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RESUMEN

Lainfeccion producidapor el virus del papilomahumano (VPH)
representa un problema de salud importante en la poblacién feme-
ninamexicana. Los papilomavirus humanos oncogénicos (V PHs)
representan el agente causal primario del cancer cervico-uterinoy
estan intimamente asociados con un subgrupo de canceres vulva-
res, analesy peneanos. Aunque se han identificado més de 200 de
genotiposdiferentes, se han identificado como oncogénicosel VPH
tipo-16 (VPH 16) y esta presente en més de 90% de los canceres
cervicales, se sabe que esté intimamente asociada con el desarrollo
de lesiones precancerigenas denominadas neoplasia intraepitelial
cervical (NIC), asi como con el cancer cérvico uterino (CaCu). La
respuestainmuneinnatacontrael VPH eslaprimeralineade defen-
sacontra el virus, éstaincluye el reconocimiento através de “re-
ceptores del reconocimiento del patrén” (PRR), especificamente
los “Toll-like receptos’ (TLRS) que inician vias de sefidizacion
para inducir la expresion de genes que codifican para moléculas
involucradas en larespuestainflamatoriay en el cambio declasede
lasinmunoglobulinas.

Palabras clave: Virus del papiloma humano, cancer cérvico-
uterino, neoplasiaintraepileal cervical.

Introduccién

Antecedentes

El cancer esun problemade salud importanteen Méxicoy
es una de las principal es causas de morbilidad y mortalidad
tanto en nifios como en adultos. El virusdel papilomahuma-
no (VPH) esunafuente significativade morbi-mortalidad en
los Estados Unidos Americanos (EUA) y en e mundo. Los

Theroleof Toll Like Receptors(TLRS) in innateimmune
response against cervical cancer

SUMMARY

Infection of human papilloma virus (HPV) represents a major
health problem in Mexican female population. Oncogenic human
papillomaviruses (HPVs) represent the primary causative agent of
cervical cancer and are closely associated with a subset of vulvar
cancers, ana and penile. Although, we have identified more than
200 different genotypes have been identified as oncogenic HPV
type-16 (HPV 16) and is present in more than 90% of cervical
cancers, is known to be intimately associated with the develop-
ment of lesions called precancerous cervical intraepithelial neopla-
sia (CIN) and cervical cancer with (CC). The innate immune res-
ponse against HPV isthefirst line of defense against thevirus, this
includes recognition through “ pattern recognition receptors (PRR),
specifically the Toll-like receptors (TLRs) that initiate the pro-
cess of signaling to induce the expression of genes that encode
moleculesinvolved in theinflammatory response and class switch
of immunoglobulins.

Key words: Human papillomavirus, cervical cancer, cervical
intraepithelial neoplasia.

VPH oncogénicos (incluyen VPH 16y VPH 18) estan asocia-
dos con 99.7% de todos los canceres cérvico-uterinos, asi
como lesiones intraepiteliales escamosas de bajo grado
(LSIL), lesionesintragpitelialesescamosasde dto grado (LI E-
AG) y resultados de Papani colaus (Pap) anormales. Aproxi-
madamente 6.2 millones de nuevasinfecciones ocurren cada
afio en los EUA y aproxidamente 20 millones de individuos
estan infectados.!
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El VPH estransmitido através de contacto sexual piel a
piel y esprevalente en todala poblacion sexualmente activa.
El Centro parael Control de Enfermedades (CDC) estimaque
lamitad de todos | os individuos sexual mente activos adqui-
rirdn VVPH en algunaépocade susvidas, mientras que aproxi-
madamente 80% de las mujeres adquiriran lainfeccion por
VPH alos50 afiosde edad. Enlos EUA seestimaque 10% de
la poblacidn tiene infeccion activa por VPH, 4% tenia una
infeccién que causd anormalidades citoldgicasy 1% adicio-
nal quienes tienen infeccion que causa verrugas genitales.
Se calculaque 1% deloshabitantesdelos EUA tienen verru-
gas genitales clinicamente visibles.?

El virusdd papilomahumano (VPH)

L os papilomavirus son virus pequefios no encapsulados
con un didmetro de 55 nm y cépside icosaédrica que contie-
ne un genomade &cido desoxirribonucleico (ADN) dedoble
cadena de aproximadamente 8,000 pares de bases (pb). La
cubiertaproteicaquerodeaa ADN viral posee unaproteina
[lamada L1. Los genes se agrupan en tempranos E1 a E7,
estos controlan lareplicaciony expresion genéticaviral, in-
cluyendo las propiedades oncogénicas. Los genes tardios
L1y L2determinanlasproteinasdelacubiertaproteicaviral.
Estan ampliamentedistribuidos atravésdel reino animal, in-
fectando al epitelio escamoso. Los virus de manera indivi-
dual son denominados de alto riesgo o de bajo riesgo de
acuerdo alapropension paralaprogresion delamalignidad
delas lesiones que causan. Lamayoriade los VPHs son de
bajo riesgo y producen verrugas benignas localizadas, que
no progresan hacialamalignidad.®

Expresion génicadel VPH en cancer cervicouterino

Uno de los eventos claves de la carcinogénesis es la inte-
gracion del genomadel VPH enloscromosomas del huésped.
Laintegracion del genomadeV PH frecuentemente ocurre cer-
cade sitios fragiles del genoma humano,* pero no aparecen
en “puntos calientes’ para su integracion y no se evidencia
parala mutagénesis insercional .° La expresion de los genes
virales E6 y E7 esta consistentemente mantenida, mientras
otras porciones del ADN viral son deletados o su expresion
estadetenida.® Lapérdidadelaexpresion del represor trans-
cripcional VPH E2 es significativay puede resultar en una
desregulacion delaexpresion deE6y E7.7

Laexpresion delosgenesdealtoriesgo E6y E7 en quera-
tinocitos primarios humanos facilita su inmortalizacion. La
proteina E7 de alto riesgo interacttia con pRB (retinoblasto-
ma) mas eficientemente que E7 codificada por VPH de bajo
riesgo. E7 de alto riesgo tiene la Gnica capacidad de desesta-
bilizar el “bolsillo” delas proteinas através del mecanismo
dependiente de | os proteasomas que es critico paralatrans-
formacion celularl (Figura 1).

