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INTRODUCCION

Una vez que los linfocitos T del timo son competentes para responder a un
antigeno especifico y entran en la circulacién periférica y en los tejidos linfoides,
son capaces de participar tanto en eventos antigeno-especificos como no
especificos, (1-3). La activacién antigeno-especifica de linfocitos T requiere de la
interaccién de los linfocitos T con células especializadas presentadoras de antigeno
(APC) (4-9). Dependiendo del microambiente ¢n el cual la respuesta inmune es
iniciada, distintas poblaciones celulares sirven como APC. En la sangre periférica,
por ejemplo, las células dendriticas, los linfocitos B activados y los monocitos
pueden presentar antigenos, mientras que en la piel, los queratinocitos y las células
de Langerhans tienen esta funcién. Ya que la funcién principal tanto de las células
dendriticas de la sangre periférica, como de los linfocitos B activados, y de los
macrofagos activados es la de procesar y presentar el antigeno, estas células se
denominan APC profesionales.(4,6,7,10,11). Otras células como las del endotelio
pueden presentar antigenos bajo ciertas condiciones, denomindndose APC no
profesionales. (12-14).

Se requieren de tres etapas distintas en la interaccién célula-célula entre las
APC y los linfocitos T para inducir la respuesta inmune antigeno-especfica. (Fig 1).
En el proceso denominado adhesién las APC y los linfocitos T interaccionan de
manera aleatoria en la circulacién y en los tejidos linfoides a través de los ligandos

expresados en la superficie celular y sus receptores. (15-18).
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Fig. 1 Las interaccidnes antigeno-especificas eatre linfocitos Ty APC estin mediadas al menos por tres
tipos de intersocidnes célula:obluls, Ademds s¢ proseata un lisiado represeatativo de los ligandos y
recoptores involucrados en cada uno de estos pasos. (Tomado de Guinan, E.C. 1994, Blood 84:3261)



-Estos ligandos y sus receptores, denominados moléculas de adhesion, pueden estar
restringidos a ciertos tipos celulares (ej. LFA-3 en APC y su receptor CD2 en los
linfocitos T) o, de manera alternativa, pueden presentarse de forma bidireccional
(¢j. ICAM-1 en APC puede unir a su receptor LFA-1 en linfocitos T ¢ ICAM-1 en
linfocitos T puede unir LFA-1 en APC). (16,17). La progresion a la siguiente etapa,
denominada reconocimiento, ocurre solo si las APC pueden procesar, transportar,
y presentar la cantidad suficiente de! antigeno peptidico especifico en el contexto
del complejo principal de histocompatibilidad (MHC). (8,19-23) El complejo
MHC-antigeno podrd entonces ser reconocido por el linfocito T a través del
complejo receptor del linfocito T (TCR) (20,23,24). Dependiendo de la naturaleza y
de la fuente del antigeno peptidico, los péptidos end6genos (ej, derivados de las
proteinas intracelulares) son generalinente presentados a los linfocitos T unidos a
las moléculas de superficie clase 1 del MHC (HLA-A, B, o C), mientras que los
péptidos antigénicos exdgenos procesados (gj. derivados de proteinas circulantes)
son generalmente preseutados cuando estdn unidos a las moléculas de superficie
celular clase I del MHC (HLA-DR, DP, 0 DQ). (8,19-31) Aunque hay un complejo
comin TCR/CD3, son necesarias ciertas estructuras especificas para su
reconocimiento por los linfocitos T que les permitan interactuar con las APC clase I
o con las clase I MHC. Los antigenos asociados con las moléculas clase I MHC
son reconocidos por el complejo TCR/CD3 asociado a la molécula CD8, mientras
que el reconocimiento de antigenos asociados a clase II requiere de la presencia de
CDA4. (32,33). Esta interaccién antigeno-especifica restringida por el MHC inicia

los eventos de transduccion de sefiales intracelulares complejas. (24,34-38),



Después de la unidn (ej, union y entrecruzamiento) del TCR con el complejo MHC-
antigeno, los linfocitos T son capaces de responder a sefiales secundarias
potenciales, denominadas coestimulatorias. (4,5,39,40,57,58,60). Las moléculas
coestimulatorias aportan a los linfocitos T sefiales adicionales que inician y
conservan la proliferacion (5,39). La coestimulacion por algunos ligandos produce
citocinas que pueden ser detectadas solamente a nivel de mRNA, mientras que
otros ligandos coestimulatorios son capaces de inducir una secrecion significativa e
incluso la acumulaciéon de la citocina. (41-46) (Fig 1). Algunas moléculas
coestimulatorias parecen estar expresadas en todas las APC profesionales, mientras
que otras estan restringidas a ciertas lineas celulares. Existe cada vez mayor
evidencia que muestra que algunas moléculas consideradas atiteriormente dentro de
las moléculas de adhesion son también capaces de dar seffales coestimulatorias (ej.
LFA-3, LFA-1, e ICAM-1). (5,17,18,47-52)

La transduccién de seftales a través del TCR es necesaria pero no suficiente
para inducir la activacion antigeno-especifica de los linfocitos T y la secrecion de
citocinas (53,54). Tanto en los sisteras murinos como en humanos, 1a transduccion
de seflales antigeno-especifica a través del TCR induce un estado parciahnente
activado que es insuficiente para inducir la proliferacion y la funcién efectora.
(4,59,53,54). Esta primera sefial se denomina sefial 1, y es, tanto antlgeno~
especifica como restringida por el MHC. La sefial 2, no es antigeno-especifica ni
restringida por MHC, pero ¢s necesaria tanto para la induccion de la secrecion de

las citocinas, como para la proliferacion celular, y la funcién efectora. (4,5,39).



La caracteristica critica de esta segunda seffal coestimultoria fue propuesta
originalmente por Bretscher y Colin, (40). El modelo de las dos sefiales, y fué
ampliado por Jenkins y Schwartz, (53-55), sugiriendo que tanto la seflal a través del
TCR como la coestimulatoria son esenciales para la expansion clonal, la secrecion
de linfocinas, y la funcion efectora de los linfocitos T. Si la sefial 2 no se da, los
linfocitos T caen en un estado de no respuesta antigeno-especifica a largo plazo,
denominado anergia. (4,53-55,59). Una caracteristica de este estado es la
incapacidad de los linfocitos T anérgicos para secretar interleucina-2 (IL-2), aunque
retienen su capacidad para proliferar en la presencia de IL-2 exdgena,
(5,53,54,56,59). (Fig.2).
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Fig. 2 La mitsd superior d¢ la figurs mucetrs 1a prossatacide dol astigeno por uns APC profetional al
tindooko T, Uns vez que ta solial 1 sl como La sellal 2 o¢ haa dedo, ocurre 1a secrecite de 112 y La sobee-
reguiacida do s transducciin de ssfieles & través del RIL-2. La mited inferior de 1a figars mucetrs [a
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linicamente ¢ da 1a sefia) 1, hay us acumulacién sigaificetiva do TL-2; asi como la sobro-regulacion y 5o
ocurre 1 trensduocidn de seiales o través del RIL-2, geacrando ancigia antipenc-cspecifice. (Tomado de
Guinan, B.C. 1994, Blood 84:3261.) ‘



I, ESTRUCTURA Y EXPRESION

Familia de receptores CD28

Hasta la fecha se han descrito dos miembros de la familia de} gen CD28,
estod son CD28 y CTLA-4, Estos muestran una semejanza de 31% a nivel de su
secuencia de aminoacidos (Tabla 1), y ambos contienen un dominio extracelular
relacionado con IgV, un dominio transmembranal y un dominio intracelular corto
pero altamente conservade (Fig. 3). Los dominios citeplasmicos codificados por
ambos genes estin formados por un sitic de consenso de unién a la cinasa de
fosfoinositol 3 (PI 3-cinasa). Los dos genes tienen cnatro estructuras exon/intron
similares, organizadas por dominios funcionales (61) y colocalizan en Ia banda q33-
q34 (62) del cromosoma humano 2, y en la banda C del cromosoma 1 de ratén,
sugiriendo que estos receptores surgieron por duplicacidn genética.(63,64)

El receptor CD28 es una glucoprotefna homodimérica de 90 kDa expresada
en el 95% de 1a superficie de CD4" y en el 50% de los linfocitos T humanos de la
sangre periférica, asf como en todos los linfocitos T murinos. Adn mas, su
expresién puede ser aumentada entre cuatro y ocho veces con tratamiento con
activadores policlonales como el acetato de forbol miristato (PMA), o con
anticuerpos anti-CD3. En cuanto a la expresion de CD28 en las células del timo

murino se sabe que es compleja.



