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DESCRIPCION
Tratamiento para neoplasia intraepitelial anogenital inducida por VPH
Campo de la invencién

[0001] La presente invencion se refiere al campo de la medicina, en particular a las areas de inmuno-modulacién,
inmunoterapia y profilaxis de infecciones por VPH y de enfermedades neoplasicas.

Antecedentes de la invencion

[0002] Las infecciones de tracto anogenital con virus del papiloma humano (VPH) de alto riesgo son muy comunes (1-3),
causando lesiones en, sobre y/o alrededor de las areas del ano, recto, pene, vulva, vagina y cérvix. Afortunadamente, la
mayoria de los sujetos infectados se curan de la infeccion (4; 5). Una infeccion persistente con un VPH de alto riesgo,
principalmente VPH16, puede producir una neoplasia del tracto anogenital, entre las cuales la neoplasia intraepitelial
cervical (NIC) y el cancer cervical son las mas conocidas (6; 7). La infecciéon del VPH 16 también puede producir un
trastorno de piel cronico de a) la vulva conocido como neoplasia intraepitelial vulvar (NIV) (8-10), b) del ano llamado
neoplasia intraepitelial anal (NIA), c) de la vagina designado como NIVA y d) del pene conocido como NIP. A diferencia
de la NIC, que en general se trata eficazmente por erradicacién del area implicada, estas otras enfermedades tienen
una naturaleza cronica con indices de recaida altos después de tratamientos estandar (11-13).

[0003] El uso de modificadores inmunitarios, que producen reacciones inflamatorias, se ha aplicado para el tratamiento
de la NIV. En particular una terapia con Imiquimod se ha presentado como un método alternativo para tratar la NIV.
Quimicamente, el imiquimod es 1-(2-metilpropilo)-1H-imidazo[4,5-c]quinolino-4-amina. Este modificador de respuesta
inmune actua a través de un receptor de tipo Toll 7 del sistema inmunitario innato dando como resultado la secrecién de
una multitud de citoquinas proinflamatorias, entre las cuales se encuentra el interferén. Existen pruebas recientes de
que el imiquimod también posee una actividad directa pro-apoptética contra células tumorales (14-16). La aplicacion
tépica preserva la anatomia y funcion de la vulva, mientras que la extirpacion quirurgica o la ablacién de la piel afectada
puede ser extensiva e implicar el riesgo de desfigurar al paciente y puede producir una morbilidad psicosexual
considerable. Los indices de éxito clinico difieren y se estiman en un 30-87% (17-21).

[0004] Los antigenos precoces E2, E6 y E7 de VPH 16 se encuentran entre las primeras de las proteinas que se
expresan en los epitelios infectados por VPH. Los estudios precedentes sobre una inmunidad de células T especificas al
VPH contra estos antigenos precoces mostraron que la memoria de célula T (IFN-y) de tipo 1 contra los antigenos
precoces se puede detectar en la mayoria de individuos saludables y sexualmente activos, pero es débil o esta ausente
en pacientes con neoplasia cervical inducida por VPH16 (22-24). En combinacién con los informes anteriores que
demuestran que las células T CD4+ tienen una funcién importante en la proteccién contra una infeccién progresiva por
VPH (revisado en 25), los datos sostienen que la respuesta de células T CD4+ de tipo 1 contra los antigenos precoces
del VPH 16 puede tener una funcién importante en la proteccioén contra una enfermedad progresiva inducida por el VPH
16.

[0005] El objetivo de la invencién actual consiste por lo tanto en proporcionar métodos mejorados y medios para el
tratamiento de neoplasias intraepiteliales inducidas de modo viral del tracto ano-genital, tales como NIV, NIC, NIVA, NIP
y NIA.

Resumen de la invencién
[0006] La invencion es tal y como se define en las reivindicaciones.

[0007] La invencion consigue su objetivo mediante el examen para determinar si un sujeto ha desarrollado una
respuesta inmune contra antigenos virales precoces. La presente invencién demuestra un papel decisivo de la
inmunidad de célula T especifica al VPH en el éxito o fracaso del tratamiento con modificadores inmunitarios causantes
de una inflamacién local tales como compuestos activadores de TLR como el imiquimod. La especificacion proporciona
un andlisis detallado con respecto a la magnitud y a la polarizaciéon de citoquina de la respuesta de células T CD4+
especificas al VPH16 en pacientes con una NIV de alto grado. La invencién demuestra que la exposicion crénica del
sistema inmunitario a las proteinas virales del VPH produce la induccion de la inmunidad de células T de interferon
gamma (IFNy) en aproximadamente la mitad de los pacientes. De manera importante, la presencia de estas respuestas
de células T de tipo 1 (IFNy) se asocia con una respuesta favorable clinica al tratamiento con modificadores
inmunitarios, tales como el imiquimod usado en este ejemplo. Las implicaciones de la invencion son que, para poder
realizar un tratamiento eficaz con modificadores inmunitarios causantes de una inflamacién local, se debe determinar
primero una respuesta inmune contra antigenos precoces de VPH. En caso de ausencia de ésta, se puede promover
una respuesta inmune contra antigenos precoces de VPH a través de métodos conocidos en la técnica, con el fin de
obtener resultados 6ptimos de tratamiento con compuestos de modificacion inmunitaria causantes de respuestas
inflamatorias locales. Como se ha demostrado, el uso de modificadores inmunitarios tales como el imiquimod es mucho
menos o para nada eficiente en individuos que no tienen una respuesta de células T CD4+ contra antigenos virales
precoces, por lo que este grupo de sujetos puede ser tratado primero con medicamentos de manera a producir una
respuesta de células T contra antigenos virales. Si no es lo suficientemente exitoso, los individuos refractarios se tratan
preferiblemente con otros medios que pueden ser mas eficientes, tales como una escisién quirdrgica o ablacién de la
piel afectada o medicacion alternativa. Por otra parte, los efectos secundarios negativos del tratamiento con
modificadores inmunitarios causantes de una inflamacién local, tales como, picor, ardor y dolor, se pueden evitar en el
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grupo de individuos donde dichos compuestos y/o composiciones son menos efectivos o incluso inefectivos, debido a la
ausencia de una respuesta inmune contra antigenos virales precoces.

