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PARTE |
ANTECEDENTES
Introduccion

Las verrugas virales son proliferaciones benignas de la piel y las mucosas que son
causadas por el virus del papiloma humano (VPH).

Hasta el momento han sido identificados mas de 100 diferentes tipos de VPH,
teniendo algunos de ellos predileccion por presentarse en sitios anatémicos particulares; sin
embargo, las verrugas y el VPH pueden ocurrir en cualquier parte.

Su transmisién se lleva a cabo por contacto directo de persona a persona, siendo
uno de sus factores predisponentes de mayor importancia: la pérdida de la continuidad de
la barrera epitelial. El tratamiento suele ser dificil por las frecuentes fallas y recidivas, sin
embargo muchas verrugas suelen remitir en forma espontanea en un periodo aproximado

de 1-2 anos.

La infeccion esta confinada al epitelio y no presenta diseminacion sistémica del
patdégeno. La replicacion ocurre en células epiteliales diferenciadas del estrato superior, sin
embargo particulas virales pueden ser encontradas en la capa basal. Desafortunadamente
un pequefio subgrupo de VPH se encuentra asociado al desarrollo de neoplasias malignas
(tipos 6, 11, 16, 18, 31 y 35) mas comunmente vista en pacientes con verrugas genitales y
en inmunocomprometidos (ej. VIH, receptores de transplantes etc), mientras que los tipos 5,

8, 20 y 47 tienen potencial oncogénico en pacientes con epidermodisplasia verruciforme. 2



RESUMEN

INTRODUCCION. Las verrugas virales son proliferaciones benignas de la piel y las mucosas causadas por
el virus del papiloma humano (VPH). Han sido identificados mas de 100 diferentes tipos de VPH y su
tratamiento suele ser dificil por las frecuentes fallas y recidivas.

Los miembros de la familia TLR- 7, 8 y 9 estan filogenéticamente relacionados por la similitud de su
estructura y a que son activados por compuestos acido-ribonucleicos o sus analogos. Su activacion origina
la produccion de citocinas inflamatorias (IFN-a, IFN-B, IL-6, IL-12, FNT- a), regulacion de moléculas co-
estimuladoras (CD40, CD80, CD86), del MCH y receptores de quimiocinas (CCR7), dirigidas al
reconocimiento de agentes virales y a su eliminacion del organismo. El imiquimod crema al 5% es miembro
de una nueva clase de modificadores de la respuesta inmune, es un ligando especifico de estos receptores
y actualmente encuentra recomendado para el tratamiento de verrugas en genitales.

JUSTIFICACION: El presente estudio se lleva a cabo con el fin de entender mejor los mecanismos de
acciéon de imiquimod crema al 5% en el tratamiento de verrugas vulgares, y a su vez, se pretende
determinar si los niveles de expresion de TLR-7 y/o 8 podrian ser un marcador que permita estratificar a los
pacientes con verrugas en bueno, regular o pobre respondedor a un medicamento como el imiquimod al
5%; como el conocer si la expresion de dichos receptores puede ser de utilidad como un factor molecular
de evaluacion del tratamiento y prondstico de respuesta al tratamiento.

OBJETIVOS: Determinar si hay diferencias en la expresion de TLR-7 y TLR-8 en de piel de portadores de
verrugas vulgares inmunosuprimidos como inmunocompetentes y compararlos con controles sanos sin
verrugas. Determinar si existe relacidon a mayor expresion de los niveles de TLR 7 y 8 con la mejoria o
curacion clinica en pacientes portadores de verrugas vulgares inmunosuprimidos e inmunocompetentes
después del tratamiento de imiquimod crema al 5% durante 16 semanas. Evaluar la utlidad de la
determinacion de la expresion de TLR-7 y 8 en piel como marcadores moleculares en la estratificacion de
los pacientes con verrugas y /o como marcadores para evaluar la curacién y el prondéstico.

HIPOTESIS: Los niveles de expresion de TLR-7 y 8 se encuentran disminuidos en los pacientes con
verrugas vulgares en comparacion con pacientes sanos. Después de tratamiento con imiquimod crema al
5% los pacientes que expresen en mayor proporcion los TLR- 7 y 8 presentaran eliminacion clinica de la
verruga y la ausencia de recidivas.

MATERIALES Y METODOS: Se realizard un estudio prospectivo, comparativo, longitudinal (cohorte

longitudinal), donde se incluiran biopsias de piel por punch de pacientes inmunosuprimidos e



inmunocompetentes que seran comparadas con biopsias de voluntarios sanos. Las muestras seran

sometidas a PCR en tiempo real para poder determinar la expresion de TLR-7 y 8.

ANALISIS ESTADISTICO: Las diferencias en la expresion de los receptores entre los diferentes grupos,
asi como las diferencias de la expresion en relacion a la mejoria clinica se realizaran en el programa SPSS

® Version 10.0 con la prueba ANOVA y prueba Post hoc Turkey.

RESULTADOQOS: 27 pacientes con verrugas vulgares, 12 inmunosuprimidos (grupo A) y 15 (grupo B) a
pacientes inmunocompetentes. La expresién de TLR- 7 y 8 de los grupos A y B fue comparada con la piel
de 10 voluntarios sanos (Grupo C).

La expresién TLR- 7 en el grupo vs el grupo B no resultd significativa (p= 0.997). Pero la diferencia de
expresion fue relevante al comparar el grupo A con los controles (p <0.005), al igual que la diferencia entre
grupo B contra el C (p= 0.002). Para TLR- 8 las medias de expresion de los grupos Avs B,AvsC yBvs C
(p=0.675, p=0.734 y p = 0.675), en ninguno de los tres casos mostré significancia estadistica.

La respuesta clinica en el grupo A: 2 casos con mejoria clinica completa (16.6%), 3 mejoria parcial (2%)y 7
pacientes no mejoraron (58.3%). En el grupo B; 5 pacientes curaron en forma completa (33.3%), 4 tuvieron
mejoria parcial (26.6%) y 6 sin respuesta (40%).

La comparacion entre la mejoria clinica en grupo A contra el B contra la expresiéon de los receptores TLR-7
no se mostré diferencias, con un valor de p=1.0. Al igual que los no respondedores del los grupos Ay B
(p=0.995)En cuanto a TLR- 8, la mayor expresién se encontrd entre los pacientes inmunosuprimidos sin
respuesta al tratamiento, y el Gltimo los inmunosuprimidos sin respuesta (A vs B con respuesta y A vs B sin
respuesta es de p=0.999 y p=0.452 respectivamente).

Los efectos adversos mas frecuentes fueron: eritema (n= 6), dolor de tipo ardoroso (n= 3) y prurito (n= 3),
no ameritando en ningun caso suspension del tratamiento.

COMENTARIO: Este es el primer estudio realizado en nuestro pais que correlaciona la expresion de este
tipo de receptores (con una técnica recientemente estandarizada) con un medicamento (Imiquimod crema
al 5%) .Se trata de un estudio piloto con pocos pacientes que ameritara extensién y la inclusién de una
poblacion mas heterogénea y la determinacion de la carga viral para poder llevar cabo comparaciones con
lo reportado en la literatura por otros autores.

CONCLUSIONES: El imiquimod 5% crema es un medicamento modificador de la respuesta inmune
utiizado en muchas dermatosis, util en verrugas genitales, con escasos efectos adversos pero no
demostrando en este estudio ser un medicamento eficaz pueda sustituir a los tratamiento de primera

eleccion.
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Las verrugas virales son proliferaciones benignas de la piel y las mucosas que son
causadas por el virus del papiloma humano (VPH).

Hasta el momento han sido identificados mas de 100 diferentes tipos de VPH,
teniendo algunos de ellos predileccion por presentarse en sitios anatémicos particulares; sin
embargo, las verrugas y el VPH pueden ocurrir en cualquier parte.

Su transmisién se lleva a cabo por contacto directo de persona a persona, siendo
uno de sus factores predisponentes de mayor importancia: la pérdida de la continuidad de
la barrera epitelial. El tratamiento suele ser dificil por las frecuentes fallas y recidivas, sin
embargo muchas verrugas suelen remitir en forma espontanea en un periodo aproximado

de 1-2 afos.

La infeccion esta confinada al epitelio y no presenta diseminacion sistémica del
patdégeno. La replicacion ocurre en células epiteliales diferenciadas del estrato superior, sin
embargo particulas virales pueden ser encontradas en la capa basal. Desafortunadamente
un pequefio subgrupo de VPH se encuentra asociado al desarrollo de neoplasias malignas
(tipos 6, 11, 16, 18, 31 y 35) mas comunmente vista en pacientes con verrugas genitales y
en inmunocomprometidos (ej. VIH, receptores de transplantes etc), mientras que los tipos 5,

8, 20 y 47 tienen potencial oncogénico en pacientes con epidermodisplasia verruciforme. 2
Epidemiologia

Muchas personas pueden experimentar infeccidon con VPH en algin momento de su
vida. En nifios y adolescentes se encuentran en el tercer lugar de la consulta dermatoldgica
(3.9% y 4.9% respectivamente). Mientras que otras estadisticas mencionan porcentajes que
van del 3- 20% y un 3.5% en adultos con un rango de edad entre 25- 34 afios.’

A pesar de que el VPH es ubicuo hay predileccion de afeccion por las personas de



raza blanca, como ha sido demostrado en estudios que los comparan con otros grupos
étnicos.

Es una entidad muy comin en pacientes cronicamente inmunosuprimidos, varios
estudios han revelado una alta prevalencia de verrugas vulgares que va desde el 17.5 al
87.7% de pacientes con transplantes alogénicos. * Mientras que en pacientes portadores del
VIH (con CD4 < 224 mm3) la prevalencia reportada va del 3.3 — 11.2%. ° En los
receptores de transplante renal las verrugas vulgares aparecen en un 50% de los pacientes

al afio y del 77 al 95% a los 5 afios. o
Fisiopatologia del VPH

El VPH es un virién de 55 nm de diametro, su capside le proporciona una envoltura
que lo hace muy estable e infeccioso inclusive por afios, motivo por el cual puede ser
resistente a muchos agentes terapéuticos. Su ADN esta compuesto de 8000 pares de bases
de nucledtidos que codifican 8 genes: E (“early”, seis genes E1., E2 y E4-7) y L (“late”, dos
genes, L1y L2) 1. Los genes E interfieren con la regulacion del ciclo celular, lo cual esta
relacionado con la transformacion tumoral (fenotipos malignos E5-7), la replicacion/
expresion del genomas (E1, E2) y la liberacion del virus (E4). Los genes L codifican
proteinas que forman la capside. 2 El hecho de que su ciclo vital se lleve a cabo sélo en
epitelios escamosos ha impedido su estudio en cultivos de lineas celulares, donde la
expresion de los genes tardios y la produccion de los viriones no ocurre (Fig. 1).