TABLA 1
Conservacién entre los miembros de las familias de receptores B7y CD28

Conservacion (% de semejanza en su estructura primaria)

Receptor Total Sefial 1g-V Ig-C Dt  Citoplasmico
hCD28
mCD28 69 72 66 67 80
CD28 70 67 68 67 83
cCD28 50 44 52 48 61
hCTLA-4
mCTLA-4 74 65 67 83 100
hCD28 31 16 30 42 34
mCD28 27 16 27 42 26
hB7-1
mB7-1 45 24 46 59 20 23 .
hB7-2 25 17 24 34 23 6
mB7-2 23 9 30 24 21 8
hB7-2
mB7-2 50 56 66 59 17 10

h, humano; m, ratén; r, rata; c, pollo; Ig-V, dominio variable; Ig-C, dominio constante;
Dm,dominio transmembranal. (Tomado de June, C.H. 1994, Immunol. Today 15:321.)
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Alin asi se sabe que los niveles mds altos son expresados en los timocitos
CD4*CD8" inmaduros, mientras que las células CD4'CD8" mds inmaduras y los
timocitos ain mas inmaduros CD4"CD8" y CD4'CD8" la expresan menos. El CD28
no se requiere para la maduracion timica de los linfocitos T, ya que el desarrollo de
los linfocitos T es normal en los ratones CD28-deficientes (65). Originalmente se
pensaba que este era un receptor especifico de ciertas lineas celulares, pero ahora
se sabe que estd presente tanto en células plasmaticas como en algunas células NK,
Una molécula genética y funcionalmente homdloga a CD28 estd expresada en la
superficie de los linfocitos de primate, ratdn, rata y aves (60). EI CD28 de pollo fue
clonado recientemente y su secuencia de cDNA muestra una homologia de 50%
con el CD28 humano, y una identidad completa con el dominio extracelular,
asociada a su funcién de ligando, asi como la conservacion completa de los motifs
citoplasmdticos que se creen son importantes para la transduccién de sefiales
intracelulares (66)

La molécula CTLA-4 fue originalmente identificada como el cuarto cDNA
mds abundante durante una bisqueda de genes que se expresan especificamente en
linfocitos T (CTLA-4 es una abrevacion de "cytolytic T-lymphocyte-associated
antigen"). De manera similar a CD28, CTLA-4 ha sido altamente conservado
durante la evolucién con una homologia total mayor al 70% entre las proteinas
humana y del ratém, y una conservaciéon completa de los dominios citopldsmicos. El
recetor CTLA-4 se expresa como mondmeros o bien como dimeros unidos por
puentes disulfuro, en los linfocitos de ratones (60) y en los humanos (60). No hay

evidencia de receptores heterodiméricos entre CD28 y CTLA4.



La expresion de CTLA-4 parece estar restringida a los linfocitos T activados,
tanto CD4* como CD8" en muy bajos niveles. El mRNA de CD28 y CTLA-4 est4
coexpresado en células CD4* y CD8" activadas, y en casi todas las clonas de
linfocitos T. En el humano la expresion del mRNA de CTLA-4 parece estar
restringida al grupo de células CD28" (67). En el ratén, el mRNA de CTLA-4 es
detectado en linfocitos T activados, incluyendo a los linfocitos T CD8" (68) y las
clonas de T CD4", de ambos subtipos Thl y Th2. Existe informacion limitada de la
expresion de CTLA-4 y actualmente se sugiere que la expresion de CTLA-4 en la
superficie muestra un méximo después de tres dias de activacion. La coestimulacion
de CD28 incrementa la expresion del mRNA de CTLA-4 en los linfocitos activados
por los anticuerpos anti-CD3, sugiriendo que las sefiales generadas por el antigeno
y la coestimulacion pueden regular la expresion genétiba de CTLA-4.(8) Los
linfocitos T de ratones CD28™ expresan a la molécula CTLA-4 luego de ser
estimulados con anti-CD3 combinado con IL-2 (69), aunque esta expresion no es de
la misma magnitud que la observada en los controles de tipo silvestre.

El dominio citopldsmico evolutivamente conservado pero distinto de CTLA-4
y de CD28 sugiere funciones diferentes en la transduccién de las sefiales, Aunque
CTLA-4 tiene una organizacion gendmica similar a CD28 y mapea para la misma
banda cromosdmica, se encontrd que una proteina de fusion CTLA-4 que consta del
dominio extracelular de CTLA-4 y el dominio F¢ de IgGl (CTLA-4Ig) se une con
el correceptor CD28/CTLA-4, con una afinidad 20 veces mayor que una proteina
similar formada por el dominio extracelular de CD28. Para aclarar la diferencia de
afinidad hacia B7-1 entre ambas moléculas se identificaron regiones en \CTLA4Ig

por mutagénesis regién-especitica y homéloga (70).



Un motif constituido por el hexapéptido (MYPPPY) en la region determinante
complementaria 3 (CDR-3) estd altamente conservado tanto en CD28 como en
CTLA-4, a pesar de que este motif es muy importante para su unién con B7-1, la
mayor afinidad de CTLA4Ig estd mediada por residuos no conservados en las
regiones CDR-1 y CDR-3



Familia B7

En 1990 Linsley et al. identificaron a B7 como el receptor hetcrotipico de
adhesion para CD28 . Poco después estos misinos investigadores encontraron que
B7 era el contrareceptor para ambos CTLA-4 y CD28. De manera andloga a los
miembros de la familia de receptores CD28, existen mltiples ligandos. Mas atn el
B7 originalmentc caracterizado y clonado (ahora llamado B7-1 y recientemente
designado como CDBO cn el Quinto Taller de Antigenos Leucocitarios de
Diferenciacion ) puede no ser siquiera el ligando primario para CD28. B7-1 es una
glucoproteina de 55-60 kDa que estd conformnada por seis exones y se localiza en la
region q13.3-q21 del comosoma 3 humano (71), Su homoélogo murino fue clonado
por Gross et al, 1990, este ticne una homologia secuencial del 68%. Posterionnente
la evidencia, aportada por Sharpe et al. quienes encontraron que los ratones
genéticamente deficientes para el gene de B7-1 rctenian la capacidad de unién de
CTLA-41g (72,73), lo cual fuc el principio de la identificacién y caracterizacion de
un segundo miembro de la fanilia B7.

Este miembro de la familia B7 ha sido identificado por varios grupos (74,75).
Mediante secuenciacion de nuclcotidos se definié que B7-2 es una glucoproteina de
70kD (72,74), con 323 aminodcidos, compuesta de una sefial N-terminal, un
dominio extracelular de 223 aminoécidos, un dominio transmembranal de 23
aminoacidos, y un dominio citopldsmico dc 61 aminodcidos. El dominio
extracelular contiene ocho sitios para N-glucosilacion y la region intracelular tiene

tres sitios potenciales para la fosforilacion de protein cinasas calcio-dependientes.
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Este ligando se denominé B7-2 y posterioninente CD86. La evidencia actual basada
en la union diferencial de varios anticuerpos monoclonales anti-B7 y CTLA-41g,
sugiere que existen miembros adicionales de la familia de B7 (B7-3) (76).

B7-1 y B7-2 son miembros de la superfamilia de las inmunoglobulinas
(IgSF), y comprenden un dominio extracelular IgV (menos de 16% de homologia) y
un dominio Ig C1 (menos de 22% de homologia). Utilizando la metodologia de
plegamento inverso Bajorath et al.(77) intentaron comprobar Ia compatibilidad de la
region extracelular con IgSF utilizando secuencias de estructuras tridimensionales
accesibles. En estos cdlculos, las secuencias del dominio N-terminal (V) en B7-1y
B7-2 no fueron compatibles con las estructuras conocidas, incluyendo el grupo de
IgSFV. Por el contrario, las secuencias de los dominios C fueron compatibles con
las estructuras del grupo IgSFC y fueron reconocidas por amplio margen como
dominios de la f2-microglobulina del clase I MHC .

En estudios recientes (78) se ha demostrado que el exon 3 que codifica para
el dominio IgC es esencial para la union CD28/CTLA-4. El andlisis mutacional de
B7 demostrd el papel critico de algunos aminodcidos cerca de las asas B-C, y, D-
E, para la unién de CTLA-4/CD28. Esos aminodcidos estdn agrupados formando
un sitio de unién exclusivo centrado en Y201, Una comparacién de los efectos de
algunas mutaciones en la unién de CD28 y CTLA-4 revelaron que ambos se unen a
B7 en el mismo sitio. La tirosina de esta region esta conservada entre los B7-1y
B7-2 humanos, y ha sido remplazada por fenilalanina en sus homélogos murinos.
La comparacion de la prediccién de las secuencias de aminodcidos revelan que B7-
1 estd poco relacionado con B7-2 (homologia menor al 25%), aunque se observan

algunas similitudes estructurales (79).



Una busqueda en la base de datos de la secuenciacion de proteinas SWISS-PROT
usando el programa FASTA indica que B7-2 es un miembro de una subfamilia de la
IgSF. Las regiones del dominio extracelular de B7-2 son homélogas con una gran
cantidad de moléculas, incluyendo: GAL-3 (lymphocyte activation gene 3), MAG (
myelin-associated glycoprotein); TAG-1 (transient axonal glycoprotein), la cual es
una molécula de adhesién que promueve el crecimiento de las neuritas; y la proteina
axl/UFO, la cual tiene actividad de tirosin-cinasa. Se ha aislado el cDNA B7-2 de
raton, y se ha mostrado que estd altamente relacionado a su homélogo humano.
Esta homologia esta concentrada en los dominios Ig extracelulares, con poca
similitud en los dominios citopldsmicos, sugiriendo que las proteinas B7 no tienen
una funcién importante en la transduccion de sefiales, y que su funcién primaria es
como lipandos.

Originalmente se pensaba que B7-1 era un receptor expresado
primordialmente en linfocitos B activados y que expresion era inducida por una
variedad de estimulos entre los que se incluyen, el lipopolisacérido (80,81), el AMP
ciclico (82), y por el entrecruzamiento de imnunoglobulinas de superficie (83),
CD40 (74), o por moléculas MHC clase II (83,84). Estudios recientes indican que
B7-1 y B7-2 también son expresados tanto en monocitos estimulados con IFN-y,
como en células dendriticas, células T, NK, (74) y timocitos (85,86). La induccién
de B7-1 en los linfocitos B ‘es relativamente lenta con un pico de induccion de entre
48-72 h después de la estimulacion (83,87),
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Algunas citocinas también tienen un papel importante en la expresion de B7. IL-2 e
IL-4 aumentan la induccién de la expresion de B7-1 en linfocitos B de amigdalas
estimulados con mitdgenos, y recientemnente se ha demostrado que el tratamiento de
linfocitos T con IL-7 origina la induccién de la expresion de B7-1.