Larespuestainmuneal cancer

El sistemainmune ha sido tradicionalmente divido en un
componente innato y adaptativo, cada uno con diferentes
funciones. El componente adaptativo esta organizado en dos
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Figura 1. Genoma del VHP16.

clases de células especializadas, linfocitos B y linfocitos T.
En general, la respuesta inmune en las mucosas a la infec-
cion comienza con las células de la epidermis, especifica-
mente [os queratinocitos, que secretan sefiale de alarma, las
cuales actlian sobre células del sistema inmune y también
sobre las células infectadas. Estas sefial es de alarmason las
guimiocinas, citocinas, moléculas de adhesion y proteasas,
las primeras, dirigen la migracion de monocitos, linfocitos,
neutroéfilos, eosindfilos, basofilos, natural killers (NK), célu-
lasdendriticas (CDs) y células endoteliales, mientrasquelos
interferones (IFNs) inhiben lareplicacion viral dentro delas
célulasinfectadas.®

Larespuestainmuneal CaCu producidopor € VPH

S6lo un pequefio porcentaje de mujeres infectadas desa-
rrollaCaCu. Sereguieren de eventos adicionales paralapro-
gresion, tales como laintegracién viral y otras mutaciones
guereflgjan lainestabilidad gendémicaoriginadapor laexpre-
sion de E6 y E7. El sistema inmune es capaz de limitar la
enfermedad através delaeliminacion delesiones preexisten-
tes como se evidencia através de lamayorialasinfecciones
de VPH-16y la€elevadaincidenciade canceresrel acionados
aVPH enindividuosinmunocomprometidos. L as numerosas
estrategias de sefiuelo empleadas por €l virus para escapar
delavigilanciadel sistemainmune son importantes parala
persistenciaviral y progresion del cancer. Sélo la mitad de
los pacientes con CaCu generan inmunoglobulina G (1gG)
capside especifica.®

Los anticuerpos neutralizantes son mediadores criticos
de lainmunidad a los retos microbianos. Estos pueden ser
rapidamente generados a través de mecanismos células Th
CD4+ independientes o més despacio como larespuestain-
mune adaptativa.® El reconocimiento innato de los “ patro-
nes mol ecul ares asociados al patégeno” (PAMPs) viacélula
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presentadora de antigeno (CPA) através de las CDs, expre-
sando moléculas coestimuladoras y secretando citocinas.
Estas sefial es provenientes de la CDs pueden dirigir lapola-
rizacion delascélulas CD4+ virgenes Thtipo 1y tipo 2 hacia
el fenotipo Thl o Th2.** Lascélulas Thl produceninterfefon
v (IFN-y) y factor de necrosistumoral oo (TNF-o) quedirigen
alas células B a producir |gG2a antigeno-especifica, mien-
traslascélulas Th2 expresaninterleucina-4 (IL-4), interleuci-
na5 (IL-5), interleucina9 (I1L-9) eninterleucina13 (IL-13) para
promover el cambio declasedelgG1 elgE. El factor estimu-
lantedeloslinfocitos B, miembro delasuperfamiliadel TNF
y un “ligando delainduccién delaproliferacion” (APRIL),
expresados por monaocitos y CDs también regulan € “cam-
bio de clasedelasinmunoglobulinas’ (CSR).22 El interferén
a(IFN-a) induce laexpresion de mol écul as coestimul adoras
sobre lasuperficie de CDs.® Sin embargo, en laausenciade
lascélulas T CD4+, ciertos antigenosinducen células B anti-
geno-especificas, a esta respuesta se le denomina “inmuni-
dad humoral independiente de las células Th.**1> Esta res-
puesta la proporciona el huésped con la especificidad del
sistemainmune adaptativo y larapidez delainmunidad inna-
ta, estableciendo una produccion rapida de anti cuerpos neu-
tralizantes.®” Varios virus, como €l virus de la estomatitis
vesicular®® poliomavirus® y rotavirus® han mostrado ser in-
dependientes de las células Th en la generacion de anticuer-
pos neutralizantes.

Rongcun Yang y cols.? demostraron laimportancia del
ensamblaje de la capside y € reconocimiento inmune de
multiples mutaciones en | os otros residuos estructurales al-
tamente conservados presentes dentro de VPH-16 L1, pro-
veniente de un subgrupo de carcinomacervical y de NIC de
alto grado, identificaron varios mutantes VPH-19 L 1 trans-
portando genes que codifican proteinas que no activan la
respuesta inmune innata y adaptativa dependiente de VLP,
organizada através delas CDs. Esto puede representar eva-
sion del reconocimiento inmuneinnato durantelacarcinogé-
nesis cérvico-uterino.

Las células B B1 localizadas en la zona marginal se
consideran protagonistas de una funcién importante en
la respuesta humoral independientes de las células Th.
Recientemente se ha sugerido que los TLRS protagonizan
una funcién en los eventos de sefializacion en las células B
B1 y la respuesta inmune independiente de las células T
(161). Laestructuragénica, altamente ordenada, bien empa-
quetada de la proteina HPV-16 L1 VLP induce tanto altos
titul os de anti cuerpos protectores??2* y una potente respuesta
inmune mediada por células.