La infeccion e induccién de la hiperproliferacion se inician cuando el virus entra en
las células basales epiteliales. Esta capa de células normalmente no es accesible a los virus
debido a la barrera mecanica formada por las capas celulares de las células diferenciadas.
El receptor que media la unién del virus a las células epiteliales no se ha identificado
definitivamente, pero la unién parece depender de la proteina principal de la capside (L1) y

el heparan sulfato de la superficie celular. Una vez unido, la proteina menor (L2) puede



reforzar la infeccion uniéndose de manera especifica a proteinas de la superficie celular y
facilitando la entrada del virus. Al dividirse las células basales infectadas, algunas emigraran

a la superficie y otras permaneceran creando un reservorio de ADN a largo plazoz.

FIG. 1. CICLO VITAL DEL VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO 2

Inmunologia del virus del papiloma humano



La adquisicion del VPH resulta en una infeccion de duracion variable la cual puede
estar o no asociada con lesiones clinicamente aparentes.

La piel funciona principalmente como una barrera mecanica, pero en la actualidad se
sabe que tiene un papel mucho mas complejo en la inmunidad celular. Los queratinocitos,
constitutivamente secretan bajos niveles de una variedad de citocinas, incluidas las
citocinas proinflamatorias, factores de crecimiento y quimiocinas, capaces de inducir una
gran variedad de estimulos.

Dentro de la respuesta inmune innata hay una gran cantidad de citocinas
que son consideradas como importantes por sus efectos antivirales y antiproliferativos, estas
incluyen al TGF- B, el FNT y los IFN tipo | (a y B). Un gran niamero de estudios ha
investigado la utilidad de las citocinas como TGF- B, el TNF y los interferones en la
inhibicién de la proliferacion in vitro de queratinocitos infectados por el VPH, asi como la
inhibicién de la expresién de algunos genes de este virus (E6 y E7). 6.7

Una de las evidencias de mayor peso para la asociacion entre los defectos de la
respuesta celular inmune y la infeccién por el VPH es la presencia de esta dermatosis en
porcentajes elevados en las personas con VIH. Tales individuos tiene una prevalencia
incrementada, la persistencia de lesiones anogenitales y la infeccion por serotipos con
mayor potencial oncogénico; sin embargo la asociacién entre los marcadores de la etapa del
VIH (conteo de CD4 y la carga viral) y el VPH han sido inconstantes Muchos estudios han
sugerido que estadios mas avanzados de la enfermedad y un gran déficit inmunolégico se
encuentran asociados con una alta prevalencia y persistencia de esta entidad. "Los
diferentes componentes involucrados en el reconocimiento y las fases efectoras de la
respuesta adaptativa han sido demostrados en la infeccion del VPH en piel y mucosas.
Estos incluyen a las células de Langerhans, las cuales capturan el antigeno para
transportarlo a ganglio linfatico regional y presentarlo a las células T, para dar lugar a una
expansion clonal que van hacia los tejidos infectados por mecanismos que involucran a las

quimiocinas, moléculas de adhesion y otros grupos celulares como lo son los macrofagos.



La respuesta inmune adaptativa al VPH debe ser considerada en términos de estas dos
fases (reconomiento y efectora). 6 En la fase efectora las citocinas particularmente
importantes con la IL- 1a, IL- 1- B y FNT, todas encargadas de promover la migracion de las
células de Langerhans y la produccién de IL- 10, producida por los queratinocitos. Por lo
tanto una posible asociacién entre los déficits en la produccién de estas citocinas y la
presencia de VPH ha sido postulado. La posibilidad de que el VPH
tenga varios mecanismos para evadir la respuesta celular inmune también ha sido sugerida.
El primero de ellos pudiera involucrar mecanismos que limitan la extensién de los antigenos
virales que expondrian al virus a reconocimiento inmunolégico. EL VPH por lo tanto retarda
la expresion de abundantes proteinas virales hasta la etapa de diferenciacion terminal en el
epitelio escamoso, esta localizacion anatémica tan superficial hace que las células del
sistema inmune tengan menos acceso al agente infeccioso. El segundo mecanismo
involucra proteinas como la E7, donde su sobreexpresion puede inhibir la capacidad
presentadora de antigenos de las células dendriticas en los epitelios, y por ultimo, que los
queratinocitos pueden ser relativamente menos susceptibles a la lisis mediada por células T.
Desafortunadamente el papel que juegan todos estos mecanismos contiene informacion que

. .. 6
aun se encuentra en la especulacion.

Hallazgos clinicos

Los tipos cutaneos y mucosos del VPH forman dos grupos distintos, segun infecten
la piel o las mucosas. Sin embargo, el tropismo de virus no es absoluto, puesto que se
puede encontrar ADN de tipos cutaneos en verrugas genitales y orales, y en casos raros se
pueden asociar tipo mucosos a lesiones cutaneas. Las manifestaciones clinicas dependen
del tipo de VPH implicado, de la localizacién anatomica y de la situacion inmunoldgica del

1,5,8

huésped. Entre los tipos cutaneos se incluye un pequefio grupo de virus que infectan



la piel y producen verrugas vulgares, verrugas palmares y plantares, verrugas en mosaico,
verrugas planas y verrugas del carnicero.

En general, la clasificacion de las verrugas se basa en su morfologia y localizacion
anatomica. Sin embargo estudios recientes indican que las caracteristicas histolégicas y
clinicas estan determinadas por el genotipo viral, y sefialan que la identificacion del tipo de
VPH podria permitir una clasificacion mas precisa.

Las verrugas vulgares aparecen como neoformaciones papulares o nodulares,
hiperqueratésicas, cupuliformes y con una superficie irregular. Se localizan a menudo en
dedos (Fig. 2), la superficie dorsal de las manos y otras zonas que sufren traumatismos,
como las rodillas y los codos. L8

Las verrugas palmoplantares son papulas endofiticas con una depresion central que
recuerda a un hormiguero, de ahi viene el nombre de mimercia (Fig 3 y 4). En las plantas
son dolorosas a la deambulacion debido al crecimiento endofitico. Cuando las lesiones
plantares confluyen para dar lugar a grandes placas reciben el nombre de verrugas en

mosaico.



Fig. 2 VERRUGAS PERIUNGUEALES

Fig. 3 VERRUGAS PALMARES

Fig. 4 VERRUGAS PLANTARES



Las verrugas planas habitualmente estan producidas por los tipos 3 y 10, se
encuentran constituidas por pequefas papulas del color de la piel o rojizas, superficie lisa
discretamente elevada y planas, pueden presentarse en numero pequefio o0 en cientos que
se agrupan o confluyen. Los sitios de predileccion son la cara, las manos Yy brazos.

Pueden aparecer con distribuciéon lineal como resultado del rascado o un

traumatismo (fenémeno de Koebner). * 8Las verrugas del carnicero, que deben su nombre a
su presentacién en profesionales que procesan carne, son neoformaciones de aspecto
verrugoso, gran tamario o lesiones en forma de coliflor que suelen localizarse en dorso de la
mano, palma, bordes periungueales o dedos y se asocian con infeccién por el VPH 7.
La epidermodisplasia verruciforme, es una entidad rara, que se hereda en forma autosémica
recesiva que se caracteriza por una susceptibilidad especial a las infecciones cutaneas por
un grupo de VPH relacionados filogenéticamente, conocidos como tipo EDV. Las verrugas
vulgares son comunmente asintomaticas, pero pueden causar desfiguracion cosmética o
dolor, no asi, en el caso de las verrugas plantares donde el dolor que producen puede llegar
a ser tan intenso que dificulte o impida la deambulacién. Los pacientes inmunosuprimidos
incapaces de generar una adecuada respuesta inmune mediada por células (Th1) se
consideran como susceptibles a contraer la infeccion por el VPH y pueden desarrollar
verrugas virales de gran tamano. Estas lesiones son regularmente mdltiples, recalcitrantes y
dolorosas y en raras ocasiones presentan involucion espontanea. 89

Los cambios malignos en las verrugas no genitales son raros pero han sido
reportados (carcinoma verrugoso), considerado como un carcinoma de células escamosas
bien diferenciado que muestra un patrén de crecimiento lento e invasion local que facilmente
puede ser confundido con una verruga vulgar y manejarse como tal por afios. Aunque este

tipo de cancer en raras ocasiones metastatiza su importancia radica en que puede ser

L2
localmente muy destructivo.

Diagnéstico



El diagndstico de las verrugas vulgares es clinico pero en caso de duda podemos
apoyarnos del estudio histopatoldgico, los hallazgos consisten en acantosis epidérmica
evidente con papilomatosis, areas de orto y paraqueratosis, hipergranulosis, elongaciéon de
procesos interpapilares, capilares prominentes, tortuosos y trombosados. Puede haber
queratinocitos con nucleo picnético rodeados por una halo perinuclear (coilocitos,
caracteristicos de los papilomas asociados a VPH) en o inmediatamente por debajo del
estrato granuloso. *°

La deteccién inmunohistoquimica de las proteinas estructurales del VPH puede
confirmar la presencia del virus en la lesidbn pero desafortunadamente tiene baja
sensibilidad. Mientras que la identificacion del ADN viral usando Southern blot es la técnica
mas sensible y especifica para identificar el tipo especifico de VPH presente en el tejido.

La reaccién de polimerasa en cadena puede ser usada para amplificar el ADN viral,
pero aunque el VPH puede ser detectado en lesiones recientes, no es de utilidad para

lesiones de mayor tiempo de evolucién.
Tratamiento

No existe un tratamiento considerado 100% efectivo (Fig. 5) y por lo tanto en
muchas de las ocasiones es necesaria la administracion en forma combinada.