En contraste a B7-1, B7-2, es inducida rdpidamente en linfocitos B no
activados por el lipopolisacarido (72,81,88), ppor el AMP ciclico (81), la
concavalina A (87), 6 CD40 (74), o bien por ecntrecruzamiento de las
inmunoglobulinas de superficie con un pico de expresién de 24 h. La rapidez de
induccion de la expresion superficial de B7-2 puede ser explicada por el hecho de
que el mRNA se expresa constitutivamente en los linfocitos B no activados. Esto
puede permitir una expresion rdpida de la protefna B7-2 en la superficie del
linfocito B después de su activacion, a partir de] mRNA almacenado y que no es
traducido en células no activadas, lo cual es fundamental, ya que los linfocitos T
deben recibir sefiales de coestimulacion de las células presentadoras de antigenos
dentro de las primeras 12 h a partir de la estimulacion del TCR para tener una
produccién maxima de IL-2 .

La rdpida aparicion de B7-2 en linfocitos B después de la activacion sugiere
que ésta es una molécula coestimulatoria critica usada por los. linfocitos B para
iniciar la produccién de IL-2. Algunos aspectos de la funcién y expresion
sbﬁerﬁcial de B7-2 permanecen sin ser aclarados. B7-1 y B7-2 también se inducen
en linfocitos T estimulados por perfodos prolongados con anti-CD3 mas 1L-2,

aunque el nivel de expresion alcanzado es bajo (74).



Por lo que es posible que bajo ciertas condiciones, como lo son los pacientes
infectados con el virus de inmunodeficiencia humana (HIV) (89), los linfocitos T
activados puedan ser capaces de coestimularse. Como B7-1, la expresion de B7-3
es inducida lentamente en linfocitos B después de la activacion (83).

Aunque B7-1 y B7-2 son coexpresadas por linfocitos T y B normales, su expresion
difiere en las células mieloides. Los monocitos de sangre periférica recientemente
aislados expresan constitutivamente niveles significativos de B7-2, con pequefias
cantidades de B7-1 (74). El ligando més importante para CTLA-~4 en linfocitos B es
B7-2(72,90)

Ahora se sabe que la familia B7 asf como la CD28 se coexpresan tantc en los
linfocitos T como en los linfocitos B, algunos casos que corroboran este hallazgo
son, ¢l reporte de que los linfocitos T transformados con el HTLV-1 expresan
CD28, y ambos B7-1 y CTLA-4 (91,92). De manera similar las células tumorales
de pacientes con micosis fungoide, un linfoma dermatotréfico de linfocitos T ,
coexpresan B7-1 y CD28 (93). '

Recientemente algunos investigadores demostraron que los linfocitos T activados
de manera cronica (94,95,96) y las células de mieloma (97) también expresan B7 y
CD28, Adicionalmente, la coexpresion de B7-1 y B7-2 ha sido observada en
linfocitos T activados (74). Mientras que la relevancia funcional de la coexpresion
de Ia familia de receptores CD28 y B7 no ha sido descrita, existen varias

explicaciones posibles para estos descubrimientos.



Es posible que la coexpresion CD28/B7 represente una forma de retroalimentacion
positiva para mantener la produccién autocrina de linfocinas. De ser asi, la
coexpresion de estos receptores puede tener un papel de transformacion celular.
Alternativamente, los linfocitos T activados que expresan B7 pueden volverse, bajo
ciertas circunstancias, células presentadoras de antigenos para otros linfocitos T.
También es posible que la expresién de B7 en linfocitos T pueda representar una
forma de retroalimentacién negativa, funcionando como una seital de apagado en la
respuesta inmune tardia.

Otro tema importante es la relevancia de la expresién de la familia del gen
CD28 en timocitos. CD28 se expresa en timocitos humanos y de ratén, aunque
existen algunas diferencias en el patrén de expresién (98,99). Hasta la fecha, la
expresion timica de CTLA-4 no ha sido estudiada, Las células reactivas B7-1 han
~ sido observadas en secciones del timo humano (100), particularmente en timo
neonatal (101). En el ratdn, la expresién de B7 se detecta en la médula timica tan
tempranamente como desde ¢l dia 14 de la ontogenia (102) y est4 confinada al
subgrupo de células epiteliales de la médula , las cuales no derivan de Ia médula
0sea pero expresan moléculas clase 11 del MHC (103).

La funcién de CD28 de timocitos inmaduros permanece sin aclarar ya que la
estimulacion con anti-CD28 no resulta en produccion de IL-2, Esto sugiere que el
receptor CD28 de timocitos inmaduros no es funcional, o bien su via de

transduccion de sefiales intracelulares difiere de la de los linfocitos T maduros.
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Dado que ambas familias de receptores son expresadas en el timo, se ha

propuesto un papel en la seleccidn de los linfocitos T (104). Sin embargo, estudios
in vitro usando CTLA4Ig para estudiar la seleccion timica negativa en el ratén, no
han sido consistentes con este papel para CD28/B7 (105,106,107). Ademds, la
seleccion negativa, dada por la eliminacién de linfocitos T autoreactivos que
presentan determinantes Mls particulares, procede normalmente en ratones
knockout de CD28 (65). Aiin mas, los ratones transgénicos que expresan B7-1 bajo
el contol del promotor proximal Ick en timocitos presentan un desarrollo de
timocitos normal . Este hecho ha sido retomado mediante estudios in vitro
indicando, que consistentemente con la localizacién de la expresion medular de B7,
CD28 puede tener un papel de seleccion negativa (103,108). '
De hecho otros experimentos indican que el tratamiento con IL-7, la cual induce la
expresion de B7-1 en linfocitos T (109) es abundantemente expresada en el timo
donde dirige el rearreglo de los genes V(D)J en los linfocitos T (110), algunos otros
apoyan un papel en la via de coestimulacion en el timo. El papel de la familia CD28
en la seleccidn positiva todavia no ha sido comprobada experimentalmente. Por lo
que si CD28 y/o CTLA-4 son integrales en el desarrollo timico in vivo debe de ser
aclarado,
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. MECANISMOS DE SENALIZACION

La unién del TCR con el complejo MHC-péptido, con auticuerpos
polivalentes o con lectinas desencadena una cascada de eventos de transduccidn de
sefiales intracelulares, que inicia la activacion de factores nucleares y citoplésmicos,
que son necesarios pero no suficientes para la transcripeion del gen de IL-2 (Fig.4).
Las cadenas variables o. y § del TCR estan asociadas en la membrana celular con
las cadenas invariantes y, 8 y € de CD3. También estén asociadas con el complejo
TCR-CD3 los homodimeros individuales compuestos de dos cadenas ¢ o los
heterodimeros compuestos de cadenas ¢ y 1. Otras proteinas incliyendo los
correceptores CD4 y CD8 y la fosfatasa de tirosina unida al antigeno CD45, pueden
asociarse con e complejo TCR-CD3 después de 1a activacion. La unién del TCR
estimula a las cinasas de tirosina citopldsmicas como, p59 #” y ps6 ¥, las cuales
estdn fuertemente asociadas a diferentes componentes del complejo TCR
(CD3,CD4,CD8 y cadena &). Esta asociacion se piensa que esta mediada por una
secuencia conservada, la cual corresponde al motif de activacion de tirosina
(111,112), ¢l cual se repite tres veces en la cadena ¢ y de manera tnica en las
cadenas CD3 y, 8 y &. La activacion de las cinasas de tirosina citopldsmicas que
pertenecen al grupo src (pS6 ', p59 #7), inicia la fosforilacién de un gran niimero
de protefnas citoplasinicas incluyendo la cadena ¢ (1 l3),lla fosfolipasa C-y1 (114),
y la protefna vav (115). La fosforilacién de residuos especificos de tirosina en la
cadena ¢ induce a la asociacién de otra cinasa de tirosina Hamada ZAP-70
encontrada tanto en linfocitos T como en células NK (111).
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MHC clase Ipéptido 1CAM-1.23

|

Fig. 4 Represcutacidn diagramitica de 1s tranaduccién de sefiales 8 través de TCR y CD28. Las flechas
indican estimulacion, 1as flechas entrocostadas indican inhibicisn. (Tomado de Mondino, A. 1994, J. Lew.
Bio. 88:808.)
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Se ha demostrado que la actividad de ZAP-70 contribuye a la transduccion de
seftales del TCR. La fosforilacion de la fosfolipasa C-yl aumenta su actividad y
causa la ruptura del fosfatidil-inositol difosfato (PIP,), resultando en la generacién
de segundos mensajeros activos como el inositol 1,4,5-trifosfato ( IP3) y el
diacilglicerol (DGA) (39). El primero induce un aumento sustancial en el calcio
intracelular, y el segundo activa a la protein cinasa C (PKC). Estas dos sefiales de
manera sinérgica inducen y activan la unidn de factores al DNA requeridos para la
transcripcion del gen de IL-2 (39). El aumento del calcio intracelular activa a la
calcineurina, una fosfatasa de serina/treonina, dependiente de calcio (116). Después
de estos eventos, y a los 30 minutos después de la union del complejo TCR/CD3 al
MHC-péptido, aumentan los niveles del mRNA que codifican para cierto nimero
de genes involucrados en la respuesta primaria de linfocitos T activados. Los
productos de los genes de la respuesta primaria (117) son de vida corta, y algunos
de ellos sirven como factores clave en la transcripcion (118). En los linfocitos T,
estos factores de transcripcion se unen a los promotores de genés de linfocinas
criticas, ej. IL-2, y modulan los eventos funcionales como la secrecion de citocinas,
la expresion de receptores de citocinas, y eventualmente, la proliferacion celular
(119,120). E! grupo de factores de transcripcion AP-1, el cual juega un papel
fundamental en la activacion del linfocito T (121,122), es una mezcla compleja de
moléculas homodiméricas y heterodiméricas conformadas por productos de
proteinas de las familias fos y jun (122,123,124). Hasta la fecha se conocen cuatro
miembros de la familia fos (c-fos, fosB, fral, y fra2)y tres miembros de la familia
Jjun (c-jun, junB, y junD) (122,125).
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En los linfocitos T los miembros de la familia AP-1 son criticos para la regulacion
de la expresion de IL-2 (119). Ademas de la union de otros dos sitios de AP-1 con
el promotor de IL-2, es necesaria la formacion de las protefnas Jun y Fos para la
formacién del factor de transcripcion especifico para linfocitos T, NF-AT (factor
nuclear de células T activadas (126,127).