Se sabe que IL-12 e IFN-y promueven la polarizacion
Thl, mientrasiL-4, IL-5,1L-6,1L-9, IL-10, IL-13y € factor de
crecimiento de granulocitos (G-CSF) estan asociadas con
larespuesta Th2.% Estudios recientes han demostrado que
VPH-16 VLPs seune alas CDsYy estimulan su maduracién,
incluyendo | asobrerregul acion de complejo principal dehis-
tocompatibilidad clasel (MHC-I) y clasell (MHC-11), CD80,
CD86, y CD40 y la produccion de citocinas.?s2® Rougcun
Yangy cols.?® demostraron através de un analisis de expre-

REV SANID MILIT MEX 2010; 64(6): 287-299 289

sién génica globa que VPH-16 VLPs activan diferentes
subgrupos de CDs esplénicas para producir respuestas po-
larizadas, ademés encontraron que las CDs CD4*CD11C*
sobrerregulan latranscripcion de IFN-ay citocinas relacio-
nadasaTh2y quimiocinas, mientrasel IFN-gy lascitocinas
Thl y las quimiocinas son producidas por las CDs
CD8'CD11C" en respuestaa VPH-16 VLPs. IFN-o pero no
IFN-g aumentan la sefiali zaci6n mediada por la produccién
de Ac VL P-especificay particularmente €l cambio de clase
delgG2a. Laproduccién detal respuesta opuestaaun anico
Agsugiereunlinaje de CD especializadalacual predetermi-
nalapolarizacion. Estarespuestaatravés de CDs especiali-
zadas es crucial para el control de patégenos invasores an-
tes de lainmunidad adaptativa.*

Dos genesen losVPH de ato riesgo estan asociados con
€l potencial paratransformar las célulasinfectadas. Laexpre-
sion de E6 esta inversamente correlacionada con la expre-
sion deinterleucina-18 (IL-18), unacitocinaproinflamatoria
similar alL-1 que induce la produccion de IFN-y. E6 y E7
desrregulan laexpresion delL-8, un quimoatrayente paralas
células T.3! También suprimen laexpresion delaquimiocina
Ilamada proteina quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1).%

Asi, E6y E7 contribuyen a escape de de propiedadesantivi-
ralesy antiproliferativasdel TNF-o. e IFN-o atravésde efectos
estimuladores de crecimiento, einteracci 6n con componentes
delasvias de sefializacion del |FN.® Posterior alainfeccion,
las quimiocinas secretadas por laepidermisinician larespues-
tainmune adaptativaatravés ddl reclutamiento de CDs.*

Laprincipal proteinade la capside del virus, L1, se au-
toensambla paraformar una particula parecidaal viruslla-
mada “ capsides vacias” (VLPs) que son morfolégicaein-
munol ogi camente muy parecidosalosviriones nativos, pero
carecen del genomaviral oncogénico.¥” LosV L Pspresentan
un alto ordenamiento y una estructura muy empaguetada®
gue generan altos titulos de anticuerpos protectores® y
ademas la respuesta inmune celular.** La vacunacién con
VPH-16 L1 VLPsinduce la respuesta inmune humoral via
Th1,%4% que protege alamujer delaadquisicién delainfec-
cion por VPH-16y laneoplasiaintraepitelial cervical (NIC).#
Ademés, lainmunogenicidad de | os antigenos propios o poco
extrafios esta aumentada, atravésdelafusion con VL Ps454

Lascélulasde Langerhans (CLs) sonlasCDsqueresiden
enlaepidermisademas delas CLsinmaduras, eficientespara
lapresentaci 6n de antigenos, monitorizando & microambiente
epidérmico parael dafio einfeccion. LasCLsmaduran atra-
vésdelaregulacion diferencial de marcadores de superficie
haciadreasdecélulas T del organismo, como losvasoslinfa
ticos deladermisu érganoslinfoides periféricos. Aunque se
hademostrado quelas CL s se mantienen enlapiel por largos
periodos de tiempo, los precursores de delas CL sereclutan
bajo condiciones de pérdida local de CLs como ocurre du-
rantelainflamacion.+%

Larespuestainmuneinnataalainfeccion por VPH
Larespuestainmune innata es la responsable del primer
contacto con particulas extrafias. Las células Thl promue-
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DCs maduras

DCs inmaduras

Figura 2. Ligandos de TLRs con capacidad anticancer: r BCG-CWS,

ven respuestas proinflamatorias que activan alos macrofa-
gosy proporcionan apoyo alascélulas T citotdxicas CD8".
En contraste, las células Th2 proporcionan ayuda para la
produccién de anticuerpos por las células B y secretan cier-
tas citocinas, talescomo lainterleucina 10 (IL-10), que anta-
gonizan la respuesta Thl (Figura 2).

Losreceptoresdel sistemainmuneinnato que son codifi-
cados en lineagerminal. Estan expresados en varias células
efectoras del sistemainmune innato, de manera més impor-
tante sobre macroéfagos, células dendriticas y células B. La
expresion de |os “receptores de reconocimiento de patron”
(PRR) no es clonal paralos receptores presentes en un solo
tipo de células (p.e. macréfagos). Desde que seidentificaron
los PRR, las células efectoras son estimuladas parallevar a
cabo sus funciones efectoras inmediatamente después que
han proliferado.® Estructuralmente los PRR, pertenecen a
varias familias de proteinas, dominios de repeticion ricas en
leucina y dominios de proteinas de receptor “scavenger”,
estén involucrados en el reconoci miento.%05!