Debemos inclusive tomar en cuenta que si el paciente asi lo desea puede adoptarse
s6lo una actitud expectante en busqueda de la involucion espontanea, no recomendable
para el caso de las lesiones plantares por el dolor que suelen provocar o en
inmunosuprimidos donde esta regresion no suele ocurrir."!

Los tratamientos ablativos comprenden: al acido salicilico, la crioterapia, el curetaje
y laser.

El acido salicilico es un agente queratolitico que actua lentamente destruyendo la

epidermis infectada por el virus. El resultado es una irritacion moderada que puede estimular



la respuesta inmune. En un estudio realizado por Sterling y colaboradores se demostrd que
el 4acido salicilico sélo produjo un mejoria de las lesiones en un 67% de los casos con
verrugas en manos y un 84% en aquéllos con verrugas plantares en 12 semanas. "

Existen varias presentaciones disponibles pero hay poca informacion que compare
la eficacia entre las diferentes preparaciones (acido salicilico/ acido lactico 11- 17% en
colodion elastico, acido salicilico al 26% en una base poliacrilico oclusiva, acido salicilico al
25% con podofilina en ungliento y acido salicilico al 50% en ungiiento). 12

La crioterapia también se encuentra en la modalidad ablativo, el nitrégeno liquido es
el agente mas comunmente usado. B

La destruccion de las verrugas por congelamiento cada 3 semanas puede producir
curacion de verrugas en manos en un 69% de los casos en aproximadamente 12 semanas.
El intervalo ideal entre los ciclos es incierto, el estudio Bunney demostré que el intervalo por
arriba de 3 semanas reduce la tasa de curacién a 12 semanas, otros han mostrado que la
remision es dependiente del numero de tratamientos, asi que las aplicaciones semanales
resultan en una mejoria mas rapida. 3

La remocion quirdrgica de las verrugas es ampliamente practicada, particularmente
por medio de curetaje seguido de cauterizacion. Es particularmente util para las verrugas
filformes de cara o extremidades. La curaciéon es hasta el 65- 85%, sin embargo la
formacién de cicatrices es usual después del procedimiento y las recurrencias son hasta del
30%.! La destruccion producida por el laser de CO2 es empleada en verrugas
periungueales y subungueales dificiles de erradicar con métodos convencionales. El
porcentaje de curacion va del 64- 71% a los 12 meses, pero el dolor posoperatorio y la
cicatrizacion suelen presentarse, disminuyendo la sintomatologia cuando se emplea el laser
con luz pulsada. 14

Tratamientos antimitéticos comprenden a la podofilina/ podofilitoxina y la bleomicina

entre los principales.



La podofilitoxina contiene el ingrediente activo de la podofilina que actia como un
agente antimitético dando por resultado en un bloqueo de la divisién celular. Es usado
ampliamente para verrugas anogenitales, pero su penetracion es pobre en sitios con estrato
cérneo de mayor grosor. 14

La bleomicina intralesional que es un agente citotdéxico se ha empleado para tratar
verrugas que no han respondido a agentes de primera linea. En algunos estudios se ha
utilizado en inyeccion intralesional a concentraciones de 250- 1000 U/ mL con porcentajes
de respuesta que van del 31% al 100%. Sin embargo el dolor que produce la aplicacion es
el principal factor limitante para su uso, ameritando en la gran mayoria de los casos
aplicacién de algun anestésico previo al procedimiento, ademas de la cicatrizacion,
hiperpigmentacion y alteraciones ungueales que puede provocar. 15

Otros tratamientos:

Tratamientos virucidas: Formaldehido y glutaraldehido

Inmunoestimulacioén: Dinitroclorobenceno, cimetidina. 1
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Fig. 5 TRATAMIENTOS PARA VERRUGAS VULGARES Y SU EVIDENCIA CLINICA

Modificadores de la respuesta inmune;



El imiquimod crema al 5% pertenece a una nueva clase de modificadores de las
respuesta inmune, esta indicado en el tratamiento de verrugas en genitales y actualmente
esta considerado como la primera linea de tratamiento en esta condicion, es una
imidizoquinolinona (1- (2 metilpropil)- IH- imidazo [4,5-c] quinolin- 4- amina (Fig 6) que se
encuentra disponible en EUA, Europa y muchas ciudades de América Latina incluyendo
nuestro pais comercialmente con el nombre de Aldara® crema al 5% que contiene 50 mg de

L . 16
imiquimod en una base de aceite en agua.

Me

FIG. 6 ESTRUCTURA QUIMICA DEL IMIQUIMOD16

Este medicamento estimula la respuesta inmune innata por medio de la induccion,
sintesis y liberacion de citocinas especificas (Fig 7). La induccion del interferon (IFN) —a por
el imiquimod se ha observado tanto en animales como en humanos. '® También afecta otros
aspectos de la respuesta innata en modelos animales, como son la actividad de las células
asesinas naturales, activacion de macréfagos para la secrecion de citocinas y 0xido nitrico y
la induccién de proliferacion y diferenciacion de linfocitos B.

La respuesta inmune adquirida contiene tanto inmunidad humoral como celular. El



imiquimod estimula predominantemente la respuesta celular incrementando la produccién
de citocinas Th1 como el INF-y debido a su unién a dos receptores que son TLR-7 y 8, de
los cuales el imiquimod es un ligando especifico. También inhibe parte de la respuesta
humoral ya que el IFN inducido por este agente es capaz de inhibir la produccion de
citocinas de tipo Th2 (IL-4 e I-5). '® 7

De igual importancia es su efecto sobre la activacién de las células de Langerhans,
la célula presentadora de antigenos mas importante de la epidermis (CPA). Induce la
produccioén de citocinas y estimula la migraciéon de éstas células al ganglio linfatico regional,
potencialmente aumentando la presentacién de antigenos a las células T.

La accion del imiquimod al estimular la respuesta inmune da por resultado una

potente accién antiviral, antitumoral y propiedades inmunorreguladoras. 17.18,19
Cytokine Designation Putative actions
Interferon a IFN-e Antlviral
Interferon IFN-y Antlviral
Interleukin 1 IL-1 Lymphocyte stimulation
Interleukin 5 IL-5 B-cell growth and activation
Interleukin 6 IL-6 NK cell activation
Interleukin 8 IL-8 T-lymphocyte, neutrophil attraction
Interleukin 10 IL-10 B-cell activation
Interleukin 12 IL-12 NK cell activation; Interferon y
production
Interleukin 1 receptor antagonist IL-1RA IL-1 Inhibition
Granulocyte-macrophage colony- GM-CSF Mimics actions of IFN-y
stimulating factor
Macrophage Inflammatory MIP1a,B Macrophage activation
proteln
Macrophage chemotactic protein MCP-1 Macrophage attraction
Tumor necrosls factor-a TNF-ct Interferon-like protective effects

Stimulates cytokine production
Tumor-killing by macrophages

Fig. 7 EFECTOS INMUNOREGULADORES DEL IMIQUIMOD. 7



Puesto que el imiquimod tiene la capacidad de regular la respuesta inmune, también
puede ser una opcion potencial de tratamiento para enfermedades cutaneas que se
encuentren asociadas a otros tipos de virus como los que causan las verrugas
extragenitales y los poxvirus.

Las verrugas vulgares, las cuales se encuentran asociadas principalmente a
VPH 2, 4 y 7 parecen responder a la terapia con imiquimod. En un ensayo clinico en
pacientes con verrugas vulgares tratados con imiquimod crema 5% una vez al dia por 5 dias
de cada semana durante 16 semanas los resultados mostraron que de 50 pacientes, 28
(56%) experimentaron remision completa o reduccion > 50% después de 9.2 semanas de

. . . , . 1
tratamiento, sin recurrencias en el area tratada durante un seguimiento de 32 semanas. 8

En poblacion pediatrica también han reportado resultados eficaces. En un estudio
que incluyd 18 nifios con verrugas recalcitrantes de mas de 2 afios de evolucion se presento
una mejoria completa en 16 de ellos 88.9%, so6lo con 2 recurrencias posterior al

seguimiento. 2En Ja actualidad sin embargo hay una gran cantidad de padecimiento

cutaneos en los cuales este medicamento ha mostrado utilidad (Fig. 8) 21

ENFERMEDAD % DE RESCRIPCION

Verrugas
Vulgares
Plantares
Extragenitales
Planas

Molusco

Carcinoma basocelular
Queratosis actinicas

Vitiligo

Alopecia areata

Carcinoma de células escamosas
Herpes simple

Otras

Flg. 8 DERMATOSIS TRATADAS CON IMIQUIMOD AL 5%



Receptores tipo Toll (TLRS)

Un requerimiento fundamental para cualquier sistema inmune es la capacidad de
reconocer la invasién por algun agente patégeno dentro de los tejidos. En respuesta a esta
exposicién a patégenos el huésped emplea tanto al sistema inmune innato y adaptativo que
lo protegen contra esa infeccion.

La respuesta innata utiliza barreras fisicas tales como la piel y las mucosas dando
lugar a una respuesta rapida mediada por células dendriticas (CD), Asesinas naturales (NK),
granulocitos y células epiteliales. Estas células expresan receptores de reconocimiento que
median la respuesta a patrones moleculares asociados al patéogeno (PAMP). Los
receptores humanos tipo Toll (TLRs) son un subgrupo de esta gran familia de receptores de
reconocimiento capaces de iniciar la respuesta inmune innata e influir posteriormente en las
respuesta de tipo adaptativo.