Mas atn, 1a unién disminuida de los dineros Jun/Fos al promotor de IL-2 ha
sido implicado en las bases moleculares de la anergia (128); y recientemente (129),
la fosforilacion de c-Jun por dos miembros de la familia de cinasas de protefna
activadas por mitégeno, JNK1 y JNK2, han sido reportadas como la clave en la
integracion de seiializacion antes de la activacion completa de los linfocitos T. Los
inmunosupresores ciclosporina A (CsA) y FK506 se unen a proteinas citoplasmicas
Hlamadas ciclofilina y FKBP, respectivamente (116). Estos complejos después se
unen a la calcineurina inhibiendo su funcion, de esta inancra previenen la formacion
del NF-AT y en consecuencia Ia expresion del gen de IL-2 (116).

En lo que respecta a la fosforilacion de la tirosina de vav, ésta, activa la via
de transduccion a través de la sefial ras (p21), la cual se ha demostrado juega un
papel fundamental en la diferenciacion y proliferacion de un gran nimero de
sistemas, el mecanismo mediante el cual la superficie celular de T se une a la via de
p21™, ha sido materia de investigaciones recientes, se sabe que la unién del
complejo antigeno-receptor con anticuerpos provoca la activacién de p2lras a
través de su union con GTP (130). La fosforilacién de tirosina y la activacion de el
factor hematopoyético de intercambio de nuclestido de guanina (GEF) p95*® esun
paso posible (131).
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Sin embargo, no se sabe si vav actia como una forma GEF de p21™ (132), o como
un miembro no identificado de la familia Rho (133,134). Vav comparte una
similitud significativa en su secuencia (30%) con un motif de 250 aminodcidos de
Dbl (dominio de homologia DbI[DH]) (131). Otra unién posible involucra la union
de la cadena ¢ del TCR con SHC (135). En varios sistemas se conoce que SHC une
a GRB-2 (136,137). Es probable que mediante cste mecanisimo se desencadene la
induccidn de proteinas codificadas por c-fos y c-jun (138), que se unen al DNA. La
expresion de una forma activada de ras potencia la actividad del promotor para
IL-2, mientras que la forma dominante negativa de ras inhibe en gran nedida la
actividad del promotor de IL-2 (139),demostrandose asi la importancia de la via ras
(p21) para la expresion del gen IL-2 y por lo tanto para el control del crecimiento
celular, La activacién de ras puede ser inducida por esteres de forbol (PMA),
sugiriendo un papel importante de la PKC.

Se ha sugerido que la fosforilacion de la proteina activadora de GTP (GAP),
0 de las proteinas que regulan GAP, directamente por la PKC o por otra cinasa
involucrada en la via independiente de la PKC disminuyen la actividad de GAP,
iniciando un incremento en el nivel de la actividad de la forma de ras asociada a
GTP. (138). Finalmente, se ha demostrado que la sefial de transduccién mediada
por el TCR causa la disociacion del factor de transcripcion NF-xB del factor de
inhibicion IkB, probablemente a través de la fosforilacion dependiente de la PKC
del IxB. La activacion-disociacién inducida permite 1a translocacion del NF-xB al

micleo, donde se une a la secuencia blanco en el promotor del gen de IL-2. (39).
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Otras secuencias criticas en el promotor se unen con un complejo formado por
protefnas octaméricas (Oct-1, Oct-2, y OAP), muchas de las cuales parecen estar
expresadas constitutivamente. Ademds de la regulacion transcripcional por este
complejo, las sefiales derivadas del TCR regulan la estabilidad del mRNA de
diversas linfocinas, Este efecto parece ser mediado por factores inducibles que se
unen al RNA 'y que se producen en el citoplasma de los linfocitos T después de la
unidn del TCR y cuya aparicion correlaciona con una degradacién ripida del RNA
(140,141).

En contraste con la sefializacidn mediada por el TCR, poco se conoce a cerca
de la transduccién de sefiales a través de CD28. Parece ser que CD28 activa un
grupo muy diferente de segundos mensajeros que complementan a los activados por
el TCR (Figd, Tabla 2). El hecho de que el TCR y CD28 activen segundos
mensajeros distintos probablemente ocasionan la eworme sinergia funcional que
existe entre estos receptores. La unién de CD28 a sus correspondientes anticuerpos
anti-CD28, por sf solos, son incapaces de originar la proliferacién de los linfocitos
T purificados y no tiene efecto en la- produccién de linfocinas, a menos que
simultdneamente el TCR esté asociado al complejo MHC-péptido(142-145). Por lo
tanto, CD28 es un receptor coestimulatorio obligado. Los anticuerpos monoclonales
anti-CD28 incrementan la sintesis de IL-2 y la proliferacién de linfocitos T
estimulados con anti-TCR o mitégenos, pero no incrementan la hidrolisis del
fosfolipido de inositol ni sus consecuencias a menos que se usen en dosis en
ordenies de magnitud mucho mayores a las requeridas para la coestimulacién
(144,146).
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TABLA 2

Efectos de la unidn del receptor CD28 en los eventos tempranos de transduccion de

seflales

Respuesta Estimulo Observaciones

Fosforilacién B7-1-CHO Incremento de la fosforilacién de tirosina de

de tirosina 0 Acm CD28 substratos celulares en linfocitos T activados.

PLCy! B7-1-CHO Fosforilacion de la PLCy1 en linfocitos T

0 Acm CD28 activados.

Ca® Acm CD28 No hay respuesta mediada por Ca®* en
linfocitos T no activados, Aumento de
niveles en células Jurkat. No hay sinergismo
con la unién de TCR.

PI3 Acm CD28 Aparicion de metabolitos de fosfatidilinositol
bifosfato en células Jurkat o en linfocitos T
activados,

Pl 3-cinasa B7-1-CHO Aparicion de metabolitos de fosfatidilinositol

o Acn CD28 trifosfato en células Jurkat, Asociacion de
CD28 con la subunidad p85a. de PI 3~cinasa
en células Jurkat.

raf-1 cinasa Acn CD28 Activacion de Ia actividad de raf-1 cinasa en
linfocitos T no activados,

c¢GMP Acm CD28 Elevacion de la concentracion de ¢cGMP en
células Jurkat,

Canal de K’ Acm CD28 Generacion de una sefial resistente a la
caribdotoxina.

IL-2 Acmn CD28 La sefial generadé ¢s sinérgica con el

pervandanato en la induccién de la secrecion -
de IL-2 por linfocitos T. '

(Tomado de June, C.H. 1994, Immunol. Today 15:321.)
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Curiosamente, la adicion de PMA y anticuerpos anti-CD28 al medio de cultivo
donde estn suspendidos los linfocitos T en ausencia de la estimulacion a través de
TCR-MHC-péptido, induce la produccion de IL-2 que es completamente resistente
a la inhibicion por CsA y ocurre sin incrementos detectables del calcio intracelular
(144,145). Por lo tanto, de manera contraria a la sefializacién por el TCR, la
seflalizacion a través de CD28 es independiente de los incrementos de calcio
intracelular o de la activacion de calcineurina, cuando menos a cierto nivel. Ha sido
demostrado que el entrecruzamiento de moléculas CD28 con anticuerpos, induce un
patrén de fosforilacion de tirosina que es distinto del patrén de fosforilacion de
tirosina mediado por el TCR. (147). La fosforilacion de tirosina es necesaria
probablemente para los efectos bioldgicos de CD28, porque la herbamicina A, un
potente inhibidor de la cinasa de tirosina, previene Ia produccién de IL-2 inducida
por CD28 en los linfocitos T nonmales (147). Una via alterna se ha encontrado al
reportarse que la unién de CD28 con B7 induce la unién y actividad de la cinasa de
3-fosfoinositol (PI-3cinasa) en linfocitos T independientemente de la activacion de
TCR (148,149).