Desde el punto de vista funcional, los PRR pueden ser
divididos en tres clases:

1 Secretorios.
2. Endociticos.
3. Desefiaizacion.

Los PRR secretorios funcionan como opsoninas através
de la union de la pared celular microbiana y marcandolos
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parael reconocimiento del sistemadel complementoy lafa-
gocitosis.5?58

Los PRR endociticos son receptores que median la pre-
sentacién y liberacion del los patdgenos hacia los lisoso-
mas, donde son destruidos. Las proteinas derivadas de los
patégenos pueden ser entonces procesadas y €l péptido re-
sultante puede ser presentado por las moléculasdel MHC en
lasuperficie de los macréfagos.®

Los PRR de sefializacion inducen la expresion de una
variedad de genes de la respuesta inmune, incluyendo las
citocinasinflamatorias. Las CPAsy especialmentelas DCs
emplean PRRs en la deteccion de agentes infecciosos, in-
cluyendo lafamiliaToll.* Losreceptoresrecientementeiden-
tificados delafamiliaToall, tienen lafuncion principal dela
induccion de larespuestainmune einflamatoria.

LosToll LikeReceptors

Toll-like receptors 0 Receptores Tipo Toll (TLRs), son
proteinas transmembrana tipo | que han evolucionado de
manera conservada entre insectos y humanos (Figura 3).
LaproteinaToll fue primero identificadacomo unamolécula
esencial para el desarrollo embrionario en la mosca Droso-
phillay posteriormente mostro ser la clave de lainmunidad
antifngica. Una familia homdloga de los receptores Toll
existe en mamiferos, asi que también los llamaron TLRs.
Basados en la similitud de las porciones citoplasmaticas
(Ilamados Toll-IL-1R o dominio TIR), los TLRs estan rela-
cionados a los receptores de IL-1 (IL-1Rs). Las porciones

290



El papel delos Toll Like Receptors (TLRs) en larespuestainmune innata contra el cancer cérvico-uterino

e —
L —
—_— 7
\HE' r_|. ‘_' {T)v JI/\,)/X
| i {1/ \ | i .l'.
i A
~
> _II?Iolgumo
J

Figura 3. Estructura del TLR.

extracelularesde TLRselL-1Rsson completamentediferen-
tes; laporcion extracelular delos TLRs contienen repeticio-
nes ricas en leucina, mientras IL-1Rs contienen tres domi-
nios parecidos ainmunoglobulina.5*% Trece TLRs han sido
indentificados; TLR 1 a 9 son comunes parael hombrey el
ratén, mientrasTLR 10 essdlofunciona enhumanosy TLR11,
12y 13 han sido encontrados solo en ratones.%°

TLR1, TLR2y TLR 6 median el estimulo celular después
de lainteraccién con peptidoglicano y otros productos mi-
crobianos, TLR3 con RNA dedoble cadena(dsRNA), TLR4
con lipopolisacérido (LPS), TLR5 con flagelina, TLR7 y
TLR8 conimidiazoquinolinasy TLR9 con DNA CpG desme-
tilados (Cuadro 1). Los TLRs estan diferencialmente expre-
sados en los diferentes tipos de CDs 'y en monocitos.® Los
TLRs1, 2,4, 5y 6 son muy parecidosen cuanto alaespecia-
lizacion en el reconocimiento principal de productos que son
Unicos en las bacterias y no los producidos en el huésped.

TLR3, 7,8y 9, en contraste se especializan en ladeteccién
viral y el reconocimiento de &cidos nucleicos. Estos
(TLR3,7,8,9) estan localizados en compartimentos intrace-
lularesllamados endosomas. Debido aquelosécidosnucleicos
del huésped no son, norma mente accesibles en estos compar-
timentos, ellos no son blancos delos TLRs. Ademés en ciertas
condiciones, tal como en unadeficiente eliminacion de célu-
las apoptéticas, los acidos nucleicos derivados del huésped
(complegjoscon ADN o proteinas de unién de ARN) selleva
acabo el reconocimiento, paralaactivaciondelos TLR, los
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cuales pueden romper la tolerancia e iniciar autoinmuni-
dad.%!

Toll LikeReceptorsen lainmunoter apiadel cancer

TLR9 seencuentraen CD plasmocitoides (CDp) y enlin-
focitos B en el humano, reconoce un patrén especifico de
nucledtidos del ADN, conocidos como CpG ADN que se
encuentran en genomas virales y bacterianos, son poco co-
munesen el ADN humano. Unaserie de motivos CpG, capa-
cesde unirsey activar TLR9 han sido desarrollados de ma-
nera comercial (ProMune®, Coley Pharmaceuticals) como
adyuvantes de inmunoterapia para su uso en humanos. Han
sido aplicados de manera temprana solos o combinados con
quimioterapia con pocatoxicidad en melanoma, linfoma,
cancer pulmonar de células no pequefias (NSCLC) y con
vacunas virales. Una combinacién de Promune con Car-
boplatino/Taxol incrementa larespuesta en laprimerali-
nea de quimioterapia de NSCL C avanzado.

En ratones, motivos CpG han mostrado que aumentan la
eficacia anti-tumoral de vacunas peptidicasy de ADN.%2 La
inducciéndelascélulas T especificas-V PH fue méseficiente
enlaterapiainducidapor vacunacion, cuando el antigeno E7
del VPH 16 administrados con ODN-CpG resulté enlaerradi-
caciondel tumor, establecido y expresado por HPV-16.% Esto
sugiere gque la co-administracion de ligandos de TLR con
vacunas contra el cancer proporcionan proteccion antige-
no-especifica, que es una respuesta inmune mediada por
células T. La estimulacién de CDp en humanos en algunas
circunstancias puede producir unarespuestade Thl, reque-
ridas en lainmunidad contra el cancer.%

La molécula sintética llamada Poly 1:C (polyribo-
inosinico:polyribocytilic acid), esun ARN de doble cadena
sintético (dsSRNA), esun jemplo deligando paraTLR3,% €
cual activay madura CDs humanas in vitro.% Esto produce
una CD fenotipicamente madura, estable con altos niveles
deexpresién de CD86, sobrerregulacion de CD83y altosni-
velesdelL-12y bajosnivelesen laproduccion delL-10.%

Las células T CD4+ también expresan TLRs, sugiriendo
gue los PAMPs pueden directamente activar células T CD
4+ paramediar la respuestainmune. En ratones, se han en-

Cuadro 1. TLRs y sus lingandos.