Se describieron inicialmente en la mosca Drosophila melanogaster, son una familia
de proteinas transmembrana cuya funcion es el reconocimiento de los PAMPs (pathogen-
associated molecular patterns, Fig. 9). 22,23

La importancia de este descubrimiento radica en la confirmacién de que los TLRs
estan involucrados en la respuesta inmune innata. Se han descrito hasta el momento 10
TLRs en humanos (Fig. 10), como ya se comentd son proteinas transmembrana con un
dominio extracelular rico en repeticiones de leucina (N-terminal), un dominio transmembrana
y uno intracelular denominado TIR (C-terminal), el cual es similar al dominio intracelular del
receptor de interleucina- 1 (IL-1). Se expresan tanto en tejido linfoide como no linfoide
(Fig.11). TLR1 se expresa en monocitos, neutréfilos, células B y células asesinas naturales.
TLR2 en monocitos, neutrofilos y células dendriticas. TLR3 en células dendriticas. TLR4 en

monocitos, neutrdéfilos, células dendriticas y endoteliales. TLR5 en monocitos y células



dendriticas. El resto de TLRs se expresan fundamentalmente en monocitos y células

dendriticas
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FIG 9. ESPECIFICIDAD DE LOS TLRs Y SU RECONOCIMIENTO DE PATRONES
MOLECULARES ASOCIADOS A PATOGENOS Y/O COMPONENTES SINTETICOS?”
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FIG 10. LIGANDOS SINTETICOS Y MICROBIANOS PARA LOS TLRs %
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FIG. 11 EXPRESION DE LOS TLRs EN DIFERENTES POBLACIONES CELULARES

Los miembros de la familia TLR7, TLR-8 y TLR-9 se encuentran filogenéticamente
relacionados debido a las similitudes de su estructura gendmica, son activados por
compuestos acido ribonucleicos o analogos de éstas moléculas. La activacion de TLR7 se
traduce en la produccion de varias citocinas inflamatorias (IFN-a, IFN-B, IL-6, IL-12, FNT- a),
regulacién de moléculas coestimuladoras (CD40, CD80, CD86), del complejo mayor de
histocompatibilidad y receptores de quimiocinas (CCR7). En humanos TLR7 se expresa
s6lo en unas especies celulares como lo son las células dendriticas y los linfocitos B. 25

La activacion de TLRs contribuye a la respuesta inflamatoria del huésped gracias a
la transcripcion de genes inmunomoduladores (Fig. 12), incluyendo genes de varias
citocinas y quimiocinas, ambas son consideradas como detonantes dentro del proceso

inflamatorio por medio del reclutamiento de células del sistema inmune del huésped y la



activacion de defensas antimicrobianas. Aunque esta respuesta va encaminada a eliminar la
infeccidn en el individuo, la inflamacion mediada por los TLRs puede también dar lugar a un
dafio excesivo a los tejidos y desencadenar choque séptico. 2

Mas recientemente se ha demostrado que la activacion de los TLRs también se

encuentra involucrada en la fagocitosis de patégenos por las células del huésped.

degradatlon

\

FIGURA 12. PASOS EN COMUN DE LOS TLRs %

IRF-7, elc.



Expresion de TLRs en la piel

Tal y como ya se mencion6 previamente, los TLRs se expresan en varias células de
la respuesta inmune, dado que la piel es otra interfase crucial para el encuentro del huésped
con los invasores, en este sitio también se expresan TLRs que complementan su trabajo

. . 26, 27
como barrera ante las infecciones. “

Para el médico clinico las novedades en el ambito de la biologia molecular no
siempre tienen relevancia en la practica actual. Sin embargo el descubrimiento de los TLRs
y los detalles sobre su cascada de senalizacion pueden ayudar al entendimiento de la
fisiopatologia de una gran cantidad de enfermedades.

La biologia de los receptores tipo Toll parece estar intimamente asociada con una
gran cantidad de condiciones dermatologicas y sorpresivamente su compromiso no se
encuentra limitado a condiciones de etiologia infecciosa.

En acné vulgar: Las citocinas producidas por el potencial inflamatorio de
Propionibacterium acnes favorecen la expresion de moléculas de adhesion y el
reclutamiento de células inflamatorias como neutrdfilos y linfocitos.

El receptor tipo Toll-2 se encuentra abundantemente expresado en los macréfagos
que se encuentran a nivel perifolicular y peribulbar, asi como la produccién de IL-6, IL- 8 y
12 en respuesta a P. acnes que fue dependiente del receptor tipo Toll-2.

Las mutaciones de genes de este receptor favorecen a la adquisicion de M. avium.

Los reportes mas recientes sobre los retinoides revelan cierta capacidad
antiinflamatoria disminuyendo la expresion local de los recetores tipo Toll-2 y de citocinas.

28 En la lepra tuberculoide el organismo responde a la presencia de la micobacteria

con una respuesta inmune de tipo celular encabezada por citocinas derivadas de linfocitos
TH1 (IFN- gama, IL 12 e IL 18, macrofagos y factor estimulante de colonias dentro de las

lesiones), mientras que la lepra lepromatosa esta caracterizada por citocinas TH2 (IL-4 e IL-



10).

La primera evidencia del papel de los receptores tipo Toll 2 en la defensa contra la
micobacteria fue presentada por Underhill, quien demostré activacién de los macréfagos a
través de los receptores tipo Toll 2 lleva a una diferenciaciéon mieloide, con reclutamiento de
monocitos y neutréfilos al foco infeccioso, induccion de fiebre y estimulacion hepatica para la
produccion de reactantes de fase aguda.

En pacientes afectados con lepra se ha logrado demostrar que 10 de cada 45
muestran mutaciones de este receptor, no elaborandose las citocinas proinflamatorias en
forma adecuada, considerandose como paciente susceptibles para la infeccion de M.
leprae. 29

En sifilis, el infiltrado celular que se presenta en el sitio de chancro inicial contiene
predominantemente linfocitos (predominantemente TH1), macréfagos y células plasmaticas.

La evidencia sefala los antigenos responsables capaces de desencadenar la
activaciéon de la respuesta inmune innata son los lipopéptidos en abundancia que expresa el
microorganismo en su superficie.

Otro antigeno potencialmente reconocible por las células dendriticas es el flagelo de
T. pallidum el cual esta compuesto en gran parte por subunidades de flagelina polimerizada
que es capaz de activar al receptor tipo Toll 5 traduciendo una activacion de NF- kB y la
subsecuente produccion de TNF alfa. %

Entre los principales efectos de la radiacion ultravioleta se encuentra la supresion
del sistema inmune a nivel local y sistémico. A nivel local, las bajas dosis de radiacién UV
son capaces de repletar el nUmero de células de Langerhans y de inhibir su potencial como
células presentadoras de antigenos. Actualmente los modelos aceptados para este
fendmeno implican que los altos niveles de IL-10 secretados por las células T son
responsables de la inmunosupresion observada.

A nivel sistémico la radiacion UV a altas dosis puede promover la elaboracion de

citocinas inmunosupresoras por los queratinocitos, mas notablemente IL-10 y en menor



importancia TNF alfa, ambos en respuesta a antigenos a distancia desde el sitio de la
exposicion. Este efecto habitualmente es completamente reversible por la IL-12 una citocina
antagonista de IL-10 producida por fagocitos mononucleares y células dendriticas. %

En el caso de la Psoriasis no hay diferencias importantes en cuanto a la expresion
de TLR. Sin embargo se notd que los receptores TLR2 parecieron expresarse mas en la
epidermis superior de los pacientes con psoriasis, mientras que la expresién de TLR2 se
encontraba en la capa basal de la piel normal y de la piel sin lesiones. También la expresion
de TLR5 se encontré disminuida en los queratinocitos de la capa basal de las lesiones en
comparacién con la piel normal. 30,31

Para la enfermedad de Lyme, causada por la espiroqueta Borrelia burgdorferi se ha
encontrado que uno de sus antigenos es capaz de estimular una respuesta inmune es una
proteina de la superficie externa que es la lipoproteina A (OspA). Mas recientemente se ha
demostrado que los heterodimeros TLR1/2 son necesarios para reconocer OspA y
proporcionar una respuesta inmune efectiva hacia B. burgdorferi. Los macréfagos de los
pacientes que padecen la enfermedad aunque expresan niveles normales de TLR2, tienen

una baja expresion de TLR1 en su superficie. 32



PARTE 2. INVESTIGACION

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

En la actualidad no se conoce si existe una relacion entre los niveles de expresion
de TLR-7 y 8 con la susceptibilidad o con el grado de infeccion por VPH y por tanto con la
aparicion de verrugas.

El imiquimod al 5% (Aldara®) es un compuesto aprobado actualmente por la (FDA)
para el tratamiento contra las verrugas, sus efectos como inmunorregulador empiezan a
entenderse, sabiéndose hasta el momento que tiene capacidad de inducir la produccién de
citocinas proinflamatorias, citocinas antivirales y maduracidon de células de la respuesta
inmune innata a través de los receptores tipo Toll 7 y 8 (TLR- 7 y 8) debido a que es un
ligando especifico de estos. Sin embargo, no se conoce si el imiquimod produce una mejor
respuesta clinica en aquellos pacientes cuya expresion en piel de los TLRs-7 y 8 es mayor,
si esto correlaciona con la erradicacion del VPH y por lo tanto, con la eliminacion clinica de

la verruga y con la prevencion de las recidivas.



OBJETIVOS

1. Determinar si existen diferencias en los niveles de expresién de TLR-7 y TLR-8 en
biopsias de piel de pacientes portadores de verrugas vulgares tanto en pacientes

inmunosuprimidos como inmunocompetentes.

2. Determinar si existen diferencias en los niveles de expresién de TLR-7 y TLR-8 en
pacientes con verrugas vulgares inmunosuprimidos e inmunocompetentes comparados con

biopsias de piel de voluntarios sanos.

3. Determinar si existe relacion a mayor expresion de los niveles de TLR 7 y 8 con la
mejoria o curacién clinica en pacientes portadores de verrugas vulgares inmunosuprimidos

e inmunocompetentes después de la aplicacion de imiquimod crema al 5%.

4, Evaluar la utilidad de la determinacién de la expresion de TLR-7 y 8 en piel como
marcadores moleculares en la estratificacion de los pacientes con verrugas y /o como

marcadores para evaluar la curacién y el prondstico.

HIPOTESIS.

e HIPOTESIS ALTERNA

Los niveles de expresion de TLR-7 y 8 se encuentran disminuidos en los pacientes
con verrugas vulgares inmunosuprimidos en comparacibn con  pacientes
inmunocompetentes con verrugas y ambos a su vez con sanos sin verrugas. Con el

tratamiento con imiguimod crema 5% los pacientes que tengan una mayor expresion de



TLR-7 y 8 demostraran una mejor respuesta clinica en comparacion con los pacientes que

presentan una menor expresion de estos receptores.

e HIPOTESIS NULA

Los niveles de expresion de TLR-7 y 8 no se encuentran disminuidos en los
pacientes con verrugas vulgares (inmunosuprimidos e inmunocompetentes) en
comparacion con pacientes sanos sin verrugas. Con el tratamiento con imiquimod crema
5% los pacientes que tengan una mayor expresion de TLR -7 y 8 no demostrardn una
mejor respuesta clinica en comparacion con los pacientes que presentan una menor

expresion de estos receptores.