La Pl-3cinasa estd conformada por una subunidad de 85-kDa, la cual
presenta dos isoformas (p85a y p85B), ambas estén presentes en linfocitos T y una
subunidad catalitica de 110-kDa que fosforila la posicién 3'del anillo de inositol de
los fosfolipidos de! inositol (150), mientras que adiciones de fosfatos en D-1, D-4 y
D-5 ocurren mediante la via clasica. A diferencia de la via clésica, en la cual el
fosfatidilinositol 4,5-difosfato es escindido por la PLC, los productos de la PI 3-
cinasa no son hidrolizados por ninguna fosfolipasa conocida.
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De ahi, que es improbable que los productos de la PI 3-cinasa que contienen un
fosfato en posicién 3 tengan funciones de precursones de segundos mensajeros
solubles en agua durante la transduccion, y se cree que cstos lipidos funcionan
como lipidos per se. Por lo tanto las funciones de los productos del fosfoinositol D-
3, de esta reaccion, ej., fosfatidilinositol-(3,4,5)-fosfato, no son bien conocidas. Sin
embargo, el hecho de que se producen después de su union a varios receptores de
factores de crecimiento (receptor de IL-2, PDGF-R, EGF-R, receptor de insulina)
sugiere que son finportantes para la proliferacion celular. La unidad p85 de la PI 3-
cinasa tiene dos dominios SH2 (regién 2 de homologia scr) se ha demostrado su
papel de mediadores en la unién de PI 3-cinasa a las proteinas que contienen
fosfotirosina, ya que presentan un motif consenso, YXXM. Esta asociacion parece
que es requerida para la activacién de la PI 3-cinasa. Ha sido recientemente
demostrado que los dominios SH2 de p85 reconocen el motif YMNM, de el
dominio citopldsmico de CD28 (151) a través de Y191 (151). La estequiometria de
asociacion es alta ya que mas del 25% de las moléculas de la PI 3-cinasa pueden
ser encontradas en asociacion con CD28 en diversas lineas celulares. Por lo tanto,
aunque la fosforilacion de tirosina de CD28 no ha sido demnostrada, parece que
ocurre a niveles bajos y es importante para la interaccién entre CD28 y la PI 3-
cinasa. La regulacién de la PI 3-cinasa es compleja, y puede involucrar la
fosforilacion de serina en linfocitos T después de la estimulacion del TCR (152)y
la fosforilacion de tirosina después de la unién de IL-2. Otra posible funcién es la
de su union con p21™ (153,154), lo cual puede implicar la funcién de 1a PI 3-cinasa
en la regulacion de Ras, El papel de la PI 3-cinasa en la activacién celular ain no
estd bien definido.
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Sin embargo, el consenso derivado de multiples estudios indica que la PI 3-cinasa
puede activar un sistema escencial de segundos mensajeros que es independiente de
la via cldsica que es iniciada por PLC. Hay evidencia que indica la importancia de
la PI 3-cinasa en la sefializacién por TCR, la cual incluye la demostracion de que la
actividad transformante del virus del polioma mediante el antigeno de T es
dependiente de la unién de PI 3-cinasa a p60 c-src. En células normales, la
induccidn del crecimiento a través de PDGFR requiere de la activacion de PKCE no
sensible a PMA (155). Por otra parte Ia evidencia de su importancia en la via de
transduccién de sefiales mediada por CD28 estd dada por los estudios de Ward et
al, en los que se empleé un metabolito fiingico, wortmanina, el cual funciona como
un inhibidor de la PI 3-cinasa, y se obtuvo la inhibicion de la proliferacion en
linfocitos T, asi como la produccion de IL-2 (149). Las vias cldsica y alternativa
del metabolismo de los fosfolipidos de inositol generados por la aceién de la PI 3-
cinasa se muestran a continuacién (Fig.5)

En estudios de Schneider et al. se encontré que el motif YMNM de CD28
involucrado en su unién con la PI 3-cinasa también es empleado en el
reconocimiento de una proteina intracelular secundaria GRB-2, Ia cual es una
proteina adaptadora que contiene un dominio SH2 y dos dominios SH3, los cuales
se unen a residuos autofosforilados de receptores de cinasas (156-158), como en el
caso de la PI 3-cinasa el entrecruzamiento inducido por anticuerpos de CD28
induce Ia unién dependiente del tiempo de GRB-2, De manera similar la mutacién
del residuo Y191 dentro del motif YMNM reduce la union de GRB-2 en un 80%
en células COS; sin embargo la inhibicién no es completa, lo cual nos lleva a pensar
que existen otras regiones en GRB-2, como el dominio SH3, que pueden mediar la

unidn,
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Ptdlns <> PtdInsdP < Pdins(4,5)P2 & DAG + Ins(14,5P;

U Pi3-cinasa U PI3-cinasa U PI 3-cinasa

Ptdins3P ¢ Ptdlns(3,4)P, < PtdIns(3,4,5)P < 7 PKCL activa

Fig. 5. Abreviaturas; PI 3-cinasa, cinasa de 3-fosfoinositol; Ptdins, fosfatidilinositol; PLC,
fosfolipasa C; DAG, diacilglicerol; Ins(1,4,5)Ps inositol (1,4,5)-trifosfato.
(Tomado de June, C.H. 1994. Immunol. Today 15:321.)
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Dos motivos de prolina en CD28 (residuos 197-200; 209-213) pueden servir como
posibles sitios de unién con SH3, ademds se ha observado que esta unién es
favorecida por la presencia de una asparagina (N) en la posicion 2 del mofif que
contiene la fosfotirosina (159). Estudios de union de péptidos muestran que el
dominio SH2 de GRB-2 se une con el motif YMNM cout una afinidad comparable a
GRB-2/SHC, pero de 10 a 100 veces menos que CD28/PI 3-cinasa. A pesar de esto
se ha demostrado que tanto el complejo GRB-2/CD28 cono ¢} PI 3-cinasa /CD28
coexisten en los linfocitos T periféricos. Finalmente se demostrd a fravés de
inmunoensayos (immunoblotting) que CD28 también se asocia con el producto del
gen de humano homélogo del gen de Drosophila son of sevenless (SOS), ¢l cual es
un factor responsable de fa conversion de p21™ a su estado activo al intercambiar
una molécula de GDP por una de GTP, para lo cual dicho factor forma un complejo
de intercambio de nucléotido de guanina a través det dominio SH3 de GRB-2,

La asociacién de CD28 con GRB/SOS, parece servir como una union importante
entre la superficie del linfocito T y p21™ y por lo tanto juega un papel muy
importante en su regulacién y en la expresion de linfocinas mediadas por CD28
(160). p21™ actua como un eslabon central en la cascada que activa varios blancos
como son la cinasa MAP-2 (ERK1,2) y la cinasa Jun (JNK). La unién de CD28 cdn
GRB-2/808S podria anclar a GRB-2/SOS a la membrana plasméatica, de esta forma
permitiendo su interaccion con p21™, la cual estd asociadé a la membrana. Es mds,
la union de CD28 puede activar p21™ (161), la cinasa MAP (161,162), y JNK
(129). La unién CD28/GRB-2/SOS puede iniciar una cascada que lleva a la
secrecion de IL-2, La activacién de p21™ por SOS se esperarfa que iniciara la
unién de Raf-1/p21™, la activacion de la MEK, y la JNK.
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Se ha demostrado que la fosforilacién de c-jun por la JNK incrementa la actividad
transcripcional del AP-1 (Jun/Jun y Jun/Fos). En el nucleo, Jun/Jun y Jun/Fos
fornan complejos triméricos con el NF-AT, facilitando la unién y regulacion de las
secuéncias regulatoras del gen de 1L-2 (126,163). Consistentemente con esta
interpretacién esta el hallazgo de que p21™ es constitutivanente activa, activa la
cinasa Jun e induce la secrecion de 1L-2 (139). Aunado al posible papel de p21'™
estd el hecho de que el entrecruzamiento de CD28 lleva a un aumento en la
expresion del mRNA de c-jun, con una activacion minima de la activacion de ¢-fos.
La induccion dependiente de CD28 de c-jun requiere la actividad de una protein
cinasa de tirosina, pero no depende de la activacién a través de la protein cinasa C
que responde a ésteres de forbol o a la elevacién del calcio citosélico. Ms aun, el
aumnento del mRNA de c-jun dependiente de CD28 no parece estar mediado por la
estabilizacién del mRNA., La anergia del linfocito T (y la ausencia de unién de
CD28) estd acompafiada también por la pérdida de la unidn del AP-1 (128). La
produccion de la IL-4 y del GM-CSF, puede estdr desrregulada por la unién de
CD28, lo cual tamnbién involucra la unién por el NF-AT y/o por los complejos
Jun/Fos (119,126,163).

Se ha propuesto que la sinergia entre el TCR y CD28 es a dos niveles,
transcripcional y postranscripcional. El entrecruzamiento de CD28 con anticuerpos
en linfocitos T de linfoma activados mediante el TCR o por e} PMA incrementan la
actividad del promotor del gen de IL-2 aproximadamente en cinco veces. (120). El
efecto es mediado por un factor nuclear lamado CD28RC que se une a la regién
localizada en el promotor de IL-2 cerca del sitio AP-1. Las mutaciones en este
elemento resultan en la pérdida de la actividad inducida por CD28. '
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Més aiin, la unién de CD28RC con su secuencia blanco puede ser inhibida por un
oligonucledtido con un consenso del NF-xB. Esta idea esta apoyada por el hallazgo
de que otras linfocinas, como el factor estimulante de colonias de granulocitos y
macréfagos (GM-CSF), IL-3 y el IFN-y, tienen un sitio para el NF-xB en sus
promotores y responde a la coestimulacion de CD28 (120), Basados en diferentes
hallazgos se ha propuesto que existen dos vias de transduccién de seftales
intracelulares acopladas con CD28, una es dominante en linfocitos T activados y
otra en linfocitos T no activados. En la ausencia de ocupacidn del TCR, el dominio
citoplasmico de CD28 permanece sin fosforilar al sitio de unién de la PI 3-cinasa.
La identidad de la cinasa que fosforila a CD28 después de la estimulacién con el
antigeno permanece desconocida, aunque recientemente se ha reportado la unién de
CD28 a la cinasa de tirosina itk (tsk/EMT) (164).

Por otra parte en otros estudios se encontrd que pS6* es activada después del
entrecruzamiento de CD28, mientras que otro laboratorio encontrd que la
fosforilacion de tirosina de CD28 inducida por el sustrato puede ocurrir en células
Jurkat que no expresan pS6°* (60). Lo que indica que son necesarios mas
experimentos para la identificacién de esta cinasa o bien que puede existir una via
alternativa que 1o requicre de p56** .