TLRs Ligandos

TLR 1 Triacil lipopéptidos
TLR 2 Peptidoglucanos.
TLR 3 RNA de doble cadena
TLR 4 LPS

TLR 5 Flagelina.

TLR 6 Acido lipoteicoico.
TLR 7 RNA de cadena Unica.
TLR 8 RNA de cadena Gnica
TLR 9 Motivos CpG

TLR 10 N.D.

TLR 11 N.D.

TLR 12 N.D.

TLR 13 N.D.
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contrado agonistasde TLRs,* poly I:Cy CpG quedirigenla
sobrevivencia prolongada de los linfocitos CD4+ via inte-
raccionescon TLR3y TLR9 sin presenciade células presen-
tadoras de antigeno (CPA).%” Laadministracion de agonistas
delos TLRstienen el potencial en pacientes con cancer para
promover laco-estimulacion paralaactivacion delarespues-
tadelas células T de memoria antigeno-especificas e indu-
cen un medio ambientelinfocitico apropiado parael desarro-
[lo de la intensa respuesta de células T citotoxicas y Thl
antigeno-especificas.

Adyuvantes basados-dsRNA estimulan directamente a
TLRS, presente sobre DC mieloides y células T en huma-
nos.5”% Poly |:C fued primer andlogo de dsRNA utilizado en
laclinicaparalaestimulacion del FN-I previo al efecto sobre
CDsy células T de memoria.®® Esto hasido investigado para
su potencial uso terapéutico en leucemiaeinfecciones por €
virusdelainmunodeficienciahumana (VIH), con el inconve-
niente que induce efectos toxicos colaterales que incluyen
shock, insuficienciarenal, coagul opatiasy reacciones de hi-
persensibilidad. Modificacionesen laestructurade Poly I:C
através de laintroduccion de bases no pareadas que resulta
enun nico dsRNA, llamado Poly I:C U.™

Invitro, poly I:C U madura DC derivadas de monocitos
hacia un fenotipo maduro con produccion de altos niveles
delL-12."* Las DCsinducen respuesta de células T antige-
no-especificas con la produccién significativamente menor
deIL-10 que aquellastratadas con el compuesto parenteral,
Poly 1:C.™ Un polimero rel acionado, &cido poliadenilico-po-
liuridilico (poly A:U) hasido evaluado como unaterapiaadyu-
vante con radioterapia loco-regional versus quimioterapia
adyuvante CMF en cancer de mama.” Con un promedio de
seguimiento de masde 14 afios, poly A:U y radicterapialocal
proporciona sobrevivencia libre de enfermedad y reduce la
incidencia de metéstasis.”

Algunos componentes microbianos como Mycobacterium
bovis lisados por calor suspendidos en aceite mineral (p.e.,
adyuvante completo de Freund) han sido utilizados durante
afos para aumentar la respuesta inmune celular y humoral
anti-cancer.”™ Sin embargo, €l mecanismo exacto por € cual
los componentes microbianos inducen la respuesta inmune
no ha sido totalmente elucidado. Es claro que estos compo-
nentes microbianosactivan a sistemainmuneinnatoy adap-
tativo a través del reconocimiento de PAMPs mediante los
TLRs.> El esqueleto delapared del Bacillus Calmette-Gue-
rin (BCG), aumentalatoxicidad delascéulas T y macr6fagos
contralas células cancerigenas, e inducein vivo efecto anti-
tumor viaTLR2y TLRA4.” OK-432 unapreparacionliofilizada
y lisada mediante penicilina de Sreptococcus pyogenes del
Grupo A, exhibe efectos anti-cancer en un niimero de malig-
nidades.™™

Unamol écularel acionadaaacido lipotei coico denomina-
daOK-PSA, aisladade OK-432, esresponsable delamayoria
delosefectos anticancerigenos. El efecto anti-cancer de OK -
PSA estamediado através de TLR4.7 De lamismamanera,
una proteina denominada AlLb-A, aislada de Aeginetia in-
dical., unaplantaparésitadelasraices de plantas acudticas
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japonesas o cafia de azUcar, también muestra efecto anti-
cancer viasefializacion através de TLR4.75%

El ADN bacteriano, contiene dinucledtidos CpG desmetila-
dos™ y han demostrado que aumentan lainmunidad humoral y
celular contracancer via TLR9%2% Compuestos sintéticos que
estan estructuralmente relacionados a acidos nucleicos, tales
como imidazoquinolinas, loxoribinay bropriminason ligan-
dosde TLR7 (85,86). Estos ligandos de TLR7 son inmuno-
modul adores que poseen efectos anti-cancer.8”# Por lo tan-
to, PAMPs y ligandos sintéticos tienen el potencial como
adyuvantes para el tratamiento del cancer.

Con los reportes recientes de ligandos enddgenos de
TLRs, es concehible que moléculas intracelulares como las
“proteinas de choque téremico” (HSPs), el domino extra A
de fibronectina y heparan sulfato son liberados durante la
progresion tumoral . Estas moléculas pueden entonces indu-
cir inflamacion persistente de bajo grado através de la sefia-
lizacion delos TLR conllevando a reclutamiento de células
supresoras mieloides y la desregulacion subsecuente de la
cadena.®