JUSTIFICACION

El presente estudio se lleva a cabo con el fin de entender mejor los mecanismos de
accion de imiguimod crema al 5% en el tratamiento de verrugas vulgares, y a su vez, se
pretende determinar si los niveles de expresion de TLR-7 y/o 8 podrian ser un marcador que
permita estratificar a los pacientes con verrugas en bueno, regular o pobre respondedor a
un medicamento como el imigquimod al 5%; asi también como el conocer si la expresion de
dichos receptores puede ser de utilidad como un factor molecular de evaluacion del
tratamiento y prondstico de respuesta al tratamiento y posibles recidivas.

El tratamiento efectivo y oportuno contra las verrugas también radica en evitar los
altos costos que para las instituciones representa su manejo sobre todo por lo recidivante de
la entidad en el grupo de pacientes inmunosuprimidos y aunque el porcentaje documentado
en la literatura de transformacién a carcinomas epidermoides es bajo, el erradicarlos en
forma oportuna antes de su conversion a lesiones premalignas y malignas repercute

favorablemente en la calidad de vida de estos grupos poblacionales.



La gran mayoria de los tratamientos disponibles en la actualidad originan dolor
importante en los pacientes y tienen que ser en algunas ocasiones manejados previamente
con anestésicos locales topicos o intralesionales, el Imiquimod crema al 5% podria ser una
buena opcién de manejo, con escasos efectos adversos y que puede realizarse en el
domicilio del paciente.

Sin embargo, para la eleccion del tratamiento éptimo se carecen de parametros
inmunoldgicos moleculares que permitan una mejor y mas adecuada estratificacion de los
pacientes y que ademas permita evaluar y pronosticar el éxito de una terapia seleccionada,

como lo es en este caso el Imiquimod crema al 5%.



MATERIALES Y METODOS
1.- Disefio del estudio:

Se realizara un estudio prospectivo, comparativo, longitudinal (cohorte longitudinal).

2.- Universo de trabajo:

Pacientes de ambos sexos, de 16 a 65 afios (inmunocompetentes e
inmunocomprometidos) con diagnéstico clinico de verrugas vulgares extraplantares, que
acudan a la consulta externa de Dermatologia del Hospital de Especialidades CMN. Siglo

XXI, IMSS de septiembre del 2006 a junio del 2007.

3.- Descripcion de las variables:

VARIABLE INDEPENDIENTE

Variable Tipo Descripcién
Verruga vulgar Cuantitativa discreta Biopsia por punch de 3mm que incluya
epidermis y dermis en inmunosuprimidos e
inmunocompetentes
Piel de controles | Cuantitativa discreta Biopsia por punch de 3 mm de piel sana de un
sanos individuo sin antecedente de verrugas virales.
Tipo de tratamiento Cualitativa nominal Imiquimod crema al 5%, aplicacion por las

noches sobre la lesién en forma oclusiva con
micropore.




VARIABLE DEPENDIENTE

Variable Tipo Descripcion
Expresion de TLR 7 y 8 en | Cuantitativa Expresiébn de cada gen
piel con verruga de con el gen endbgeno en
inmunocomprometidos unidades de fluorescencia
inmunocompetentes
Expresién de TLR 7 y 8 en | Cuantitativa Expresién de cada gen
controles sanos con el gen enddégeno en
unidades de fluorescencia
Eficacia: Tiempo de | Cualitativa -Eliminaciéon completa de la
mejoria o curacion verruga
-Disminucién en el tamafio
>50 % del inicial
Recidivas Cuantitativa -Porcentaje de pacientes

con recidiva posterior a las
12 semanas de
tratamiento.

Descripcién operativa.

Receptores tipo Toll-7y 8 (TLRs 7 Y 8).

Receptores importantes de la respuesta inmune innata activados por imidazoquinolinas

y RNA de cadena sencilla, evento que induce la sintesis de citocinas principalmente de tipo

proinflamatorias y antivirales.

Verruga vulgar.

Neoformacion epitelial benigna de la piel causada por el virus del papiloma humano.




Imiquimod.

Es una crema al 5%, de color blanco, sin olor, contiene en la solucién acido isotearico,
alcohol cetilico, alcohol estearilico, vaselina blanca, polisorbato 60, monoestearato de
sorbitano, glicerina, goma de xantano, agua purificada, alcohol bencilico, metilparabeno y

propilparabeno.

Eficacia.

Se considerara eficacia completa al tratamiento cuando se presente una remision clinica
total del tamafio de la verruga o parcial cuando esta reduccién sea mayor al 50% con

respecto a la medicién inicial de su tamafo.

4.-Seleccion de la muestra:
Criterios de Seleccion:

A).- Criterios de inclusién: pacientes de ambos sexos de 16- 65 afios con verrugas
vulgares inmunosuprimidos (LES, TR, TMO, HIV etc), pacientes no inmunosuprimidos con

verrugas vulgares extraplantares y pacientes voluntarios.

B).- Criterios de no inclusién: pacientes menores de 16 afios o mayores de 65 afios.
Embarazadas. Verrugas anogenitales, plantares y planas, pacientes con antecedente de
hipersensibilidad a cualquiera de los componentes de la analgesia intralesional (xilocaina o
epinefrina) o al imiquimod crema 5%, pacientes que hayan recibido algun otro tratamiento

para verrugas vulgares 4 semanas previas.



C).- Criterios de exclusion: pacientes que no acudan a citas programadas. Pacientes

gue no cumplan con el tratamiento.

5.- Procedimientos:

Se estudiaran pacientes de ambos sexos, de 16 a 65 afios de edad, con verrugas
vulgares sin tratamiento previo minimo durante 4 semanas previas al inicio del estudio, a
cada uno se le realizara historia clinica y exploracion fisica donde de no existir
contraindicacion se incluiran en el estudio y previamente deberan firmar carta de

consentimiento informado (anexo A).

Se formaran 3 grupos, el primero (Grupo A) con biopsias de piel portadora de
verruga vulgar y de piel sin lesion de pacientes bajo algun tratamiento inmunosupresor
(transplante renal, lupus, artritis reumatoide etc), el segundo grupo (Grupo B) estara
conformado por biopsias de piel con verruga y sin verruga de pacientes sin patologia
asociada a inmunosupresion, la expresion de TLR en ambos grupos sera comparada con la
expresion de TLR 7 y 8 de biopsias de piel de pacientes controles sanos sin antecedente de

verrugas a ningun nivel.

Los pacientes del grupo A y B recibiran como tratamiento imiquimod crema al 5%
(en sobres) el cual debera aplicar sobre la verruga o verrugas a tratar en forma diaria por las
noches en cura oclusiva con micropore y al dia siguiente lavara el area tratada. La

aplicacién de la crema se realizara por un periodo de 16 semanas.

A cada paciente portador de verrugas, en la primera consulta se le tomara biopsia
de piel con sacabocado de 3mm (previa asepsia, antisepsia y analgesia intralesional con
xiolocaina con epinefrina al 2%) del sitio con lesion, posteriormente cada paciente acudira

en forma programada a control cada 4 semanas.



Para cada paciente se tendra una hoja de recoleccién de datos (anexo B), donde se
evaluaran los siguientes parametros clinicos: topografia, nimero de lesiones, tamafio (se
seleccionara una de las verrugas que sera la mas representativa de todas y se medira su

tamafio), se tomara ademas control iconografico.

Se considerard  respuesta al tratamiento cuando la verruga vulgar haya
desaparecido al 100% o reducido su tamafio en por lo menos un 50% de la medicion inicial
y falla terapéutica cuando no exista mejoria, esta sea menor al 50% o se presente un

incremento de tamafio.

Los efectos adversos se mediran con una escala analoga visual. (anexo B)

Extraccion del RNA.

e Se agrega a 5 mg de tejido un mL de Trizol (Invitrogen) y se homogeniza
suavemente.

e Se agregan 300uL de cloroformo calidad HPLC y se homogeniza durante 2 min en
vortex a baja velocidad.

e Se centrifuga a 8000xg durante 15 min, al terminar se separa la fase acuosa que es
donde se encuentra el RNA en la fase superior en otro tubo y se le adicionan 500uL
de isopropanol calidad HPLC, se incuba 20min a 4°C o para mejorar rendimiento
toda la noche.

e Después de la incubacién se centrifuga a 8000 xg durante 10 min a 4° C se decanta
el sobrenadante y se le adiciona 1mL de Etanol al 80% en agua DEPC, se centrifuga
nuevamente 10min 4° C a 8000 xg, se decanta. Posteriormente se agrega Trizol y
se homogeniza suavemente, se adicionan 300uL de cloroformo, se homogeniza por

2 min en vortex a baja velocidad. Transcurrido el tiempo de homogenizacion de la



muestra se centrifuga a 8000xg durante 15 min. Al terminar la centrifugacion se
separa la fase acuosa que es donde se encuentra el RNA y se encuentra en la fase
superior en otro tubo y se le adicionan 500uL de isopropanol calidad HPLC, se
incuba 20min a 4°C o para mejorar rendimiento toda la noche.
Después de la incubacion se centrifuga a 8000 xg durante 10 min a 4° C se decanta
el sobrenadante y se le adiciona 1mL de Etanol al 80% en agua DEPC, se centrifuga
nuevamente 10min 4° C a 8000 xg con micropipeta se elimina la mayor cantidad de
etanol posible sin tocar la pastilla, se deja la pastilla destapada.

e Pasados los 5 min se agregan 12 uL de agua DEPC y se disuelve colocando los

tubos a 45° C durante 5 min

1. Cuantificacion, verificacion de pureza y e integridad del RNA total:

Se hace una dilucion 1:100 de la muestra que se obtiene de la extraccion de RNA
total disolviendo en agua nanopura o en agua DEPC y se lee en una celda de cuarzo de
200uL la absorbancia de ese a 260 y 280nm colocando como blanco el agua nanopura o
DEPC. La absorbancia es directamente proporcional a la cantidad de RNA total presente en
la muestra, la relacion A260/A280 debe ser entre 1.7-2.0 para que el RNA total que se
obtuvo sea de alta pureza.