En blastos de linfocitos T o en células Jurkat, una PTK es capaz de activar el
receptor CD28 mediante la fosforilacion del un residuo de Y191, Estos linfocitos T
pre-activados entran un estado completamente activado cuando el antigeno se une
al TCR en el contexto del receptor CD28 ya ocupado. En blastos, la unién y

activacion de CD28 a través de la PI 3-cinasa inicia una sefial diferente (2b).
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La fosforilacion de la PLCyl y la elevacion del calcio son observadas después de la
estimulacién de los linfocitos T activados, generando un componente sensible a la
CsA. Se presume que esto involucra la activacion de una cinasa de tirosina, aunque
es igualmente plausible que este tipo de sefial de transduccion sea iniciada por la
inhibicién de una fosfatasa de tirosina, La PTK asociada a CD28 podria asociarse
via los dominios de la region 2 de homologia src (SH2) o SH3 de la PI 3-cinasa,
aunque, parece improbable que sea cualquiera de las PTK asociadas al TCR, ya que
la unién de CD28 por su ligando natural B7 puede inducir fosforilacién de tirosina
en linfocitos T activados de sangre periférica, mientras que la fosforilacion de
tirosina inducida por CD28 fue casi inexistente en los linfocitos T no activados.

Se ha propuesto que en linfocitos T no activados la sefial de transduccion a
través de CD28 pertenezca a otra clase (2a), a través de un mensajero sensible a
CsA. Ya que la fosforilacion de tirosina del dominio citosélico del CD28 lumano
no ha sido demostrado en linfocitos T no activados (60), y si la PI 3-cinasa estd
involucrada en la sefial 2a, significa que esta ocwre via un mecanismo
independiente de una cinasa de tirosina. Se ha propuesto que la cascada de seffales
de transduccion en los linfocitos T no activados involucra cinasas de serina/treonina
y o fosfatasas. Sin embargo, la PKC{ , la cual es una variante de PKC que es
insensible a los ésteres de forbol (165). Dado que la activacién de la PI 3-cinasa
puede llevar a la activacion de la PKCE, este modelo podria explicar la observacion
de que ni PMA ni la estimulacion por CD28 por si solos activen a los linfocitos T
haive, mientras que el tratamiento con PMA mds anticuerpos anti-CD28 es capaz

de activar a los linfocitos T humanos.
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La parte central de este modelo es que CD28 transmite dos sefiales distintas: La
seftal 2a occurre en linfocitos T naive antes de la estimulacién de linfocitos T con
niveles bajos de unién in vitro de CD28, dado por cantidades sub-saturantes de
anticuerpos anti-CD28 bivalentes, y tal vez in vivo por células presentadoras de
antigeno que expresan una familia de ligandos B7 de baja afinidad. Por otra parte,
1a sefial 2b se transmite en bldstos de linfocitos T y requiere cantidades saturantes
de unién de anticuerpo anti-CD28 e in vivo, se puede requerir de ligandos de la
. familia B7 de alta afinidad o multiples. Basados en estudios previos (166), es
posible que las sefiales asociadas con la produccion de citocinas y la estabilizacién
del mRNA estén asociadas con la sefial 2a y, por lo tanto, que este sea el
equivalente bioquimico de la seffal coestimulatoria descrita por Bretcher y Coln, Es
particularmente relevante para esto, el que existan estudios recientes del uso de
pervanadato, un medio farmacolégico de simular los efectos de la sefial de
transduccion mediada por PTK/fosfatasa. Sé ha demostrado que la activacién
mediada por pervanadato de las PTK en linfocitos T uo activados no da como
resultado la expresion del gen que codifica para IL-2 a menos de que exista
coestimulaciéon a través de CD28 (167). Por el contrario, en células Jurkat, el
tratamiento con pervanadato Ginicamente, fue suficiente para la produccion de IL-2
(168). Estos resultados contrastantes sefialan la dificultad de usar células Jurkat
como un modelo de transduccion de sefiales costimulatorias pero, sugiere que la
sefial 2a es independiente de las fosfatasas de tirosina y la PTK sensibles a

pervanadato,
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Como ya se mencioné la herbamicina A, un inhibidor de la PTK, puede
prevenir la fosforilacion de tirosina inducida por la unién de CD28 y la produccién
de IL-2 inducida por la unién de CD28 en linfocitos T normales (164,147). En
blastos de linfocitos T humanos, el paso(s) seusible a la herbamicina pueden estar a
nivel de 1a fosforilacién de la Y191 del dominio citosdlico de CD28, y/o a nivel de
1a PTK que contribuye a la seffal 2b. El entrecruzamiento de anticuerpos anti-CD28
puede activar la cinasa raf-1 de serina/treonina (170) en linfocitos T normales, y
todavia no se sabe si este fendmeno es parte de 1a sefial 2a o 2b, Raf-1 parece ser
necesario para la produccién de IL-2 por células Jurkat (171). Juntos estos
resultados sugieren que los eventos proximales en la transduccién de seftales en
CD28 pueden involucrar multiples cinasas de protefnas, asi como cinasas de
lipidos.

Muchos estudios se han realizado acerca del mecanismo a través del cual
CD28 ejerce su funcién celular, recientemente se ha encontrado que CTLA-4, el
homoélogo estructural de CD28, también puede asociarse con la PI 3-cinasa, este
hecho se detecté mediante andlisis de cinasa de lipidos e inmunoensayos
(immunoblotting) empleando antisueros anti-p85. Estudios de union de péptidos
revelaron que los dominios SH2 de la unidad p85 se une al motjf pYVKM del
dominio citoplasmico de CTLA-4 con una afinidad similar con la que se une a
CD28.(172)
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111, FUNCION

Proliferacién, produccién de citocinas y otros

Para poder inducir una respuesta inmune antigeno-especifica, los linfocitos T
deben recibir seflales de las células presentadoras de antigeno. Las interacciones
APC-linfocito T pueden dividirse en tres estadios: adhesion celular, reconocimiento
del antigeno a través del receptor del linfocito T, y coestimulacion.(Fig. 6). La
adhesion parece ser critica para la iniciacion de la activacién del lifocito T, porque
el bloqueo de uno o més de las parejas ligando-receptor de adhesién, inhibe
completamente la respuesta inmune primaria (173). Si el reconocimiento del
antfgeno por el TCR es bloqueado, se tiene como resultado la falta de respuesta
inmune. Aunque las seffales coestimulatorias no son especificas para el antigeno o
restringidas por el MHC, determinan los resultados de la transduccién de sefiales a
través del TCR, ya que cumplen un papel importante en el control de la secrecion
de citocinas, la proliferacion de linfocitos T y la funcién efectora. (57,174). La
ocupacion del TCR en ausencia de coestimulacion, también provoca un fallo en la
induccién de la respuesta inmune, pero en contraste, resulta en anergia (53). Este
término se otorga al tipo de tolerancia que se obtiene de la interaccion de linfocitos
T autorreactivos, en las que su reactividad es regulada negativamente en los

organos periféricos.
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Aunque CD28 y CTLA-4 se unen a receptores idénticos, el resultado de la
transduccion de sefiales no parece ser funcionalmente redundante, Después de una
seilal mediada por el TCR, la union de CD28 resulta en la sobreregulacion de IL-
2R-a. (44) y el IL-2R-y (GJ Freeman et al,, sin publicar), wn incremento en la
transcripcion del mRNA de IL-2 (175), secrecién de citocinas (Tabla 3),
proliferacion de linfocitos T (73,174), sobreregulacion del ligando CD40 (176),
regulacién positiva del mRNA de CTLA-4 (67), generacién de linfocitos T
citotoxicos (LTC) (177), y en la regulacion de la sintesis in vitro de IgE (178)

La transduccion de seflales a través de CD28 aumenta de gran manera la
estabilidad del mRNA de linfocinas (179). Este efecto es especifico para el mRNA
de linfocinas, por que 1a estabilidad de otros transcriptos que se han inducido
durante la activacién de linfocitos T como c-myc y c-fos no es afectada (179).
Varios estudios han demostrado que la presencia de una secuencia rica en AU
(AUUUA) en la regién 3'no traducida, correlaciona con un recambio rdpido de
mRNA. Se ha sugerido que el papel del elemento rico en AU (ARE) es el de marcar
el mRNA para una degradacion répida (revisado en 180). La secuencia rica en AU
esté presente en la regién 3'no traducida de varias linfocinas (IL-1, IL-2, IL-S, IFN-
a, B, v, GM-CSF, TNF-a)) y oncogenes. Muchos factores de unién ARE han sido
recientemente descritos. En particular, las actividades de unidn, de cuando menos
dos proteinas de union especificas para mRNA citopldsmico de linfocitos T (AU-B,
AU-C) son desreguladas después de la unién del TCR (140,141).

Estos factores se unen especificamente a los RNA de linfocinas ( no se unen
a transcriptos sintéticos a partir del RNA de c-myc) y presentan cinéticas paralelas

a la expresion de genes de linfocinas.
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TABLA 3
Citocinas inducidas por la unién de CD28

Citocina Funcion(es)

IL-1at Miltiples efectos proinflamatorios, pirogenos enddgenos.

IL-2 Factor de crecimiento de linfocitos T y B, activacién de macrofagos,
activacion de células NK (LAK).

IL-3 Mielopoyesis temprana, proliferacion de mastocitos.

1L-4 Activacion de linfocitos B, “cambio de isotipo” a IgE, IgG1, diferenciacion
de linfocitos T a TH2, maduracion de mastocitos.

IL-5 Diferenciacion de eosindfilos y basdfilos, factor de crecimiento de
finfocitos B.

1L-6 Induccién de reactantes de fase aguda, pirdgeno, proliferacion de
linfocitos B, miclopoyesis,

IL-8 Quimiotaxis de neutrofilos, linfocitos y basdfilos, activacion de neutréfilos.

IL.-10 Inhibe activacion de linfocitos TH1 y macréfagos, cambio de isotipo a IgG
a IgA (con TGF-f), maduracion de mastocitos.

IL-13 Cambio de isotipo de IgG4 e IgE, proliferacién de linfocitos B.

TNF-o Lisis fumoral, efectos proinflamatorios, induccién de MHC clase I,
caquexia

GM-CSF  Activacion de macrofagos, mielopoyesis en fases tempranas,

1PNy Activacion de macrdfagos, induccion de moléculas del MHC, antiviral,
cambio de isotipo a 1gG2 (ratdn), .