La sefializacion de TLR7 y TLR8 puede también tener
potencial significativo como el blanco para laterapia del
cancer. Debido en parte, a que dos pequefios componentes
antivirales sintéticosimiquimod (R-837) y resiquimod (R-
848), 1o cual también es bien conocido como aumentadores
de larespuestainmune. Imiquimod y resiquimod dirigen su
sefial sobrelaunion endosomal (intracelular) de TLR7y TLRS.
Utilizando ratones deficientes de MyD88, se demostré que
la sefializacion ocurre através de lavia TRL-MyD88. Esta
actividad, ha sido atribuida a la capacidad de estos com-
puestos para inducir la produccion de IFNs. El incremento
deIFN-o. y g es observado en las células sanguineas huma-
nas tratadas con imiquimod in vitro.* La sobrerregulacion
de IFNs subsecuentemente induce la produccién de otras
citocinastalescomoIL-1, IL-6 elL-8 en variostipos celula-
res.%

Lasimidazoquinolinas han mostrado ser efectivos contra
las infecciones virales tales como el VPH, herpes simpley
también han sido exitosas para el tratamiento de condiloma
intra-anal, verrugas genitales y molusco contagioso.” La
aplicacion tépicadeimiquimod sobre las |esiones cancerosas
ddl carcinoma de células escamosas produce inflamacion in-
tensay se utilizacomo inmunoterapiaen humanos.®® Estudios
tanto in vitro como in vivo indican que el imiquimod induce
apoptosis en células de melanoma en una manera tumoral
selectiva.® El imiquimod topico ha sido evaluado en doce-
nas de otros canceres incluyendo cancer superficial de célu-
|as basal es, enfermedad de Bowen’ sy melanoma.®

Muchos de estos estan en fase I1/111 de investigacion y
50% paracompl etar larespuestaclinicahan sido reportados.
Otro compuesto, loxabirina (7-alil-7, 8-dihidro-8-oxoguano-
sina), un agonistade TL R7 dependiente de MyD88 esta bajo
ensayo clinico (Fase |) parala evaluacién de esta actividad
antitumoral en pacientes con cancer avanzado.® Loxoribina
muestra limitada toxicidad para células de mamiferoy pro-
porcionan seguridad para el uso humano. De los resultados
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de observaciones clinicas, hay optimismo para el desarro-
[lo de nuevos agonistas de TLR7, 8 y 9 que podrian ser
benéficos para el tratamiento de canceres humanos.®’

El descubrimiento delaactividad inmunoestimuladorade
las bacterias, reside en el prospecto que ofreceel ADN enla
inmunoterapiatumoral.® Asi, oligodesoxinucledtidos (ODG)
contienen motivos CpG,* que se han sintetizado y se han
evaluado, son potentes estimuladores tanto de la respuesta
inmuneinnatacomo de laadaptativa. ActivanaCDpy célu-
las B, que adquieren un incremento en la capacidad para
presentar antigenosalascélulas Ty secretar diferentescito-
cinasy quimiocinas que horas después de la administracion
de ODN CpG, estimulan un amplio rango de efectos secun-
darios, como laactivacion delas célulasNK y monocitos, las
cualestienen actividad antitumor.1®

Esta respuesta inmune innata temprana es seguida du-
rante varios dias a través de la induccion de la respuesta
inmune adaptativa caracterizada por altosniveles delinfoci-
tosT citotoxics (L CT)1192 gntigeno-especificosy células B
productoras de anticuerpos.®®% El incremento en eviden-
cias de model os animal es experimentales muestran que los
ODN CpG gjercen actividad antitumoral contradiferentesti-
pos de tumores en los grupos control y terapéuticos. El efec-
to se ha observado principalmente cuando el tratamiento
fueiniciado cuando lostumores fueron pequefiosy el efec-
to fuemanifestado usualmentecomo unadisminucion enel desa-
rrollo tumora y la prolongacion en la sobrevivencia del hués-
ped.1%51% E| tratamiento con ODN CpG ha reportado que
mejoralosresultadosdelacirugia, quimioterapiay radiotera-
piat®l Katryn A. Mason y cols. reportaron que el ODN
CpG 1826, fue muy potente en el favorecimiento de lares-
puesta inmune en sarcoma murino (fibrosarcoma) a dosis
unicas deradiacién tumoral local .12

El ODN CpG 1826 favorecid ladisminucion en el desarro-
[lo tumoral mediante un factor de>2.5y de laradiocurabili-
dad através de un factor de aproximadamente 2.0. Lostumo-
res que fueron tratados tanto como ODN y con radiacién
fueron intensamentefiltradosatravés delas célulasinflama-
torias del huésped (linfocitos y granulocitos) y mostraron
cambios histol dgicos caracteristicos de la destruccion celu-
lar masiva, incluyendo incremento en la necrosis y reduc-
cién en ladensidad celular tumoral. El aumento delaradio-
rrespuestatumoral inducido por el ODN CpG disminuyé en
ratones inmunocomprometidos a través de radiaciones su-
bletales detodo €l cuerpo demostré que laeficaciaantitumor
del oligonucledtido CpG requirié lapresenciade un sistema
inmuneintacto.!*®

Lamayoria de neoplasias linfoides son derivados de lin-
focitos B en diferentes estados de diferenciacion, las neo-
plasias originadas de precursores de células B son raras. Las
neoplasias derivadas de células B virgenes maduras inclu-
yenleucemialinfociticacronicade célulasB (B-CLL), linfo-
ma linfocitico de células B pequefias (SLL) y linfoma de
células del manto (MCL). Una estrategia para estimular el
compartimiento delas células B estd basado en laexpresion
de TLR9 enlasuperficiedelascélulasB. El ODN CpG 2006
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(ODN 7909) fue originalmente desarrollado, basado sobre su
capacidad paraactivar células B humanas normales.*

Este ODN (7909) ha sido estudiado en investigaciones
clinicas como un adyuvante de vacunas y paralainmunote-
rapia de cancer incluyendo linfomano Hodgking.*** En mo-
delosmurinosdelinfomas, losODN de CpG demostraron ser
efectivos como adyuvantes paralas vacunas anti-idi otipos!®
paraaumentar o facilitar laterapiacon anti cuerpos monoclo-
nalesy como monoterapia.*'” Varios estudios han establ eci-
do quelascélulasde B-CLL responden alaestimulacion con
ODN CpG.*8 Bernd Jahrsdorfer y cols.''® demostraron que
las neoplasias de células B difieren en su respuestaa ODN
CpG 2006, ademas mostraron quelascéulasB-CL L expresan
TLRY, sugiriendo que las células B-CLL directamente res-
ponden alos ODN CpG; en contraste, lano respuestade las
células de plasmocitoma estuvieron asociados con la caren-
ciadeTLRO.