Para verificar la integridad del RNA y que la muestra no contenga DNA gendmico se
hace un gel de agarosa al 1% en regulador de tris-boratos-EDTA (TBE) al que se le agrega
Bromuro de etidio en una concentracion de 0.5 ug/mL al cual se coloca en un caja para
electroforesis y se deja polimerizar al menos una hora a temperatura ambiente. Cuando
haya transcurrido este tiempo se llena la camara con regulador TBE. Finalmente se toma
para cada muestra 1uL de regulador para la muestra con el volumen proporcional de la

muestra tal que sean 3ug de RNA con la finalidad de que sea visible el RNA en el gel.



Las muestras se corren a un voltaje constante a 60V si el gel es pequefio y 90V si el gel
es grande incluyendo un carril con marcadores de tamafio molecular.

2. Transcripcién inversa del acido ribonucleico mensajero (RNAmM):

Se toma el volumen proporcional a 3 ng de RNA total al cual se le afiade 2uL de la
solucién concentrada 0.5ug/uL de oligo dT en un volumen de 10uL de agua DEPC, ésta
mezcla se deja incubar a 65° C durante 10 min. Después incuba la reaccion en hielo durante

5 min y se agregan 10uL de la mezcla de reaccién que consta de:

Mezcla de reaccion para la transcripcion inversa
Reactivos Cantidad Concentracion final de la
(uL) reaccion
Agua DEPC 2.4
5x regulador para la 4.0 1X
primera cadena
200U/uL M-MLVRT 0.8 160U/ reaccién
10mM dNTPs 0.8 400uM
100mM DTT 2.0 10uM

El volumen final de la reaccién es de 20puL.
Continuar la reaccién en un termociclador o en un bafio incubando a 37 °C durante
una hora y 95° C durante 5 min.
Terminada la reaccion centrifugar 5 seg. y agregar 80uL de agua DEPC para obtener un
volumen final de 100uL, de este cDNA se tomaran 5uL para hacer la PCR punto final de un

gen constitutivo.

3. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) punto final:




Para cada reaccion de PCR se usan 5uL de cDNA diluido y se adicionan 45uL de la

mezcla de reacccion para PCR obteniendo un volumen final de 50uL

Mezcla de reaccion para la PCR
Reactivos Volumen Concentracion final en la Concentracion en la que la
(L) reaccion reaccion en funcional
Agua DEPC 35.3
Regulador 10x 5.0 1x 1x
PCR
MgCl, 50mM 25 0.5 mM 0.5-4mM
dNTPs 10mM 1.0 200 uM 200 uM
Primer 5° 20mM 0.5 0.2 uM 0.2-1uM
Primer 3° 20mM 0.5 0.2 uM 0.2-1uM
Tag polimerasa 0.2 1U/reaccién 1-2.5 U/reaccion
5U/uL
cDNA 5.0

4. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real

Se utilizan los oligonucledtidos disefiados para TLR1-TLR9 y pB-actina
respectivamente y el kit LightCycler FastStart DNA SYBR Green | (ROCHE). Para
calcular la eficiencia de la reaccion se realiza una curva estandar con diluciones, se
obtiene la pendiente y se utiliza la formula E= 10°V™.

Se realizan las reacciones de PCR con las muestras, utilizando las condiciones

estandarizadas para cada reaccién. La cantidad de copias en cada muestra se calcula

normalizando la expresion de cada gen con el gen endégeno utilizando el método



AACT. Donde al nimero de ciclo donde aparece el amplificado en la regién logaritmica
de la reaccién para cada TLR y el gen constitutivo, se resta el nUmero de ciclo donde
aparece el amplificado en la regién logaritmica de la reaccion de GADPH, a este se le

Z-AACT

resta el ACT del parAmetro que se utiliza como basal y se aplica la féormula para

obtener la cantidad relativa del amplificado.

6. Analisis estadistico

Se utilizara estadistica descriptiva. Con rango y promedio para variables
demograficas y tiempo de curacion. Para el porcentaje de recidivas, se calculara promedio.
Las diferencias en la expresion de los receptores entre los diferentes grupos, asi como las
diferencias de la expresion en relacion a la mejoria clinica se realizardn en el programa
SPSS @ Version 10.0 con la prueba ANOVA y prueba Post hoc Turkey donde serd

considerado como significativo cualquier valor de p < 0.05.

CONSIDERACIONES ETICAS.

Se solicitard consentimiento por escrito de los pacientes que participaran dentro del
protocolo de estudio, explicando claramente el objetivo del estudio, sus posibles ventajas y

riesgos.

De acuerdo a lo que dicta la Ley General de Salud en nuestro pais y la declaracion
de Helsinki a nivel internacional el proyecto de investigaciébn sera sometido a la
consideracion del Comité Local de Investigacion y del Subcomité de ética. El estudio sera

realizado por médicos especialistas en Dermatologia que se encargaran de la vigilancia



estrecha y de la evolucion de cada paciente y en caso de detectar fallas al tratamiento con

progresion de la lesion se considerara otra opcién terapéutica.

RECURSOS PARA EL ESTUDIO

1. Humanos.
¢ 1 Dermatologo adscrito al Servicio de Dermatologia al HE del CMN Siglo XXI.
e 1 Médico residente de Dermatologia de 5° afio.
¢ 1 Investigador Asociado a la Unidad de Investigacién Médica en Inmunoquimica

e 1 Estudiante en Ciencias Biomédicas de la Facultad de Medicina de la UNAM.

2. Materiales.
e Papeleria.
e Computadora personal.
e Camara fotografica digital Nikon Coolpix 3.0 mp.
¢ Imiquimod crema al 5% en sobres.

e Equipo para biopsia cutanea (sacabocado 3.0 mm, pinzas Addson con dientes,

tijeras iris, sutura de nylon 4-0)
¢ Material de curacion (gasas, agua inyectable, isodine espuma, micropore)
e Criotubos para biopsias cutaneas

¢ Nitrégeno liquido para congelamiento de biopsias



¢ Enla Unidad de Investigacion Médica en Inmunoquimica se cuentan con los equipos
y materiales necesarios para el trabajo con células y biologia molecular y se cuenta
con acceso a PCR tiempo real a través del Centro de Instrumentos de la

Coordinacion de Investigacion en salud.



RESULTADOS

POBLACION DE ESTUDIO

Un total de 27 pacientes con verrugas vulgares fueron incluidos en el estudio, los
cuales fueron divididos en dos grupos, 12 pacientes (6M/6F) correspondieron a
inmunosuprimidos con verrugas vulgares (grupo A), con un promedio de edad de 40.41
afios (rango 18- 63 afios), un promedio de 4.5 verrugas por paciente y un tiempo medio de
evolucion de la dermatosis de 13 meses (rango 3 meses a 5 afios).

El grupo B estaba constituido por 15 pacientes no inmunosuprimidos con verrugas
vulgares (6M/ 9F) con promedio de edad de 44.7 afios (rango 24- 65 afios), 1.2 lesiones en
promedio por paciente y una media de duracion de 18.3 meses (rango de 3 meses a 5
afos).

Los pacientes control (grupo C) correspondieron a 10 voluntarios sanos (2M/ 8F) con
un promedio de edad de 35.6 (rango de24 y 54 afios) sin antecedentes de verrugas virales

a ningun nivel (Gréfica 1).

@ Hombres
O Mujeres

Grafica 1. Poblacién de estudio. Distribucion por sexo

El grupo A correspondié a los pacientes con inmunosupresién portadores de verrugas
vulgares, mientras que el grupo B incluy6 pacientes con verrugas vulgares sin factores de
inmunosupresion. Las biopsias de piel de verrugas de ambos grupos se compararon con la
biopsia de piel de una tercera poblacién (Grupo C) que correspondia a 10 voluntarios sanos.



Las causas de inmunosupresion en los pacientes del grupo A correspondieron a:
Lupus eritematoso sistémico en 5 (41.6 %, 1M/ 4F) y 7 (58. 4 %, 5M/ 2F) eran portadores
de transplante renal.

Todos los pacientes al momento de ser incluidos en el estudio y durante la
realizacion del mismo se encontraban en tratamiento con 1 o0 mas farmacos
inmunosupresores como parte de su tratamiento entre los mas frecuentes cabe mencionar a

la prednisona, azatioprina y ciclosporina. (Gréfica 2)

Grafica 2.Causas de inmunosupresion.

Las patologias causantes de inmunosupresion en la poblacidon que integrod el grupo A (n=12)
fueron en un 41. 6% a pacientes portadores de LES (n= 5) y los 7 restantes (58.3%) a
pacientes con transplante renal.



De los 27 pacientes con verrugas vulgares, 8 de ellos (29.6%) no habia utilizado
tratamiento antes de su inclusién al estudio, 19 (70.4%) habia recibido atencién médica en
forma previa, en 17 casos con aplicacion de sélo uno de los siguientes tratamientos: 12
(63.1%) crioterapia, 3 (15.8%) pododfilina, 1 (5.3%) acido salicilico/acido lactico y los 3
(15.8%) restantes dos 0 més terapéuticas como: bleomicina, rasurado, medicina alternativa.

(Gréfica 3)

= Ninguno

B Crioterapia

O Poddfilina

B Ac. Sdlicilica/lactico
O Otros

Grafica 3. Tratamientos previos.

Del total de los 27 pacientes 8 no habian aplicado ningln tratamiento. En los 19 restantes
en forma decreciente los tratamientos mas utilizados como monoterapia correspondieron a
crioterapia (n=12), podofilina (n=1), acido salicilico/ lactico (n= 1) y 3 pacientes algunos de
los siguientes: bleomicina, el rasurado y medicina alternativa no especificada.



EVALUACION DE LA EXPRESION DE TLR-7y TLR-8

o TLR-7

Se comparo la diferencia de expresion de los TLR- 7 de las biopsias de piel con
verrugas vulgares entre pacientes del grupo A contra la expresion de este mismo receptor

en los pacientes del grupo B y ambos con el grupo control.

En el grupo A demostré una media 2.18, mientras el grupo B cuya media fue de
1.60, la diferencia entre ambos con una p=0.997 no mostré diferencia estadisticamente

significativas.

Sin embargo la diferencia de expresion entre el grupo A con los controles (Grupo

C), si mostro diferencias, media de 32.2 y un valor de p <0.005.