Descripcion detallada de la invenciéon

[0008] La presente invencion provee medios de tratamiento de un sujeto por neutralizacién de una neoplasia
intraepitelial anogenital comprendiendo al menos las etapas que consisten en:

i) determinar si el sujeto tiene una reactividad de células T con respecto a antigenos virales; y

ii) un tratamiento local ulterior de la neoplasia con compuestos de modulaciéon inmunitaria que produce una
inflamacioén local, en un paciente que muestra la reactividad de células T contra antigenos de VPH en la fase i).

[0009] La reactividad de las células T a antigenos virales, en particular a antigenos de VPH, mas particularmente
proteinas E2, E6 y E7 de VPH de tipo de alto riesgo, tales como VPH 16, VPH 18 y VPH 33, se puede determinar en
muestras de sangre y células aisladas de éstas, usando ensayos estandar tales como los que estan descritos en la
seccion de ejemplos de esta especificacion y/o en los ensayos de proliferacién de célula T segun el documento WO
02/070006, ensayos ELISPOT de INFy, ensayos multiplex de citoquinas o ensayos ELISA. En particular se ha
demostrado que una respuesta de célula T CD4+ que produce el IFNy (respuesta de células T de tipo 1) es muy
apropiada para el tratamiento local de neoplasias intraepiteliales de tracto ano-genital con modificadores inmunitarios.
Una respuesta inmune de CD4+ contra antigenos virales precoces o epitopos unidos en moléculas MHC de clase Il es
en particularmente apropiada. Una parte de la invencién es la activacion de células que presentan antigenos
profesionales tales como células dendriticas, macréfagas y células NK, que son utiles para producir una reaccién
inflamatoria local efectiva contra células infectadas virales y/o neoplasias en el area anogenital.

[0010] Una respuesta de célula T citotéxica CD8+, respondiendo a epitopos virales unidos a MHC de clase |, puede
mejorar también una respuesta inmune efectiva contra células infectadas por VPH, en particular en el epitelio
anogenital.

[0011] La respuesta inmune e inflamacion local inducidas aqui, es inducida por un compuesto de modificacién
inmunitaria como se identifica en la reivindicacién 1. Estos compuestos de modificacién inmunitaria son capaces de
inducir una inflamacién local y/o producir una respuesta inflamatoria local.

[0012] Los compuestos de activacién inmunitaria comprenden compuestos tales como Imidazoquinolinas (ejemplos:
Imiquimod y/o R-848/resiquimod), loxoribina (7-allil-8-oxoguanosina) y bropirimina (2-amin-5-allil-8-oxoguanosina), que
han demostrado tener actividades antiviricas y inmuno-estimuladoras potentes y son capaces de inducir citoquinas
proinflamatorias tales como, IFN-a, TNF-a, IL-6 y/o IL-12.

[0013] Otros compuestos que se pueden aplicar para estimular o también mejorar una respuesta inflamatoria local
comprenden quimioquinas y citoquinas que arquean los elementos del trayecto inflamatorio. Los ejemplos son las
interferonas de tipo | (interferén a y B) y las citoquinas, IL-1, TNF-a, IL-6, IL-8 (CXCL8) y IL-12 y/o las quimioquinas
CXCL-1,2,3,7,8,10, 12,13 CCL-2, 3, 4, 5, 11, 18, 20, 27 XCL-1 y CX3CL-1.

[0014] Las composiciones farmacéuticas a utilizar segun la invencion son especialmente adecuadas para el tratamiento
de neoplasias intraepiteliales anogenitales inducidas por infecciones virales, en particular por infecciones producidas por
Virus del Papiloma Humano (VPH), mas particularmente de los tipos de alto riesgo, que comprenden tipos de HPV-16,
18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, y 68. No obstante, también otras infecciones o coinfecciones en estas regiones
epiteliales con (mico)bacterias, hongos y/u otros virus, tales como los virus del herpes (HSV-1 HPV-2), VIH y/o
Citomegalosvirus (CMV), que se deben a una deficiencia del sistema inmunitario para proteger contra éstos, se pueden
tratar adecuadamente por los métodos y los medicamentos segun esta invencién. La invencién es adecuada para tratar
cualquier mamifero (co-)infectado con virus VPH, HSV y CMV, y resulta mas adecuada en seres humanos y/o
pacientes.

[0015] La neoplasia que debe ser tratada segun la presente invencion puede ser cualquier neoplasia inducida por VPH,
preferiblemente en un tejido epitelial, en el area ano-genital y/o tracto ano-genital, comprendiendo la vulva, la vagina, el
cérvix, el pene, el escroto, el ano y el recto. Los trastornos neoplasicos que tratar incluyen la Neoplasia Intraepitelial
Cervical de varios grados (NIC I, Il y lll), Neoplasias Intraepiteliales Vulvares de varios grados (NIV I, Il y lll) y
neoplasias intraepiteliales vaginales (NIVa) y neoplasia anal intraepitelial (NAI). Los sujetos masculinos, que también
sufren de neoplasias virales inducidas en el area y/o tracto ano-genital, tal como pero sin limitarse a éstas, neoplasia
intraepitelial del pene (NIP) y neoplasia anal intraepitelial (NAI), se pueden tratar segun esta invencion.