CpG ODN iniciaunacomplejacascadainmunomodul ado-
raqueincluyelaproduccion de células Thly citocinas pro-
inflamatorias.’® CpG ODNs estimulan directamente la acti-
vacion delasDC atravésde TLR9,24122 jnjciando €l aumento
de larespuesta de las células T especificas para los antige-
nos coadministrados en ratones.’*1?” Daniel E. Speiser y
cols. reportaron que laadicién de CpG ODN al péptido anti-
génico de melanoma A, .. (péptido Melan-A,_.) y €l uso
del péptido antigénico en vacunas en prueba en paciente
HLA-A2 mezclado con adyuvante incompleto de Freund
(IFA) incrementalarespuesta especificade células T enra
tones transgénicos HLA-A2.1%

Estudios clinicos han mostrado que CpG 7909 es un po-
tente inductor de la respuesta inmune innata y muestra un
intenso efecto adyuvante cuando se coadministra con vacu-
nas estimulando unarespuesta contra el virus de lahepatitis
B.1291% Proporcionando informacion de la respuesta de las
células T CD8+ antigeno especificas observadas en pacien-
tes con melanomavacunados con péptido Melan-A, e lFA,
los resultados de sus experimentos mostraron una rapida y
consistente respuesta de células T in vivo, aumentado el
potencial de CpG 7909 parael favorecimiento delarespuesta
inmune celular en humanos.**

El adyuvante completo de Freund (FCA) consiste de un
conjugado de micobacteria muerta con aceite mineral que
aumenta la respuesta de la vacuna, p.e. produccion de anti-
cuerpos, lainducciénde LTCYy activacion decélulasNK. 747
Sin el adyuvante, una pobre respuestainmune es observada
después de la vacunacién. Esto ha dilucidado que las célu-
las dendriticas mieloides (CDm) y las CDp, formalmentella
madas células productorasdeinterferontipo |, son €l blanco
de lamayoria de los adyuvantes.> Janeway y Medzhitov!®
sugieren que las CDs expresan dos grupos de receptores,
receptores para la presentacién de antigeno através de las
moléculas del MHC y receptores para PAMPs. Tanto los
antigenos como los PAMPs adyuvantes son derivadas de
microbiosy actlian diferencial mente sobre mDCs paraindu-
cir eficientemente linfocitos efectores secundarios ala acti-
vacion (Figura 4).
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Figura 4. Usos de CpG ligando de TLR9 como inmunoterapia.

Funcién delosTLRsen lasCDs

L as células dendriticas miel oides (CDm) son centralespara
laactivacion delascélulasB y T.1% Aumentan laproduccién
de anticuerpos a través de la induccion de la diferencia-
cion delinfocitos B. Loslinfocitos T son diferenciados a
través de CDm maduras hacia linfocitos Thl, Th2 y CTL.
Las CDm atrapan antigenos, migrany drenan hacialoslinfo-
nodos. El antigeno y adyuvante favorecen lamadurez delas
CDm, lapresentacion peptidicaantigénicasobre las mol écu-
las del MHC aumenta. La sobrerregul acién de moléculasdel
MHC y coestimuladoras, la expresion de receptores para
quimiocinas, presentacion de antigenos, secrecion de citoci-
nas y quimiocinas son aceleradas por los adyuvantes en las
CDm.134%%5 | os TLRs sobre las CDm estén involucradas en
estos eventos pivotes conllevando alaactivacién delinfoci-
tos. Lafuncion delas células T reguladoras (Treg) es supri-
mida por IL-6, la cual es producida por las célulasmDC en
respuestaalaactivacion delos TLRs. Las célulasNK y las
células NKT son activadas en respuesta ala maduracién de
las célulasmDC mediada por los TLRs.**

Recientemente se ha desarrollado interés en lamodifica-
cién delarespuesta que estimulael sistemainmune através
delainmunidad mediada celular en pacientes con cancer.*¥
Los ODN sintéticos, que asemejan el ADN bacteriano en su
capacidad parainducir unarespuestainmune tienen unaefec-
tividad semejante.’®
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Los motivos CpG son reconocidos atravésde TLR9 pre-
sente sobre las CDp y células B.***% De manera adicional,
los CpG ODN estimuladores apoyan la sobrevivenciay ma-
duraciondelas CDpy lasobrerregulacion delaexpresion de
las mol écul as coestimuladoras CD80, CD86, CD40y molécu-
las del MHC 1.1 El potencial inmunoestimulador de CpG
ODN ha sido evaluado en varios model os murinos tumora-
les. Ratonesinmunizados con un péptido andlogo MART-1/
Melan-A, .. enlapresenciade ODN CpG generan unainten-
sa respuesta sistémica LTC contra las células del melano-
ma.**? Se han inyectado de manera intratumoral ODN CpG
para generar respuesta protectora antitumor resultando en
unaremision completade lostumores sdlidos establ ecidos!#?
Lacapacidad de ODN CpG paragenerar respuesta antitumor
protectora en estudios similares terminados ratones se han
Ilevado a cabo en humanos. Un pequefio grupo en la Fase
Clinical de pacientes inyectados intralesionalmente en pa-
cientes con carcinoma baso-celular o melanoma mostro re-
gresiones locales severas, sugiriendo un efecto potencial
terapéutico de CpG ODN en €l tratamiento de canceres hu-
manos.*®