Esta misma comparacion entre el grupo B contra el grupo C, también mostré

significancia estadistica con una p= 0.002. (Grafico 4).
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Gréfico 4. Diferencias de expresion de TLR-7.

La comparacién de la media de expresion de TLR- 7 entre los grupos A y B no mostré
diferencia estadistica significativa (p= 0.997), pero al comparar la media de expresién
entre el grupo A vs C y B vs C los valores fueron p <0.005 y p= 0.002
respectivamente.

Estos resultados pueden hacernos ver que en los pacientes con verrugas vulgares
independientemente de que cuenten con un factor de inmunosupresion o no, expresan
niveles bajos del TLR- 7.



e TLR-8
En el caso del TLR 8 las medias en la expresion de los grupos A, By C (gréfica 5)
fueron de 1.10, 1.06 y 6. 16 respectivamente, con diferencias practicamente minimas al
comparar a los grupos Avs B, AvsCyBvsC (p=0.675,p=0.734y p =0.675).
Por lo cual aparentemente la baja expresion de este receptor no parece tener un

papel predictor en la adquisicion de la infeccién por el VPH en piel.
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Grafica 5. Diferencias de expresién de TLR- 8. La comparacién de la expresién de TLR- 8
en a biopsia de piel con verruga entre los grupos A vs B, A vs C y B vs C no mostré
diferencias estadisticamente significativas.



EVALUACION DE LA RESPUESTA CLINICA CON IMIQIMOD CREMA al 5%.

La respuesta clinica de los pacientes con la aplicacion de Imiquimod crema al 5% en
el grupo A fue la siguiente: 2 pacientes presentaron curacion (16.6%), 3 mejoria en forma
parcial (25%) y 7 pacientes no mejoraron o presentaron incremento en el tamafio de las
lesiones (58.3%).

De los 2 pacientes que curaron clinicamente en forma completa dicha curacion se
reporté en las consultas correspondientes a las semanas 8 y 12 (promedio 10 semanas),
mientras que en los casos con mejoria sélo en forma parcial y los que no mejoraron se
complet6 el estudio como se tenia programado hasta la semana 16 y se dio tratamiento con

crioterapia hasta la curacion.

O Inmunsuprimdos (Gupo A) Mejoriatotal B Inmunsuprimidos (Grupo A) Mejoria parcial
@ Inmunsuprimidos (Gupo A) Sinrespuesta

Gréfica 6. Respuesta clinica al Imiquimod crema al 5% en el grupo A.

En el grupo de pacientes inmunosuprimidos, el tratamiento con imiquimod crema al 5%
permitié en 2 pacientes la curacién en forma completa (16.6%), 3 con mejoria parcial (25%)
y 7 no tuvieron respuesta (58.3%)



En el grupo B; 5 pacientes curaron en forma completa (33.3%), 4 tuvieron mejoria

parcial (26.6%) y 6 no tuvieron respuesta al tratamiento (40%).

El tiempo promedio para la curacién completa fue de 14 semanas, y al igual que en
el grupo A, el resto de los pacientes fue manejado al final del protocolo con nitrdgeno

liquido.

O Mejoria total B Mejoria parcial

@ Sin respuesta

Grafica 7. Respuesta clinica al Imiquimod crema al 5% en el grupo B.

De un total de 15 pacientes, 5 mejoraron en forma completa en un tiempo promedio de 14
semanas, 4 s6lo presentaron una respuesta de tipo parcial y el resto no tuvieron ningin
cambio en el tamafio de las lesiones.



CORRELACION CLINICA CON LA EXPRESION DE TLR-7 y 8

e TLR-7

La comparacion entre la correlacion de la mejoria clinica entre los pacientes del
grupo A contra el B (con respuesta al tratamiento) contra la expresion de TLR-7 no mostro
significancia estadistica (p=1.0).

Lo mismo ocurri6 al realizar esta comparacién para el caso de los pacientes no
respondedores Ay B (p=0.995).

Sin embargo en forma grafica (grafica 8) podemos observar como los pacientes con
respuesta al imiquimod tienen los niveles més altos de expresion de TLR-7 en comparacion

con los casos no respondedores.
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Gréfica 8. Correlacion en la expresion de TLR-7 con respecto a la mejoria.

Al comparar la expresion de receptores TLR-7 entre los pacientes con mejoria (parcial o
total) de los grupos Ay B al igual que la comparacion de ambos grupos entre los que no
mejoraron las diferencias son minimas. A pesar de que estas diferencias no son
estadisticamente significativas hay una mayor expresion de TLR en inmunosuprimidos e
inmunocompetentes respondedores que entre los no respondedores.



e TLR-8
Para el caso de TLR-8, los pacientes del grupo A y B los resultados mostrados
parecen confusos ya que los grupos donde se reportaron cifras de expresion mayores de
este receptor se encontraron entre los pacientes del grupo A sin respuesta seguidos de los

pacientes de este mismo grupo con respuesta.

La estadistica nos revela que la comparacion de A vs B con respuesta y A vs B sin

respuesta es de p=0.999 y p=0.452 respectivamente.
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Grafica 9. Correlacion en la expresion de TLR-8 con respecto a la mejoria.

Al contrario de lo esperado la tendencia de mayor expresién se encontré en los pacientes
del grupo A que no mejoraron con el tratamiento, mientras que el segundo lugar
encontramos a los pacientes del mismo grupo con respuesta, seguidos en forma
decreciente los pacientes no inmunosuprimidos, las diferencias son apreciables en la
grafica, pero los resultados estadisticos no muestran un valor de p significativo, entre el
primer grupo y el dltimo.



EFECTOS ADVERSOS CON IMIQUIMOD CREMA AL 5%

Entre los principales efectos adversos reportados en las visitas de control efectuadas
cada 4 semanas, el total de los 27 pacientes incluidos comentaron haber cursado en algin
momento durante el primer mes de tratamiento: eritema +/++++ (n= 6), dolor de tipo
ardoroso +/++++ (n= 3) y prurito +/++++ (n= 3) (Grafica 10), en ninguna ocasion
corroborado en forma objetiva por los realizadores de este estudio.

A pesar de esto, los 12 pacientes afectados comentaron que la intensidad de la

sintomatologia no ameritd interrupcion en el tratamiento.

Efecto adverso No. Intensidad
Eritema 6 +/++++
Dolor 3 +++++
Prurito 3 +/++++
Ninguno 15

Grafica 10. Efectos adversos.
De los 27 pacientes incluidos, 12 reportaron sintomatologia minima ante la aplicacion del
Imiquimod crema al 5% durante las primeras 4 semanas de tratamiento.

RECIDIVAS

De los pacientes que tuvieron mejoria completa: 2 del grupo A y 5 del grupo B, el

seguimiento postratamiento se realiz6 a las 12 semanas. De los cuales ninguno mostré

recidivas.



DISCUSION

El imiquimod crema al 5% es un compuesto aprobado actualmente por la (FDA) para
el tratamiento contra las verrugas, el entendimiento completo de los diferentes efectos que
puede ejercer sobre el sistema inmune contindan en estudio, hasta el momento como ya
hemos comentado se sabe acerca de su potencial para inducir la produccion de citocinas
proinflamatorias, antivirales, la estimulaciébn y maduracion de diferentes células que
participan en la respuesta inmune innata a través de los receptores TLR-7 y TLR-8, de
quienes es un ligando especifico.

En este estudio inicialmente pensamos que la expresion de ambos receptores se
encontraba disminuida en forma notoria en el grupo de pacientes inmunosuprimidos y que
por lo tanto, esta poblacion mostraria bajos porcentajes de respuesta al tratamiento debido a
las pocas probabilidades de producir una respuesta inmune adecuada debido al tratamiento
gue reciben y la patologia de base.

Sin embargo nuestros resultados muestran que también los pacientes
inmunocompetentes tienen baja expresion de TLR- 7 y 8.

Desafortunadamente aunque la diferencia de expresion de TLR-8 es menor en los
grupos A y B en comparacion con los controles quienes los expresan de 5 a 6 veces mas,
las cifras no resultan ser estadisticamente significativas probablemente por el nimero de
individuos que forman la poblacion de estudio.

Estos datos pueden sugerirnos que la baja expresiéon de ambos receptores, ya sea
en personas sanas o0 inmunosuprimidas puede ser un marcador de susceptibilidad para la
adquisicién del virus del papiloma humano.

La mejoria (parcial o total) y la falta de respuesta no tuvo para ninguno de los
receptores asociacion con la expresion. Llama nuestra atencidn que en las graficas se
muestra para el caso de los TLR- 8 una expresion mayor inmunosuprimidos con respuesta

al tratamiento, seguidos por los pacientes del mismo grupo sin respuesta. Desconocemos si



lo anterior corresponda a un mecanismo de sobreexpresion de receptores por parte del
sistema inmune en un intento de eliminar al virus del papiloma de la piel.

Debemos de tomar en cuenta que el presente trabajo corresponde a un estudio
piloto con un pequefio grupo de pacientes donde se estandariz6 en el laboratorio de la
institucion una prueba no aplicada previamente en esta entidad.

Idealmente esperamos poder llevar a cabo una extension de este trabajo donde se
incluya un mayor nimero pacientes con otras causas de inmunosupresion (VIH, transplante
de médula ésea, higado, etc) con la finalidad de dar mayor validez a nuestros resultados,
tener una poblacibn mas heterogénea y asi poder realizar una comparacién con los
porcentajes de mejoria reportados por otros autores.

Esta extension podréa incluir la determinacion del serotipo y la carga viral del VPH
gue inicialmente se tenian contemplados como parte del protocolo, pero que
desafortunadamente no pudieron investigarse debido a falta de insumos.

El imiguimod crema al 5% ha demostrado por medio de estudios doble ciego
aleatorizados resultados importantes en cuanto al tratamiento de las verrugas genitales con
su aplicacion tres veces por semana durante un lapso de 16 semanas, sin embargo no ha
podido establecerse una eficacia similar en el caso de las verrugas extragenitales, ademas
de que son pocas las publicaciones en las cuales se incluyen pacientes inmunosuprimidos.