[0016] En una forma de realizacion particularmente preferida, la presente invencién comprende una etapa para incitar
(de novo) o mejorar una respuesta inmune (ya existente) contra una infeccion viral. Se ha demostrado que una
respuesta de célula T, y en particular una respuesta de célula T CD4+, es particularmente ventajosa para esta
invencién. Por consiguiente, tal respuesta de célula T, puede ser generada, acelerada, prolongada o mejorada a través
de varios métodos conocidos en la técnica de inmunologia y vacunacion. Una respuesta inmune se puede promover o
incrementar contra uno o mas antigenos virales, en particular VPH, antigenos precoces, aunque los antigenos de otros
virus y antigenos (mico)bacterianos también se pueden utilizar o incluso combinar. Se prefiere particularmente el uso de
uno o mas antigenos precoces de VPH seleccionados a partir de las proteinas tempranas de VPH, E2, E6 y E7 de tipos
de alto riesgo. Muchos epitopos CTL y auxiliares T, capaces de inducir respuestas de célula T por ensayos ELISPOT
con IFNy han sido identificados por los presentes inventores (WO 02/070006). Se prefiere el uso de péptidos de longitud
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especifica, lo suficientemente largos para evitar una union directa en la ranura MIIC. Unos péptidos mas largos,
preferiblemente mas largos que aproximadamente 12, mas preferiblemente, aproximadamente 15, 18, y aiun mas
preferiblemente desde 22 hasta 45 aminoacidos, requieren un tratamiento y son lo suficientemente largos como para ser
tomados y procesados internamente por células que presentan antigenos profesionales, tales como células dendriticas.
El epitopo preferido comprendiendo péptidos de la proteina VPH16 E7 comprende extensiones de aminoacido 1-22 31-
52, 41-62, 43-77, 51-72 y 77-98 de SEC ID N° 1. Un epitomo preferido comprendiendo péptidos de la proteina VPH16
E2 comprende extensiones de aminoacidos 31-75, 91-120, 151-195, 271-300, 286-315, 301-330, 316-345 y 331-365 de
SEC ID N° 2. Un epitopo preferido comprendiendo péptidos, de la proteina VPH16 E6 comprenden extensiones de
aminoacido 31-52, 81-102, 91-112, 111-132, 121-158 y 131-1S2 de SEC ID N° 3. La seleccién de péptidos y epitopos
virales adecuados comprendidos ahi no depende del tipo de HLA del sujeto a tratar sino, entre otros factores, de las
infecciones virales particulares de las que es portador. El experto en la materia podra encontrar facilmente y sustituir las
extensiones de aminoacido de estos péptidos VPH16, para los péptidos correspondientes a partir de otros tipos de VPH
de alto riesgo y altamente homdélogos.

[0017] La administracién de antigenos virales para obtener una respuesta de célula T, en particular una respuesta de
célula T CD4+, se puede combinar con la administracién del receptor CD40 y/o agonistas receptores 4-1-BB. Estos
pueden ser anticuerpos (agonisticos) de manera a mejorar y/o prolongar una respuesta inmune de vacunacion peptidica
por la activacion de células dendriticas, que ayudaran en la construccion de una respuesta inflamatoria local.

[0018] Tipicamente antes o después de determinar si la respuesta de célula T CD4+ contra antigenos virales esta
presente, el tratamiento de sujetos con trastornos intraepiteliales del tracto ano-genital segin la invencién puede
consistir en una primera administracién de antigenos. Puede por ejemplo comprender una inyeccién con uno o mas
antigenos de alto riesgo E2, E6 y/o E7 de VPH, comprendiendo preferiblemente péptidos con epitopos como se ha
descrito anteriormente, que puedan ser administrados solos o bien en distintas composiciones farmacéuticas
componiendo varios adyuvantes conocidos per se. Preferiblemente se usa un esquema de vacunacion que produce una
fuerte respuesta de células T especifica de antigenos precoces de VPH, preferiblemente de células T CD4+ de tipo 1,
que se asocian particularmente a la produccién especifica de antigenos y de interferdn-y. Los esquemas de vacunacion
y el uso de adyuvantes se conocen en la técnica y estan disponibles facilmente a través de la bibliografia publicada en
la base de datos online PubMed y puede encontrarse también por ejemplo en Current Protocols in Immunology, Wiley
Interscience 2004. En el valor maximo de la respuesta de células T, comprendiendo una fuerte respuesta de células T
CD4+, que generalmente es de aproximadamente 1 a 2 semanas (pero no limitado a este periodo) después de la ultima
vacunacion, el agente o los agentes de modificacion inmunitaria se aplican localmente en o sobre las lesiones a tratar.
El agente de modificacion inmunitaria, preferiblemente un agente que induce la inflamacién tal como descrito
anteriormente se puede aplicar tépicamente por varios métodos conocidos por el médico experto. Esto se puede
efectuar por ejemplo usando una pomada o crema, o por aplicacion con parches transdérmicos o puede ser inyectado
en o alrededor de o cerca de la lesion intraepitelial a tratar. En intervalos regulares el agente inmunitario modificador se
aplica localmente para sostener la inflamacion local hasta que la lesion haya desaparecido. Opcionalmente, las dosis de
refuerzo de los antigenos virales se pueden administrar durante este tratamiento para prolongar o mejorar la respuesta
de las células T y mejorar el resultado clinico del tratamiento. Alternativamente, la aplicacion local de agentes de
modificacién inmunitaria o preferiblemente de induccién de inflamacion, precede y/o se desarrolla durante y/o después
de los procesos de inmunizacion/vacunacion.

[0019] La presente solicitud describe también medicamentos nuevos para su uso en el método de tratamiento segun
esta invencién. La formulacion de medicamentos, vias de administracién y el uso de excipientes farmacéuticamente
aceptables son habituales y se conocen en la técnica y se describen por ejemplo en Remington; The Science and
Practice of Pharmacy, 21nd Edition 2005, University of Sciences in Philadelfia. Las composiciones farmacéuticas y
medicamentos de la invencion pueden asi comprender ligantes tales como la lactosa, celulosa y derivados de éstos,
polivinilpirrolidona (PVP), humectantes, promotores de desintegracion, lubricantes, desintegrantes, almidén y derivados
de éstos, solubilizantes de azlcar, adyuvantes estimuladores inmunitarios u otros excipientes. La invencion provee
métodos y medios para formular y producir nuevos medicamentos y/o formulaciones farmacéuticas para el tratamiento
de neoplasias intraepiteliales anogenitales y/o infecciones de estas epiteliales en sujetos que tienen un resultado
positivo en una respuesta de células T contra antigenos virales tales como antigenos de VPH, CMV y HSV, en particular
antigenos precoces de VPH de alto riesgo. Estos medicamentos comprenden como componente activo un compuesto
de modulacién inmunolégica, capaz de inducir una respuesta inflamatoria local, tal como identificado en la reivindicacion
1, que es extremadamente adecuado para su uso en composiciones farmacéuticas y medicamentos segun la invencion.

[0020] Estos compuestos son Imidazoquinolinas (por ejemplo Imiquimod y/o R-848/resiquimod), loxoribina (de 7 alil-8-
oxoguanosina), bropirimina (2-amin-5-alil-8-oxoguanosina) y derivados y analogos de éstas.