LosODN sintéticossedividenentipo A (CpG-A), B (CpG-
B) y C (CpG-C), basado sobre la actividad biolégica de sus
motivos CpG. CpG-A seune predominantementealasCDse
induce altos nivelesde IFN-a;; CpG-B es superior en laacti-
vacion de células B e induce Unicamente bajos niveles de
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IFN-o. de CDp, mientras CpG-C combinalos efectosinmunes
de CpG ODN clase A y B, incluyendo niveles significativos
deIFN-o. de CDpy también laestimulacién de células B

MariaWysockay cols.**® evaluaron el potencial estimula-
dor de ODN CpG, particularmente CpG-A elL-15 para au-
mentar la respuesta inmune en células mononucleares de
sangre periférica (PBMCs) de pacientescon CTCL. Demos-
trando lacapacidad de CpG-A paraactivar célulasNK y célu-
las T CD8+ de pacientes. Y demostraron un aumento en la
activacion de células NK resultando de laaccién combina-
datanto de CpG-A como IL-15. Sugiriendo que para obte-
ner la estimulacion de larespuestainmune en pacientes con
cancer, los comparti mientosinmunes deberian ser estimula-
dos simultdneamente, requiriendo tratamientos que involu-
cran una combinacion de diferentes respuestas bioldgicas
modificadas. Los adyuvantes son utilizan frecuentemente
paralainmunizacién con antigenos puros paralainduccién
potencial delaproduccion de anticuerposy laactivacion de
célulasNK y LCT .2

Variaciones en produccion de la respuesta parecen de-
pender de las propiedades de cada adyuvante y el blanco de
las célulasinmunocompetentes.”™ El aumento delainmunidad
del huésped in vivo y/o € incremento de la antigenicidad tu-
moral han sido €l objetivo en el disefio deinmuncterapia.’ La
mani pulacion selectivadelas célulasinmunes, particularmen-
telasCDs, hasido utilizadacomo inmunoterapiacon vectores
y reactivos.#®

Lafuncion del adyuvante en lapotenciacioninmune efec-
tivano hasido todaviaidentificadaanivel molecular apesar
de quelos TL Rsfueron descubiertos en mamiferos.® Takashi
Akasawa y cols.*5! demostraron que BCG-CWS gjercié
actividad de regresion tumoral auna dosis que no demostro
toxicidad. La aplicacion cuidadosa de BCG-CWS amés de
600 pacientes con cancer con un largo posperatorio demos-
tré mejoria clinica notable (> 60%).252%% En un andlisis ex
vivo de las PMBC de estos pacientes produjeron IFN-y en
respuesta alaadicion de BCG-CWS exdgeno enlamayoria
de los pacientes con un buen pronostico.'> Los mecanis-
mos de laactivacion del sistemainmune mediados por BCG-
CWS son atribuidos en parte alamaduracion de DCs, lacual
esinducidaatravésde TLR2y TLR4 y posiblemente sobre
receptoresde BCG-CWS.

L as moléculas coestimuladoras CD80/CD83/CD86 y las
citocinas TNF-o. e IL-12 p40 estan sobre-reguladas en DCs
humanas a través de estimulacién experimental con BCG-
CWS.B! Ninguna de las células de la poblacion linfocitica
(células NK, NKT, B y T) estan directamente activadas en
respuesta a BCG-CWS. BCG-CWS actlia como un potente
inductor de lamaduracion de DCs ex vivo via activacion de
estos TLRs. Sin embargo, los mecanismos a través de los
cuales BCG-CWS induce la activacion efectorain vivo, in-
cluidaslaproduccion deIFN-yy lasrespuestasde LCT alos
antigenos asociados al tumor y la supresion resultante del
crecimiento tumoral no han sido identificadas.

El dominio citoplasmético de cada TLR recluta distintos
grupos de moléculas adaptadoras que activan hacia molécu-

| as sefiali zadoras especificas.® Cuatro mol écul as adaptadoras
han sido identificadas y la seleccién de estas moléculas pa-
recen determinar €l inicio delaviade sefializacion particular
de cada TLR paralaactivacion de factores de transcripcion
especificosde TLR, talescomo factor nuclear-xB (NF-xB), c-
Jun (AP-1), ofactor regulador del interferon-3 (IRF-3).7™

MyD88 es una mol écul a adaptador que activa NF-xB,
iniciando la induccién de la expresion citocinas tales
como: TNF-a, IL-6, IL-8 eL-12.%%° Lasobrerregulacién
de moléculas coestimuladoras y la induccién de IFN-3
son independientes de MyD-88. Se hareportado que los
LPS activan TLR4 tanto por lavia dependiente de como
de laviaindependiente de MyD-88.1%¢

A pesar de que BCG-CWS actia como un agonista de
TLR4, induce pobremente |a respuesta independiente. Los
mecanismos mol eculares en donde BCG-CWSsirvecomo un
agonista con propiedades distintas delos LPSy ademastie-
neel potencial paraejercer inmunidad antitumor permanecen
sin resolver. Takashi Akasaway cols.*>” mostraron eviden-
cias, utilizando ratones deficientes de MyD-88, que es un
adaptador critico paralainduccion de toxicidad tumoral es-
pecificay subsecuentemente lainmunidad activa paralasu-
presion tumoral atravésde BCG-CWS.

Conclusiones

El presente trabgjo de revision engloba laimportancia de
las proteinas denominas TLRs en lainmunidad inducida para
el control del desarrollo tumorigeno producido por € HPV 16,
asi como lasdiferentes estrategias paralainduccion delares-
puesta inmune a través de la activacion de los TLRs en la
infeccion producidapor el HPV 16, las proteinasinvol ucradas
en las vias de sefializacion para la induccion de la transcrip-
cién de genes que codifican para citocinas proinflamatorias.
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