En un ensayo clinico de Hengge durante 16 semanas mostro remision completa en
56% de los casos. ™

Mientras que el equipo de Grussendorf en un estudio doble ciego aleatorizado con
poblacién pediatrica reporta remisiones tan altas como el 88.9%.%°

Nuestros porcentajes de respuesta al tratamiento son mas cercanos al estudio
realizado en el aflo 2005 en nuestro servicio donde se compara nitrégeno liquido vs
imiquimod crema, donde el indice de curacion fue del 25%.

El Imiquimod crema al 5% parecen ser medicamento seguro, con escasos efectos

adversos para el tratamiento de verrugas vulgares. Sin embargo los porcentajes de mejoria



no pueden ubicarlo en un tratamiento que pueda ser considerado dentro de las primeras
lineas terapéuticas en esta entidad.

Un vehiculo mas apropiado para favorecer la penetracién de medicamentos como el
Imiquimod para areas con un estrato corneo de mayor grosor podria ser una de las opciones
a desarrollar en el futuro, asi como lo representa la creaciéon de nuevas moléculas con
capacidad modificadora de la respuesta inmune. 3

La determinacion de PCR es una técnica util y recientemente estandarizada en
nuestro pais que sirve para la medicion de la expresion de esta familia de receptores. Su
uso permitira realizar estudios de extension en diferentes entidades dermatoldgicas no sélo
de etiologia infecciosa.

Para el médico clinico las novedades en el dmbito de la biologia molecular no
siempre tienen relevancia en la practica actual. Sin embargo el descubrimiento de esta
familia de receptores y los detalles sobre su cascada de sefializacion puede ayudar al
entendimiento de la fisiopatologia de diferentes entidades, por lo tanto pueden ser utilizados
como predictores de la adquisicion de enfermedades y de las probabilidades de respuesta a

un tratamiento.



CONCLUSIONES

e La expresion de receptores tipo Toll 7 y 8 es menor en pacientes
inmunocomprometidos e inmunocompetentes con verrugas vulgares en

comparacién con controles sanos.

e La expresion disminuida los convierte probablemente en una poblaciéon propensa a

la adquisicion del virus.

e Su expresion no mostrd ser de utilidad como predictor de respuesta a tratamiento

con Imiquimod crema al 5%.

e Elimiquimod crema al 5% es un medicamento con baja eficacia en el tratamiento de

verrugas vulgares.



ANEXOS

A. Hoja de consentimiento informado.

B. Hoja de recoleccion de datos.

ANEXO A.

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
CENTRO MEDICO NACIONAL SIGLO XXI.
HOSPITAL DE ESPECIALIDADES
SERVICIO DE DERMATOLOGIA
UNIDAD DE INVESTIGACION MEDICA EN INMUNOQUIMICA

Av. Cuauhtémoc# 330 col. Doctores. México D.F.
Tel. 56 27 69 00 ext. 21 539

“Evaluacion de los niveles de expresion de receptores tipo Toll (TLRs) 7y 8 y carga
viral en piel de pacientes portadores de verrugas vulgares tratados con imiquimod

crema al 5%y su correlacion clinica”.

INVESTIGADORES: Dra. Liliana Serrano Jaén
Dr. Constantino Lépez Macias

Dra. Roxana Torres Sanchez

Nombre del voluntario

No. De afiliacién del IMSS

Voluntario #

Como voluntario adulto se le ha pedido participar en un estudio de investigacion sobre el
tratamiento con imiquimod crema al 5% en verrugas vulgares y las modificaciones en los
niveles de expresion de las moléculas TLR 7 y 8, bajo la direccion de la Dra. Liliana Serrano

Jaén y el Dr. Constantino Lopez Macias, con nimero telefénico 56 27 69 00 ext. 21 539.



Este documento proporcionard informaciéon de fondo sobre las verrugas vulgares y su
tratamiento con imiquimod crema al 5% que esta siendo evaluado en este estudio. El disefio
del estudio e informacion sobre los beneficios potenciales y posibles efectos adversos
también se describen. Finalmente, se describen sus derechos como voluntario.

Por favor, lea completamente esta forma y pregunte cualquier duda que tenga antes de
firmar esta forma de consentimiento.

Informacién sobre Verrugas Vulgares .

Las verrugas vulgares son neoformaciones benignas de la piel, causadas por virus del
papiloma humano (VPH)

Son muy frecuentes y aproximadamente el 22% de la poblacién las puede padecer
en algin momento de su vida, la mayor frecuencia es en la adolescencia.
Existen diversos tratamientos pero la curacién es dificil de alcanzar, debido a las frecuentes

recidivas, por eso se contindian investigando nuevos medicamentos.

Imiguimod crema 5%

Es una amina modificadora de la respuesta inmune con potente efecto antiviral y
actividad antitumoral. EI mecanismo de accion no se conoce exactamente, pero se ha visto
gue estimula el sistema inmunolégico, activa a las células a través de los receptores TLR-7
y 8 involucrados en el reconocimiento en diversos microorganismos que producen
enfermedades infecciosas. El imiquimod que usted recibird se ha utilizado en el tratamiento
de verrugas anogenitales y algunos tipos de cancer de piel con excelentes resultados,
recientemente se ha utilizado en el tratamiento de verrugas vulgares con buenos resultados.

Por esta razon se esta llevando a cabo el presente estudio para entender mejor el
mecanismo de accién de este medicamento al curar a pacientes con verrugas vulgares y

buscar mejores formas para el diagndstico y evaluacién de los tratamientos.

Disefio del estudio

El propdsito de este estudio de investigacion es evaluar la expresion de los TLR 7 y
8 (receptores tipo toll) tanto en pacientes sanos como pacientes inmunosuprimidos que
tengan verrugas vulgares, determinar la efectividad del imiquimod crema al 5% para curar
verrugas vulgares y determinar si los niveles de expresion de las moléculas TLR-7 y 8 se
modifican con dicho tratamiento y si estos marcadores moleculares nos pueden ayudar para

clasificar mejor y dar mejores tratamientos a los pacientes.



El voluntario deberd tener una historia clinica completa, se requerird toma de biopsia

cutanea de piel enferma en la 12 consulta y de piel tratada en la semana 16.

Riesgos potenciales

La toma de biopsia cutdnea es un procedimiento sencillo, rapido y poco doloroso, sin
embargo dado que la tolerancia al dolor es variable, amerita una colocacion en pequefia
cantidad de analgesia local y como cualquier evento quirdrgico puede potencialmente
infectarse o al cerrar dejar una pequefa cicatriz.

El tratamiento con imiquimod crema como efectos adversos puede causar eritema, ardor,

descamacion y/o fisuras en la piel tratada.
En caso de que el voluntario experimente algin sintoma que crea relacionado con el
procedimiento o tratamiento, debera reportar inmediatamente a la Dra. Liliana Serrano Jaén

o la Dra. Roxana Torres Sanchez al teléfono 56 27 69 00 ext. 21 539.

Confidencialidad

Su identidad permanecera confidencial de cualquier publicaciéon que resulte de este

estudio, los expedientes se mantendran confidenciales durante y después del estudio.

Derechos de retiro

El voluntario puede retirarse de esta investigacion en cualquier momento, lo cual no

tendrd ninguna repercusion o coaccion en su tratamiento y atencién medica.

Consentimiento

He leido este documento y he decidido participar voluntariamente en este estudio de
investigacién y he preguntado y recibido respuestas satisfactorias a todas mis preguntas. He
recibido una copia de esta forma y estoy al tanto de que una copia permanecera en los

archivos de este centro hospitalario.



DECLARACION DE CONSENTIMIENTO INFORMADO.

1. Entiendo que el estudio en que estoy participando no pone en riesgo mi salud, ni mi vida.

2. Sé que los riesgos que puedo obtener son razonables con relacién a los beneficios.

3. Este producto ya esta a la venta, en diferentes mercados a nivel mundial desde hace

varios anos.

4. Este producto ha brindado efectividad a las personas que lo han utilizado.

5. Entiendo que el estudio en que voy a participar tendrd una duraciéon de 30 semanas,

durante las cuales acudiré a las citas programadas, para que el dermatoélogo vigile mi

tratamiento.

6. Se que tengo verrugas vulgares, y que se puede aplicar un tratamiento a este

padecimiento.

7. Si llegara a presentarse una complicacién con la aplicacion del medicamento y necesitara

suspenderse, estoy en toda la libertad de hacerlo.

8. Se que con la aplicacion del tratamiento pueden presentarse efectos adversos. Entiendo

gue si durante el estudio se llegaran a presentar efectos adversos como resultado del

tratamiento, el dermatélogo a cargo me proporcionara atencion médica. El proveer este tipo
de atencidén médica no es admision de responsabilidad legal, por parte del dermatdlogo.

9. Entiendo que no debo aplicar ningln otro producto, que no haya sido prescrito por mi

dermatélogo durante el curso del estudio.

10. Toda informacion que concierne a mi persona durante este estudio es absolutamente

confidencial.

11. Estoy conciente de que mi participacion en este estudio es absolutamente voluntaria y

gue estoy en libertad de suspenderlo en cualquier momento.

12. Después de haber leido lo anterior declaro:

a) He sido informado de la naturaleza de este proyecto de estudio y su propdésito; en
conformidad con la Declaracién de Helsinki (1964) y las Enmiendas en Tokio (1975),
Venecia (1983), y Hong Kong (1989), Ley General de Salud y su reglamento para la
investigacién en humanos.

b) Sé que los requerimientos éticos locales han sido satisfechos.

c) Sé que este estudio sera conducido en conformidad con los principios de las Buenas
Practicas Clinicas y los requerimientos regulatorios locales.

d) Mujeres: certifico que no estoy embarazada ni lactando.

Nombre y firma del paciente Nombre y firma del médico




Nombre y firma del testigo Nombre y firma del testigo
ANEXO B.

ESCALA ANALOGA VISUAL.
IMIQUIMOD CREMA al 5%.

Semanas Eritema Edema Erosiones/ Prurito Dolor

ulceraciones

12

16

Valores:

Ninguno =0, leve =+, moderado = ++, severo = +++,

EVALUACION MENSUAL

Semanas Numero de verrugas Tamafio

12

16




IMAGENES

Paciente del Grupo A al inicio del estudio




Semana 16. Sin respuesta al tratamiento

Paciente del grupo A. Foto inicial




Respuesta clinica a las 12 semanas de tratamiento.

Paciente del grupo B, pretratamiento.




Respuesta completa al tratamiento, a las 14 semanas.
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