[0021] Una composicion farmacéutica a utilizar segun la invencién puede comprender opcionalmente uno o mas
compuestos capaces de estimular adicionalemente una respuesta inflamatoria local, tales como quimioquinas y
citoquinas que son parte de la trayectoria o cascada inflamatoria. Unos ejemplos son el uso de interferones de tipo 1 (a
y B) y las citoquinas IL-1, de TNF-a, IL-6, IL-8 (CXCL8) y IL-12 o las quimioquinas CXCLA1, 2, 3, 7, 8, 10, 12, 13 CCL2, 3,
4,5, 11, 18, 20, 27 XCL-1 y CX3CL1. Ademas, las sustancias y los compuestos capaces de producir una estimulacién
de estas citoquinas y quimioquinas in situ también se pueden mezclar de forma apropiada en las composiciones
farmacéuticas y medicamentos de esta invencion.

[0022] También se describe un conjunto de partes, comprendiendo preferiblemente al menos uno o mas componentes
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seleccionados a partir de:
un agente de modificacién inmunitaria, preferiblemente un agente para inducir la inflamacion,

un compuesto o una composicion comprendiendo quimioquinas y/o citoquinas capaz de estimular
adicionalmente una respuesta inflamatoria local,

una vacuna del VPH comprendiendo péptidos derivados del VPH, y/o
péptidos y reactivos del VPH para la deteccion de una respuesta inmune celular contra el VPH.
Definiciones

[0023] La neoplasia intraepitelial es un crecimiento celular precanceroso, un sinénimo de la displasia. La Neoplasia
Intraepitelial Cervical (abreviado "NIC") es una condicidon cervical provocada por virus sexualmente transmisibles tales
como el Virus del Papiloma Humano de alto o bajo riesgo. EI NIC también se llama Displasia Cervical. EI NIC se
clasifica como |, 1l o lll segun su gravedad. Se considera que es una anomalia precancerosa. La forma mas leve, NIC |
raramente se transforma en cancer. Las formas mas graves, NIC Il y NIC Ill pueden desarrollarse en malignidades si no
se tratan adecuadamente. La Neoplasia Intraepitelial Vulvar (NIV) es la presencia de células anormales en la piel vulvar.
Esto puede ocurrir en un area o en diferentes areas de la piel vulvar al mismo tiempo. La NIV evoluciona también en
tres grados o fases diferentes de gravedad, similares a la NIC. La NIVa se identifica como neoplasia intraepitelial vaginal
y es la neoplasia analoga de la vagina.

[0024] Las formas masculinas de neoplasias intraepiteliales comprenden la neoplasia intraepitelial de pene (NIP). La
neoplasia intraepitelial de pene es una enfermedad precancerosa rara de la capa de piel (epidermis) externa del pene.
También se denomina Eritroplasia de Queyrat, enfermedad de Bowen del pene, carcinoma de célula escamosa in situ
del pene o N.I.P.. Las lesiones aparecen normalmente en el glande o aspecto interno del prepucio y casi siempre se
detectan en hombres no circuncisos. Si no se trata, el 10 a 30% de los casos evolucionan en carcinoma (cancer) de
célula escamosa invasiva del pene. Los hombres no circuncisos mayores de 50 afios tienen mas riesgo de contraer
Neoplasia intraepitelial de pene, y es raro que ocurra en hombres mas jovenes. La neoplasia intraepitelial de pene se
asocia con una infeccion cronica al Virus del Papiloma Humano (VPH), la causa de verrugas genitales, y supresion
inmunitaria por medicamentos o enfermedades.

[0025] La neoplasia anal intraepitelial (NAI) se produce tanto en hombres como en mujeres y se cree que es un
precursor de cancer de célula escamosa anal. Su incidencia estd aumentando en grupos de alto riesgo, particularmente
aquellos infectados con el virus de inmunodeficiencia humana (VIH). La etiologia de la NAI se vincula intrincadamente
con los virus del papiloma humano, aunque no se excluye la infeccion o coinfeccién por otros virus. Aun no existe
ninguna gestion estadndar para la NAIl y se debe principalmente a las dificultades en el diagnostico como en el
tratamiento. Se ha probado una variedad de opciones de tratamiento con logros variables. La cirugia se asocia a una
recurrencia significante, particularmente en pacientes VIH positivos.

[0026] La neoplasia intraepitelial también se refiere a lesiones intraepiteliales escamosas, para las cuales se distinguen
formas de alto y bajo grado, analogos a la fase | de NIV, NIC, NIP, NIVa o NIA o fases Il - |l respectivamente.

Leyendas de figuras
Figura 1

[0027] A, unas células mononucleares periféricas de sangre recién aisladas de 20 pacientes con NIV de alto grado
asociada al VPH16 fueron evaluadas en ensayos de proliferacién a corto plazo usando un conjunto completo de
depésitos de péptidos de VPH16 derivados de E2, E6, y E7. Las respuestas fueron positivas cuando la proliferacion
(cpm) de =6 de 8 pocillos de prueba superaba la proliferacién media + 3x SD de los pocillos de control (s6lo medianos),
y el indice de estimulacion medio de todos los pocillos de prueba con respecto a los pocillos de control era = 3. La
mezcla de respuestas de memoria (MRM), que consiste en una mezcla de antigenos de memoria, se usé en forma de
control positivo. Se indican los indices de estimulacion de respuestas positivas.

[0028] B, los sobrenadantes de las respuestas proliferativas positivas indicadas en A fueron analizados para determinar
la presencia de IFNy, factor a de necrosis tumoral, IL-2, IL-4, IL-5, y IL-10 por citometria de flujo. El modelo indicado se
usa para las seis citoquinas medidas; un cuadrado relleno representa la produccion de citoquinas especifica para
antigenos. Los valores de corte se basaban en las curvas estandar de las distintas citoquinas (50 pg/ml para IFNy y 10
pg/ml para las citoquinas restantes). La produccion de citoquinas especifica para antigenos fue definida como una
concentracion de citoquina superior al nivel de corte y >2x la concentracién del control medio.

Figura 2

[0029] Ay B, las respuestas de células T especificas 16 del virus del papiloma humano para la produccion de IFNy en 2
pacientes representativos con una NIV de alto grado (#2, izquierda y 10, derecha). Las respuestas de células T se
muestran en la semana 0 (antes del tratamiento con imiquimod), en la semana 8 (durante el tratamiento de imiquimod) y
en la semana 16 (después del tratamiento imiquimod). La aplicacién local de crema con un contenido de 5% de
imiquimod no produce una mejora sistémica de respuestas de células T especificas de VPH16. Se observa que la
magnitud de las respuestas de células T varia ligeramente en distintos puntos temporales. Se representa el promedio de
numero de manchas y SE inducidos por el control de medio o los péptidos presentes en los depésitos E2, E6 y E7 por
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100,000 PBMC. En forma de control positivo, se utilizé la mezcla de respuestas de memoria (MRM). C y D, pacientes
con respuestas preexistentes de tipo 1 auxiliar T especificas del VPH16 muestran respuestas clinicas objetivas después
del tratamiento con imiquimod. Se expone un ejemplo tipico. C, lesion de NIV3 demostrada por biopsia de paciente #5
antes del tratamiento con imiquimod; D, la misma area vulvar de paciente #5 después de 16 semanas de tratamiento.