LT Lisis tumoral, efectos proinflamatorios, induccion de MHC clase 1,

caquexia

(Tomado de Moreno, I. Respuesta inmune y mecanismos de antoinmunidad. 1996, Ed
Limusa, Méx.)
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La inhibicién de la sintesis de nuevas proteinas previene la aparicién de AU-B y
AU-C mediada por el TCR e incrementa la estabilidad del mRNA de IL-2, Mas
aun, la estabilizacién de los mRNA de linfocinas inducida por la coestimulacién con
PMA correlaciona de manera iuversa con la unién de AU-B. Por lo tanto, estas
proteinas inducibles de unién ARE estén probablemente involucradas en el marcaje
del mRNA de linfocinas que contienen AUUUA, para su degradacién. Es posible
que estas proteinas u otras relacionadas, resulten en un incremento de la estabilidad
del mRNA de linfocinas,

Aunque se ha establecido el papel de CD28/B7 en cuanto a la estimulacién
con antigenos convencionales, se tienen reportes conflictivos en lo que respecta al
requerimiento de la coestimulacién mediada por CD28 en la respuesta inmune a
superantigenos bacterianos. Aunque muchos estudios han indicado que la
transduccién de sefiales a través de CD28 aumenta las respuestas de los linfocitos T
a los superantigenos (81,181-183), no es claro todavia si las interacciones CD28/B7
representan un papel obligatorio para la activacién de linfocitos T mediadas por
superantigenos. Estudios recientes indican, por ejemplo que CTLA-41g (184,185) o

anticuerpos anti-B7-1 (186) tienen poco o ningin efecto en la activacién de

linfocitos naive mediada por superantigenos. Se han hecho estudios (187) |

empleando sistemas in vitro de linfocitos T naive murinos y observando su
respuesta hacia superantigenos bacterianos usando anticuerpos anti-B7-1 y B7-2, en
ellos se demostrd que la activacion de linfocitos T in vitro por superantigenos es

estrictamente dependiente de sefiales coestimulatorias dadas por las moléculas B7-1
0B7-2.
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Como se demostré para antigenos convencionales, las respuestas de células hacia
superantigenos bacterianos requiere de sefiales mediadas por el TCR y por CD28.

Finalmente, la administracion in vivo de superantigenos bacterianos lleva a la
activacion policlonal de linfocitos T y a la produccion de linfocinas (incluyendo IL~
2), seguido por anergia y reduccién en el numero de linfocitos T que presentan
segmentos VRTCR especificos. De ahi , que los estudios in vitro indican un
requerimiento estricto para la coestimulacién mediada por B7 en respuesta a
exotoxinas bacterianas (187). De estos hechos se podria derivar una terapia anti-B7
para el tratamiento del sindrome de choque séptico que involucra la accion de
superantigenos.

En cuanto a la generacion de CTL se ha demostrado mediante experimentos
murinos in vitro que la interaccion CD28-B7-1 es necesaria y suficiente para la
generacion de CTL especifica del MHC clase 1 (188). Experimentos in vivo en
ratones, también demostraron que la coestimulacion de B7-1 basta para la
activacién de linfocitos T CDS8* (189). Por lo tanto es evidente que los CTL CD§*
pueden ser activados directamente sin la ayuda de linfocitos CD4", si existen
sefiales coestimulatorias apropiadas (B7-1). Una vez activados, los linfocitos CD8+-
secretan IL-2 y pueden funcionar como células inductoras para otros linfocitds'
CD8+ (190). Por otra parte se han hecho experimentos que demuestran que en la
generacion de CTL a través de B7-1 estan involucradas dos vias de transduccién de
sefiales, una dependiente y la otra independiente de IL-2 (191).
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Diferenciacién de subtipos Th1/Th2

Existe evidencia que sugiere que las seflales coestimulatorias mediadas por
CD28 son importantes en diversos estadios de la diferenciacién de los linfocitos T.
Para iniciar el primer ciclo proliferativo, los linfocitos T naive requieren de una
sefial a través de TCR y una segunda seiial, que puede ser dada por CD28, lo cual
resulta en la secrecién de IL-2 (192,193,194). La exposicion subsecuente de los
linfocitos T secretores de IL-2 a la transduccién de seilales de TCR y de CD28 los
diferencia en linfocitos T CD4* ThO capaces de secretar miiltiples citocinas. La
evolucidn de una respuesta inmune es regulada por citocinas especificas presentes
en el microambiente (195).

Estas citocinas dirigen la diferenciacion de los linfocitos T CD4* a subtipos
capaces de secretar distintos patrones de linfocinas (196). Hay evidencia que
demuestra que la citocina IL-12 (197,198) y, en menor medida el IFNy, dirigen la
diferenciacion de linfocitos T CD4* a linfocitos Thi, los cuales secretan linfocinas
(IL-2, IFNy, TNF-B) criticas para la generacion de la respuesta inmune celular y, en
ratones, para el anticuerpo IgG2a. En contraste, el contacto con IL-4 es necesario
para dirigir la diferenciacion de linfocitos T CD4" a linfocitos Th2, los cuales
secretan IL-4,IL-5, e IL-10, las cuales, en ratones, son criticas para la produccién
de anticuerpos IgG1 e IgE y para la inmunidad contra pardsitos de tipo helmintico
(196,199,200), La IL-4 y la IL-10 también inhiben la activacién de macréfagos y la
presentacion de antigenos, por lo tanto regulan negativamente la respuesta inmune
celular (200,201,202,203).
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Cuando son adicionadas tanto ta IL-4 como la IL.-12 a cultivos in vitro, la IL-
4 domina sobre la IL-12, dirigiendo a los linfocitos T CD4" hacia su diferenciacion
a linfocitos Th2 (204); sin embargo, la administracion in vivo de IL-12 inhibe el
desarrollo de Th2 (205). Todas estas observaciones sugieren que la transduccion de
seflales tanto por la via CD28 como por los receptores para citocinas especificas es
critica para la direccion de la polarizacién de los linfocitos T hacia los subtipos Th
de CD4*,

Diversos estudios murinos recientes demuestran que la via CD28 es critica
para el desarrollo de linfocitos T productores de IL-4. Usando un medelo in vive de
infeccion helmintica, (206) se demostr6é que CTLA-4 bloquea l1a produccion de IL-4
por linfocitos T con lo cual se inhibi6 tanto Ia activacion de linfocitos B como la
secrecion de IgE. La infeccion de ratones BALB/c con Leishmania di6 como
resultado una enfermedad fatal asociada con la generacion de linfocitos Th2, la cual
inhibe la diferenciacion de finfocitos Thl protectores. En ratones infectados con
Leishmania, el blogueo temprano y a corto plazo con CTLA-4lg inhibe la
produccion de IL-4 y protege contra la enfermedad letal, sugiriendo que el priming
de Th2 es dependiente de la via CD28 (207). De manera similar, en un modelo
transgénico de produccién de autoanticuerpos (de isotipo primario IgGl
dependientes de IL-4), el bloqueo temprano y a corto plazo con CTLA-4 inhibié la
produccion de autoanticuerpos (208). Estos estudios dan evidencia indirecta, pero

in viva, de que la via CD28 est4 involucrada en la produccién deIL-4,

44



Estos estudios, junto con las diferencias en la estructura, expresion y union
de los ligandos B7-1 y B7-2, sugieren la posibilidad de que B7-1 y B7-2 puedan dar
sefiales distintas. El estudio realizado por Freeman et al., 1995 (209) confirma esta
suposicion, ya que aunque la coestimulacion mediante B7-1 y B7-2 fué idéntica en
la inducci6n de la produccion de IL-2 y de IFN-y y en la expresion de las cadenas
IL2-Rat e IL-2Ry, B7-2 coestimula mas eficientemente la produccion de IL-4 y de
TNF-p, mientras que B7-1 coestimula més eficientemente la produccién de GM-
CSF. La diferencia funcional més significativa entre B7-1 y B7-2 fue que B7-2 es
més efectivo al coestimular par la produccion de IL-4, lo cual ha sido
consistentemente observado en diferentes poblaciones de linfocitos T. La magnitud
de la diferencia en la induccion de [L-4 es dependiente del estado de diferenciacion
de los linfocitos T. En linfocitos CD4*CD45RA" naive (210), 1a induccion por B7-2
es 10 veces mayor que en la mediada por B7-1. En linfocitos T previamente
estimulados o en linfocitos T CD4*CD45RO", la induccion de IL-4 por B7-2 es
entre 3 a 11 veces mayor que la mediada por B7-1. Estos datos apoyan la
conclusion de que las diferencias entre la coestimulacién mediada por B7-2 o B7-1
son mayores al inicio de la respuesta inmune y menos pronunciadas después. Debe
hacerse enfasis en que los niveles de IL-4 inducidos por la coestimulacién con B7-2
son bajos y probablemente no son suficientes para inducir todos los efectos
biologicos mediados por niveles altos de IL-4. Previamente algunos ixlveStigadOfcs
han demostrado que la IL-4 es una citocina dominante y que el contacto con IL-4
dirige la diferenciacion hacia el subtipo Th2. Las sefiales que inician la produccion
de IL-4 asi como las poblaciones celulares que inician la secrecién de IL-4 no estan
bien identificadas (211,212,213),
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Se ha propuesto en sistemas murinos, ya sea que, las células mastoides o una
subpoblacién de células NK puedan dar la fuente inicial de IL-4 (213).
Alternativamente en un sistema hwinano in vitro se ha demostrado que B7-2 puede
coestimular linfocitos T naive para 1a produccién de niveles bajos de IL-4, y esta
cantidad de IL-4 parece ser suficente para iniciar a estas células en la produccion
posterior de IL-4, Otros estudios han demostrado que existe una diferencia entre los
resultados de la coestimulacién mediada por B7-1 y B7-2 y es la habilidad de B7-2
para iniciar y amplificar la secrecién de 1L-4 por linfocitos T naive. ‘

