existen varias lineas de investigacion abiertas de agonistas de TLRs para el tratamiento

de diversas patologias, por lo que tienen un potencial terapéutico evidente.
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