Figura 3

[0030] Reactividad de IgG e IgA frente a VLPs de VPH 16 con el tiempo en 17 pacientes con NIV3 tratados con
imiquimod. Al menos dos muestras de suero fueron probadas en cada paciente. Las respuestas serologicas se
muestran en la semana 0 (antes del tratamiento con imiquimod), en la semana 8 (durante el tratamiento con imiquimod)
y en la semana 16 (después del tratamiento con imiquimod). Los valores OD se representan como medios + SD de
respuestas positivas. Los valores OD fueron calculados sustrayendo el valor de respuestas de fondo y el valor OD
medio de los sueros para nifios.

Ejemplos
Métodos y materiales
Pacientes

[0031] Veintinueve mujeres con NIV de alto grado (intervalo de edad, 24-73 afios; edad media, 47 afios) fueron
solicitadas por los departamentos de ginecologia del Centro Médico Académico, y del Centro Médico de la Universidad
Erasmus y de Leiden, Paises Bajos. En un promedio, estos pacientes fueron diagnosticados con NIV3 de 5 a 4 afios
antes de formar parte del estudio (intervalo de 6 meses a 15 afios). Dieciocho mujeres fueron sometidas a tratamientos
previos para la NIV3 (escision quirlrgica, terapia con laser o tratamiento con imiquimod (#21, 24, 27)) antes de
participar al estudio.

[0032] Diecisiete de estos 29 sujetos (edad de 29 a 60 afios, media de 43 afios) fueron tratados experimentalmente con
una crema a base de 5% de imiquimod. Se pidié a los pacientes que se aplicaran la crema en las areas afectadas de la
vulva dos veces a la semana por la noche durante un periodo maximo de 16 semanas. Para analizar el efecto de
tratamiento con imiquimod en la respuesta inmune especifica contra el VPH16, recogimos muestras de sangre y de
suero en serie antes de iniciar el tratamiento con imiquimod (T=0), después de 8 semanas de tratamiento (T=8), y al
finalizar el tratamiento (T=16). Las lesiones vulvares fueron determinadas desde el inicio por medicion directa y registros
fotograficos, y después de 8 y 16 semanas de tratamiento. Las respuestas clinicas se definieron en forma de respuesta
completa (RC), una respuesta parcial de tipo 1 (PR1), tal y como se define por una reduccion en el diametro de la lesion
de 76-99%, una respuesta parcial de tipo 2 (PR2), tal como definida por una reduccién del didmetro de lesién de 26 a
75%, o ninguna respuesta clinica.

[0033] Unas células madre de sangre periférica de 20 de 29 mujeres (CMSPs) fueron aisladas y usadas directamente
para analizar la reactividad de células T proliferativas especificas de VPH16. De estas 20 mujeres, 8 pacientes
participaron también en el estudio con imiquimod. En 6 casos la sangre fue extraida 3 meses (#1), 4 meses (#10), 10
meses (#5) hasta mas de 1 afio (#12, 13 y 15) después del final del estudio con imiquimod, en los otros 2 casos (# 2, 4)
la sangre fue extraida en las 4 semanas después del inicio del tratamiento. El suero fue recogido para estudiar la
presencia de la particula de tipo virus (VLP) de anticuerpos especificos L1.

Todos los sujetos fueron identificados para determinar el tipo de VPH por GP5+/6+ PRC seguido de un analisis de Blot
de linea reversa tal y como se describié previamente (26). El disefio del estudio fue aprobado por los Medical Ethical
Committees y todas las mujeres dieron su consentimiento informado por escrito.

Antigenos

[0034] Un conjunto de péptidos que implica todas las proteinas del VPH 16, E2, E6 y E7 se utilizd para los ensayos de
proliferacién de células T. Los péptidos E2 consistian en veintidés péptidos 30-mer con una superposicion de
aminoacidos 15 y péptidos de extremo COOH con una longitud de 35 aminoacidos. Para los ensayos de proliferacion de
células T, los péptidos E2, péptidos 32-mer de proteina EG6, y el péptido 35-mer de la proteina E7 con una superposiciéon
de 14 aminoacidos se usaron en depésitos de dos péptidos por depbsito. Para los ensayos ELISPOT de deteccién de
IFNy, los péptidos utilizados incluian la proteina del VPH 16, E2, E6 y E y consistian en las regiones mas
inmunogénicas de los péptidos (22) E2 30-mer y quince E6 y nueve E7 de superposicion de péptidos 22-mer. Los
péptidos se sintetizaron y se disolvieron tal como descrito anteriormente (27). Los depdsitos de péptidos se indican por
el primer y ultimo aminoacido de la region en la proteina recubierta por los dos péptidos (por ejemplo, E21-45, residuos
1-30 y 16-45). En forma de control positivo se utiliz6 la mezcla de respuestas de memoria (MRM), que consiste en una
mezcla de toxoide tetanico (en concentracion final de 0.75 limus flocculentius/ml; Instituto Nacional de Salud Publica y
Medio Ambiente en Bilthoven, Paises Bajos), sonicacibn de mycobacterium tuberculosis (2.5ug/ml; donado
generosamente por el Dr. P. Klatser, Instituto Real Tropical de Amsterdam, Paises Bajos) y de Candida albicans
(0.005%, HAL Allergenen Lab. Haarlem, el Paises Bajos).

Ensayo de proliferacion de células T a corto plazo

[0035] Las PBMCs recién aisladas se incubaron con 12 depoésitos de péptidos 30-mer derivados de VPH 16 E2, 4
depésitos de péptidos 32-mer de E6, y 2 depdsitos de péptidos 35-mer de E7 (cada agrupaciéon consistia en dos
péptidos superpuestos). Las PBMCs fueron sembradas en una densidad de 1.5 x 105 células/pocillo en una placa de
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fondo en forma de U con 96 pocillos (Costar, Cambridge, MA) en 125 pl de Iscove medio (Bio Whittaker) suplementado
con 10% de suero autélogo. Los péptidos del VPH16 derivados de E2, E6, y E7 fueron afiadidos a una concentracion de
10 pg/ml/péptido. El medio solo fue tomado como control negativo, y la MRM (dilucién, 1: 50) se usé como control
positivo. Para cada depésito de péptidos, ocho microcultivos paralelos fueron incubados. Se tomaron cincuenta pl de
sobrenadante de los microcultivos el 6° dia después de la incubacién y se almacenaron a -20°C hasta el analisis de
citoquina. La proliferacién especifica de péptidos se midié el 7° dia por incorporaciéon de [3H]-timidina. Los cultivos
resultaron ser positivos cuando la proliferacion de = 75% de los pocillos de prueba excedia la proliferacién de promedio
+3 x SD de los pocillos de control que contenian el medio solo, y el indice de estimulacién, definido como el promedio
de todos los pocillos de prueba divididos por el promedio de los pocillos de control, era = 3(22).

Analisis de citocinas asociado a respuestas proliferativas especificas del VPH16

[0036] La deteccioén de citoquinas en los sobrenadantes de los ensayos de proliferacién a corto plazo se realizdé usando
la citometria de flujo (CBA) (Becton Dickinson). Esta técnica permite la deteccién simultanea de seis citoquinas IFNy
diferentes Th1 y Th2, factor a de necrosis tumoral, interleuquina (IL)-2, IL-4, IL-5, y IL-10. La CBA se realizé segun las
instrucciones del fabricante. Los valores de corte se basaban en las curvas estandar de las diferentes citoquinas (100
pg/ml para IFNy y 10 pg/ml para las citoquinas restantes). La produccién de citoquina especifica para antigenos se
defini6 como una concentracion de citoquinas superior al nivel de corte y > 2x la concentracion del medio de control (23;
28).

Anadlisis de reactividad de células T especificas del VPH16 por ELISPOT de IFNy

[0037] EI namero de IFNy que producen células T especificas del VPH, presente en la sangre periférica de los 17
pacientes tratados con imiquimod, fueron cuantificados usando ELISPOT que se llevé a cabo tal y como se ha descrito
previamente (29; 30). En resumen, las PBMC se descongelaron, se lavaron y se sembraron en una densidad de 2x106
células por pocillo de placa de 14 pocillos (Costar, Cambridge, MA) en 1ml de IMDM (Bio Whittaker, Verviers, Bélgica)
enriquecida con 10% de suero humano AB, en presencia o ausencia de los depésitos de péptidos del VPH 16, E2, E6 y
E7 indicados. Los péptidos se usaron en depoésitos de 4-5 péptidos en una concentracion de 5ug/m/péptido. Los
péptidos, como indicados en su primer y uUltimo aminoacido en la proteina, se usaron en los siguientes depositos: E2-I:
1-30, 16-45, 31-60, 46-75 E2-1I: 61-90, 76-105, 91-120, 106-135 E2-11l: 121-150, 136-165, 151-180, 166-195 E2-IV: 271-
300, 286-315, 301-330, 316-345, 331-365 E6-I: 1-22, 11-32, 21-42, 31-52 E6-Il: 41-62, 51-72, 61-82, 71-92 E6-IIl: 81-
102, 91-112, 101-122, 111-132 E6-1V: 111-132, 121-142, 131-152, 137-158 E7-I: 1-22, 11-32, 21-42, 31-52 E7-ll: 41-62
72, 61-82, 71-92, 77-98. Los 4 dias siguientes de incubacion a 37 °C, las PBMC fueron recolectadas, lavadas, y
sembradas en cuatro pocillos de réplica en una densidad de 105 células por pocillo en 100ul de IMDM enriquecido con
10% de FCS en una placa Multiscreen de 96 pocillos (Millipore, Etten-Leur, Paises Bajos) revestido con un anticuerpo
captor de IFNy (Mabtech AB, Nacha, Suecia). Otras incubaciones de anticuerpos y el desarrollo de ELISPOT se
realizaron segun las instrucciones del fabricante (Mabtech). Las manchas se contaron con un sistema de analisis
totalmente automatizado de video e imagenes asistido por ordenador (Bio Sys). Las manchas especificas se calcularon
por sustraccion del numero de manchas de promedio + 2xSD del control de medio de los nimeros de manchas de
promedio en pocillos experimentales a condicién de que el nUmero de manchas de promedio de los pocillos de control
de medio sea <10 o bien >10 con una desviacién estandar <20% del promedio. Se consideré que las frecuencias de las
células T especificas de antigenos aumentaban cuando las frecuencias de células T especificas eran 21/10,000 y al
menos 22x de fondo. (30). El numero de fondo de manchas era de 2,6 + 2,2 (promedio + SD), con una excepcién (#23,
51 £ 10 manchas).

ELISA de VLP VPH16

[0038] Para detectar anticuerpos especificos frente al VPH16 en suero, utilizamos el método ELISA descrito
previamente por Kirnbauer et al (31). Cada muestra de suero fue evaluada para determinar la reactividad contra
particulas de tipo virus VPH 16 (VLP, capsidas expresadas en baculovirus comprendiendo la proteina L1) y contra
capsidas de papilomavirus bovino (PVB), éstas ultimas fueron frenadas en su desarrollo por un tratamiento con 0.1M de
tampén carbonato en forma de control negativo. Ambos VLP y PVB fueron proporcionados amablemente por el Prof. Dr.
J. Dillner (Universidad de LUNDS, Suecia). Los pacientes fueron evaluados para determinar ambos IgG e IgA
especificos al VPH16. Un conjunto de sueros de nifios en buena salud (n=8, edad media 7.3 afios, intervalo 4.3-14.1
afios) fueron evaluados para determinar la reactividad de fondo. Para respuestas de tipo IgG de VPH16 L1-VLP se usé
un valor OD de corte de 0.230 (OD de promedio=0.060 intervalo -0.056 a 0.150; promedio + 2 veces la desviacion tipica
=0.230). Para respuestas de tipo IgA, se utilizd6 un corte de OD=0.215 (OD de promedio =0.189; intervalo 0.171 a
0.205).

Analisis estadistico

[0039] El andlisis estadistico del respuestas proliferativas especificas de VPH16 asociado a la produccion de citoquina
se realizd usando una prueba exacta Fisher. La prueba exacta de Fisher (2 colas) se utilizd para analizar la inmunidad
especifica contra el VPH con respecto a la respuesta clinica al tratamiento con imiquimod. Los analisis especificos se
realizaron usando el Graphpad Instat Software (versién 3.0).

Ejemplo 1

[0040] Las respuestas humorales y celulares especificas contra el VPH16 en pacientes con un alto grado de NIV forman
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un unico aspecto de enfermedad inducida por VPH ya que los pacientes se tratan con frecuencia, pero la infecciéon
persiste a menudo. El VPH-16 se descubre casi siempre. Para obtener un entendimiento mas profundo de la respuesta
de células T CD4+ contra el VPH116 en la NIV, realizamos un grafico de la magnitud, especificidad y funcionalidad de
las respuestas especificas de células T proliferativas del VPH16, E2, E6 y E7 en un grupo de 20 mujeres con NIV de
alto grado asociada al VPH16.

[0041] Las PBMC aisladas de pacientes con NIV fueron estimuladas con péptidos derivados de proteinas de VPH16,
E2, E6 y E7 asi como con una mezcla de antigenos de memoria comunes (MRM), en un ensayo de proliferacion a corto
plazo. Hemos visto previamente que este ensayo se orienta hacia la deteccion de respuestas de células T CD4+ (23).
Las respuestas de células T proliferativas especificas de VPH16 contra E2 y/o E6 se detectaron en 10/20 pacientes
(Fig. 1A). Las respuestas especificas de E7 se detectaron en 5/20 sujetos. El analisis de los sobrenadantes de estos
cultivos de células T para detectar la presencia de citoquinas de tipo 1 y de tipo 2 revel6 la secrecion de la citoquina Th1
IFNy en 8/20 pacientes. En algunos de los pacientes la produccion de TNF-qa, IL-5 y IL-10 se detectd ocasionalmente
(Fig. 1B). Aunque la frecuencia global de respuestas proliferativas es similar cuando se compara con la que se encontré
previamente en pacientes con cancer cervical, el nimero de pacientes con respuestas de células T especificas de VPH
asociada al IFNy en estos pacientes con NIV era mas alto (8/20 versus 4/17, respectivamente (23)).

[0042] Ademas de la inmunidad de células T, la respuesta humoral al VPH16 se midié en 28 pacientes con NIV por
ELISA usando VPH16 L1-VLP como antigeno. Globalmente, los anticuerpos I1gG e IgA del VPH16 L1-VLP se detectaron
en 25 sujetos de 28 (89%) y 13 sujetos de 28 (46%), respectivamente (Tabla 1). En base a los valores OD, la respuesta
IgG especifica al VPH16 L1-VLP excedia la de IgA (tabla 1). En general, las respuestas de IgA especificas frente al
VPH16 se detectaron cuando los pacientes mostraban niveles relativamente altos de 19G especificos al VPH16. Si los
valores OD de IgG eran 20.5, 11/19 (58%) de las muestras contenian IgA especificos al VPH16 L1, mientras que en
niveles de IgG < 0.5 sélo 2/9 de las muestras eran seropositivas para IgA.

[0043] En conclusion, la inmunidad humoral especifica al VPH16 L1 se detectd en la gran mayoria de los pacientes,
mientras que se detect6 la reactividad de las células T de tipo 1 asociadas al IFNy especificas al VPH16, E2-, E6 y/o E7
en aproximadamente la mitad de los pacientes evaluados.

Ejemplo 2

La inmunidad especifica del VPH16 se asocia con un tratamiento inmunomodulador de respuesta clinica mas favorable
con Imiquimod

[0044] Nuestro analisis de proliferacion especifica de VPH16 indica que un alto nimero de respuestas de células T
proliferativas se asocia con la produccion de IFNy. Para examinar la funcién de estas respuestas especificas de VPH16
de célula T de tipo 1 con respecto al éxito o fracaso del tratamiento con el inmunomodulador imiquimod, estudiamos
esta respuesta inmunitaria en un grupo de pacientes con un alto grado de VPH16+ NIV. Las PBMC se aislaron antes
(T=0), durante (T=8), y después (T=16) del tratamiento, y se almacenaron en nitrdgeno liquido. La reactividad de células
T especificas al VPH contra los péptidos de VPH16, E2, E6 y E7 se analiz6 por ELISPOT de IFNy. Este es un método
sensible para el analisis de reactividad de células T de tipo 1 especificas de antigenos en material congelado (32; 33).
Tres de estos pacientes fueron tratados con imiquimod un afio antes de su inclusién en nuestro estudio (Tabla 2, # 21,
24 y 27). De estos 17 pacientes, 15 eran VPH16 positivos. Las respuestas preexistentes de células T asociadas al IFNy
(T=0) se detectaron en 8 de 15 pacientes por ELISPOT de IFNy. En 5/15 pacientes, se detectd la reactividad de células
T especificas al VPH16 contra E2, mientras que 4/15 pacientes desarrollaron una respuesta contra E6 (Tabla 2).
Ninguno de estos pacientes mostré tener respuestas de células T preexistentes contra el VPH16 E7. En 2 casos la
muestra T=0 no estaba disponible y se muestra la reaccién en PBMC de T=8 (Tabla 2, #1 y 22).

[0045] A pesar de que para algunos pacientes no estaba disponible una de las dos muestras de seguimiento (#5, 13, 27,
28), estaba claro que no podriamos detectar una influencia directa de imiquimod en los numeros de células T
especificas al VPH. En ninguno de los pacientes se detectdé un aumento evidente de células T especificas al VPH16
durante el tratamiento con imiquimod (Fig. 2ab). En algunos casos, los pacientes ya habian sido tratado con un
tratamiento a base de imiquimod antes de este estudio, pero incluso con este tratamiento repetido no se obtuvo un
aumento de células T especificas al VPH 16 (Tabla 2; #21 y 24). Ademas, la respuesta de IgG e IgA especifica para el
VPH16 VLP no cambiaba mucho cuando pacientes eran tratados con imiquimod (Figura 3).

[0046] Trece de las 17 mujeres tratadas (76%) mostraron una respuesta clinica manifiesta al tratamiento con imiquimod
tal como indicado con un 76-100% de reduccion del tamafio de su lesion (CR o PR1, Tabla 2 y Fig. 2cd). Tres pacientes
no mostraron ninguna reduccion del tamafio del area afectada de la enfermedad vulvar, y una mujer mostrd solo una
mejora minima durante el tratamiento.

[0047] De manera importante, cuando el grupo de pacientes VPH16+ (n=15) fue dividido en pacientes con o sin una
respuesta inmunitaria Th1 especifica frente al VPH, los 8 pacientes con una respuesta inmunitaria especifica frente al
VPH mostraron una respuesta clinica completa o casi completa (RC o PR1) a lo largo del tratamiento con imiquimod
(Tabla 2). En cambio, los pacientes sin respuesta inmunitaria especifica frente al VPH no demostraron una tal mejora
clinica (p = 0.03, prueba exacta de Fisher de 2 colas).

[0048] En conjunto, la exposicién crénica a antigenos virales puede provocar una inmunidad de células T CD4+ de tipo
1 contra los antigenos precoces E2, E6 y E7 de VPH16 en pacientes con NIV3. La presencia de estas células Th1
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especificas de VPH16 como se detecté por ELISPOT de IFNy, aunque no sea esencial para la regresion inducida por
imiquimod de lesiones de NIV, aumenta la probabilidad de obtener una respuesta clinica fuerte. La presencia de
reactividad humoral especifica de L1 no estaba correlacionada con regresiones inducidas por imiquimod.
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REIVINDICACIONES

Compuesto de modificacion inmunitaria seleccionado en el grupo que consiste en Imiquimod, Rsss
/Resiquimod, Loxoribina y Bropirimina para su uso en el tratamiento de una neoplasia intraepitelial anogenital
en un sujeto donde dicho compuesto de modificacién inmunitaria es capaz de inducir una inflamacién local en
un sujeto que tiene una respuesta de células T CD4+ contra un antigeno viral precoz de VPH.

Compuesto de modificacion inmunitaria seleccionado en el grupo que consiste en Imiquimod, Rsss
/Resiquimod, Loxoribina y Bropirimina para un uso segun la reivindicacion 1, donde el antigeno precoz es un
antigeno E2, E6 o E7 de VPH.

Compuesto de modificacion inmunitaria seleccionado en el grupo que consiste en Imiquimod, Ress
/Resiquimod, Loxoribina y Bropirimina para un uso segun la reivindicacion 1 o 2, donde la neoplasia es un
Neoplasia Intraepitelial Vulvar (NIV).

Compuesto de modificacion inmunitaria seleccionado en el grupo que consiste en Imiquimod, Rsss
/Resiquimod, Loxoribina y Bropirimina para un uso segun la reivindicacién 1-3, donde el tratamiento comprende
también un(os) compuesto(s) implicado(s) directamente en la via inflamatoria seleccionado(s) en el grupo que
consiste en un(s) interferén(s), una(s) citoquina(s) y una(s) quimioquina(s).

Compuesto de modificacion inmunitaria seleccionado en el grupo que consiste en Imiquimod, Rsss
/Resiquimod, Loxoribina y Bropirimina para su uso segun todas las reivindicaciones precedentes, donde la
respuesta detectable de células T CD4+ contra un(os) antigeno(s) precoz(ces) de VPH es el resultado de una
administracion previa o simultanea de dicho antigeno al sujeto.

Compuesto de modificacion inmunitaria seleccionado en el grupo que consiste en Imiquimod, Rsss
/Resiquimod, Loxoribina y Bropirimina para su uso segun la reivindicacién 5, donde la inmunizacion previa o
simultdnea se hacia/hace con un(os) péptido(s) de 12 a 45 aminoacidos de longitud, que comprende un
antigeno precoz de VPH de proteinas E2, E6 o E7 de VPH.

Compuesto de modificacion inmunitaria seleccionado en el grupo que consiste en Imiquimod, Rsss
/Resiquimod, Loxoribina y Bropirimina para su uso segun la reivindicacién 5 o 6 donde el(los) péptido(s)
usado(s) para dicha administracion previa o simultanea es un péptido que

(i) comprende un epitopo(s) de células T; y
(i) es capaz de inducir una respuesta IFNy:

Compuesto de modificacion inmunitaria seleccionado en el grupo que consiste en Imiquimod, Rsss
/Resiquimod, Loxoribina y Bropirimina para su uso segun la reivindicacién 7, donde los péptidos usados son
seleccionados en el grupo de péptidos que consisten en:

(a) una secuencia que corresponde a los residuos 1-22, 31-52, 41-62, 43-77, 51-72 y 77-98 de SEC
ID N° 1,

(b) una secuencia que corresponde a los residuos 31-75, 91-120, 151-195, 271-300, 286-315, 301-
330, 316-345y 331-365 de SECIDN° 2, 0

(c) una secuencia que corresponde a los residuos 31-52, 81-102, 91-112, 111-132, 121-158 y 131-152
de SEC ID N° 3.

Compuesto de modificacion inmunitaria seleccionado en el grupo que consiste en Imiquimod, Rsss
/Resiquimod, Loxoribina y Bropirimina para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8, donde el
tratamiento comprende también la administracién al sujeto de un anticuerpo agonistico contra un receptor
CDA40.

Compuesto de modificacion inmunitaria seleccionado en el grupo que consiste en Imiquimod, Rsss
/Resiquimod, Loxoribina y Bropirimina para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 6 a 9, donde el
tratamiento comprende también la administracion al sujeto un anticuerpo agonista contra un receptor 4-1BB.

12



§ 1

ES 2363247 T3

E ¢

o

1l

12

74

&1

78 |

(4] 33

(3]
[ea]

9

10

12

RLL)
L1

N
(L]

TNPa; L2

I3 | K19

13




ES 2363247 T3

WHIN

= 86-1y /3
— ¢Sl 23

e 8GL-1 11 93
—=4 c€1-18 93
22 ¢6-1v 93
&4 €G-1 93
——— ] §9€-1/2 23
——H4 G61-121 23
Hoiad 96 =19 ¢3

— - (YR

€2 olpow

0-

T
o
wn

350
200
1001

Fig 2a

Fig 2b

=0
T=8

! N
A96-LY 23
=261 43
dgst-111 93
A26-1¥ 93
dzc-1 03
Agoe-112 23
ds61-121 23
Acel-1923

S T=16

200}

100
O_J

14



ES 2363247 T3

Valor medio de OD 415 nm
—
i

r
8 16

O -

tiempo (semanas)

15



	Primera Página

	Descripción

	Reivindicaciones

	Dibujos