Aunque la coestimulacién repetitiva con B7-2 lleva al incremento progresivo,
aunque bajo, de los niveles de IL-4, la IL-12 continud siendo producida,
demnostrandose que la coestimulacién por B7-2 no es suficiente para llevar a la
poblacion completa a su diferenciacion a Th2. Estos resultados son consistentes con
estudios previos, en los cuales se ha demostrado que la IL-4 exégena dirige la
diferenciacién de linfocitos T hacia Th2 de manera dependiente a la cantidad de IL-
4y que los niveles bajos de IL-4 ex6gena llevan a una poblacién mixta de linfocitos
T que secretan tanto IL-2 como IL-4 (199). Sin duda se requieren de otras seflales
para la produccién de niveles mayores de IL-4 y la diferenciacién terminal de Th2.
Un papel para B7-2 en la iniciacién de la respuesta inmune por linfocitos T naive
puede ser el coestimular un nivel bajo inicial de IL-4 que da a los linfocitos T la
opcion de responder a sefiales de diferenciacién posteriores. Ya que B7-2 se
expresa constitutivamente en monocitos y en células dendriticas pero no ast B7-1
(71,214,215,216), la coestimulacién inicial de una respuesta immune seria
usualinente a través de B7-2, tal vez esto explique por que la respuesta del sistenia
inmune es por default del tipo Th0/Th2 (200).
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En contraste, B7-1 no induce la produccién de IL-4 en los ciclos iniciales de
cstimulacién y es por lo tanto una seffal de difcrenciacion mas neutral, lo que tal vez
deje particularmente sensibles a los linfocitos T hacia las seflales de diferenciacion
Th1 como IL-12,

Trabajos adicionales recientes apoyan la idea de que B7-1 y B7-2 no son
equivalentes en su funcién biologica in vivo y que la transduccion de seflales a
través de CD28 asi como la consecuente produccion de 1L-2 (217) es critica para la
produccién de IL-4. Los isotipos de anticuerpos inducidos por la transferencia
adoptiva de APC pulsadas con antigeno (218) es consistente con la hipétesis de
que B7-2 coestimula la secrecion de IL-4 y da una sefial moderada hacia la
diferenciacion Th2. En esos estudios, los monocitos murinos B7-2* y B7-1" inducen
preferencialmente la secrecion de 1gG1 y de IgE (isotipos dependientes de Th2),
mientras que las células dendriticas murinas B"T-Z*, B7-1* inducen ambos
anticuerpos IgG2a e 1gG1 (isotipos dependientes de Th2 y Thl).

Estudios sobre el desarrollo de los subtipos de los linfocitos T inductores en -
un sistema transgénico para TCRop demostraron que las células adherentes de
bazo estimulan el desarrollo de una poblacién mixta de ThO pero.que la linea de
linfocitos B TA3 B7-1"y B7-2* (81) estimula el desarrollo de Th2 (200).

En un modelo murino de encefalomielitis alérgica experimental (EAE), la
administracion in vivo de anticuerpos monoclounales anti-B7-1 (permitiendo el
dominio de B7-2) redujo la severidad de la enfermedad y llevo a un incremento en
la produccion de IL-4 (219).
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Las clonas de linfocitos T derivadas de un ratén tratado con anticuerpos
monocionales anti-B7-1 con EAE fueron en un inicio del fenotipo Th2, en vez de
las clonas Thl primarias derivadas de animales sin tratar, En contraste, la
administracion in vivo de anticuerpos monoclonales anti-B7-2 (permitiendo el
dominio de B7-1) increment6 la severidad de EAE. Trabajos anteriores han
demostrado que para la generacion de linfocitos T productores de IL-4, es necesaria
la estimulacién de linfocitos T no comprometidos por IL-2 e IL-4. La IL-2 previene
la sefial necesaria para la produccién de IL-4 o suplementa la viabilidad de la sefial
(193,196,199,220,221). Los resultados de! bloqueo in vive con anti-B7-2 e¢n un
modelo de EAE, por lo tanto, pueden deberse al bloqueo directo de la sefial para la
produccién de IL-4 o al efecto indirecto del bloqueo de la coestimulacién que
genera la produccion de IL-2. Asf todos estos estudios sugieren que B7-1 y B7-2 no
son equivalentes y que la sefial de CD28 mediada por B7-2 tiene un papel en la
diferenciacién de los linfocitos T CD4* capaces de secretar IL~4.

En un principio, seria sorprendente que B7-1 y B7-2 puedan unirse al mismo
receptor pero llevando a la produccién diferencial de algunas linfocinas. Sin
embargo, se ha demostrado que muchos receptores inmunolégicos transmiten
seffales que llevan a diferentes resultados dependiento del ligando al cnal se unen,
Por ejemplo, la unién de MHC-péptido al TCR normalmente es una sefial para Ia
activacién de linfocitos T pero algunas combinaciones alferadas de MHC-péptido
pueden dar sefiales para la anergizacién de los linfocitos T (222) y esto puede

diferir de manera critica con sus tasas de encendido-apagado (223).
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Linsley et al. (224) han demostrado recicntemente que B7-1 y B7-2 tienen
afinidades bajas similares por CD28 y afinidades altas por CTLA-4, pero sus
cinéticas de unién son muy diferentes. B7-2 se une mas rdpido pero decae también
rapidamente. Ademas, los determinates de union en CTLA-4 para su unién con B7-
1 y B7-2 difieren (224). Estas diferencias en el sito de unién y en las tasas de
encendido-apagado pueden permitir a B7-1 y B7-2 el empleo de diferentes vias de
transduccién de sefiales intracelulares. Nunes et al. (161) identificaron un cierto
nimero de sefales intracelulares inducidas por el entrecruzamiento con anticnerpos
monoclonales anti-CD28 pero solo algunas de estas fueron duplicadas por la unién
de CD28 con B7-1. Por lo tanto se cree que las seflales no inducidas por B7-1
pueden ser inducidas por B7-2,

Sin embargo, hay muchas observaciones que no son compatibles con la
interpretacién de los resultados anteriores. Los anticuerpos monoclonales anti-B7-2
son muy eficientes en el bloqueo de la hipersensibilidad retardada y de respuestas
humorales; los anticuerpos monoclonales anti-B7-2 bloquean el desamollo de
diabetes en ratones NOD ( una enfermedad autoinmnune dependiente de Thl); y
bajo algunas circunstancias, las transfecciones de tanto B7-1 como B7-2 inducen
respuestas antitumorales potentes in vivo (225,226). Estos resultados sugieren un
papel potencial para la activacién de las respuestas Thl.

Més aun, Lanier et al. (227) reportaron que la estimulacion de lds linfocitos
T humanos con transfectantes de B7-2 puede inducir niveles similares de citocinas
tipo Thl y Th2. Por tanto, parece que existen factores, ademas de la actividad
intrinseca por la unién con B7-1 y B7-2 con CD28, que pueden influenciar los

resultados in vifro e in vivo observados.
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Una explicacién para los papeles paraddjicos de B7-1 y B7-2 pueden
relacionarse con la variabilidad significativa cn la fuerza de las seffales mediadas
por TCR subsecuentes a la exposicion al antigeno en sistemas diferentes, Por
gjemplo, las diferencias relativas de B7-1 y B7-2 en la potencia en un sistema de
tranfeccion tumoral puede depender de la antigenicidad del tumor. La presencia de
Ia molécula coestimulatoria potente B7-2 puede dar wna sefial distinta para los
linfocitos T, hiperestimular a Ja respuesta inmune para disminuir a los Jinfocitos T
ya sea directamente, tal vez a través de su interaccion con CTLA-4, o mediante un
incremento en la potencia de Jas seflales de los linfocitos T para promover una
respuesta Th2 que inhiba la imnunidad tumoral,

Existe un modelo (228) que trata de integrar muchas de las observaciones
relacionadas con la unién de TCR, Ja coestimulacién por CD28, y Ia biologfa
Th1/Th2 (Fig.7). Liew y Parish (229) en un principio sugirieron que Ja fuerza de la
unién del antigeno al TCR podria regular las respuestas inmunes. En estos primeros
estudios, el tratamiento de animales con dosis clevadas de antigeno llevaban a una
respuesta de anticuerpos muy fuerte, mientras que dosis bajas de antigeno
promovian respuestas de hipefscusibilidad retardada, Més recientemente, ratones
transgénicos de TCR, han sido usados para demostrar que altas dosis dé péptidos
promueven la produccién de citocinas del tipo Th2 (IL-4), mientras que dosis bajas
de antlgenos promueven citocinas de tipo Thl incluyendo IFN-y. Asi, 1a fuerza da
Ia transduccion de sefiales por linfocitos T puede afectar dramaticamente el balance
de subtipos Th1/Th2, Esta hipétesis de la fuerza de la sefial puede explicar algunas
de las observaciones en el sistema CD28-B7.
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Fig. 7. Modelo de avidez pars 13 coestimulacién de tinfocitos T
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{nteraccidn CD28:B7. La respusets inmune se divide ens cuatro partes dependiendo det grado de
coestimulacién y de unién de! TCR. El modelo predice que Ia variacion de 1os niveles CD28/CTLA4
presentes durante is rospucsta inmune alteran 1a diferenciacién, La progresion del ciclo celular y ta
expansion clonal de fos linfocitos que responden, (Tomado de Bluestone, J.A. 1998, /mmunity 2:585.)
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Ya que es evidente que una variedad de factores, incluyendo la naturaleza de
las APC que expresan las moléculas B7, fa afinidad de fas moléculas B7 por CD28
0 CTLA-4, y el nivel de expresioén de B7-1 y de B7-2, pueden dar como resultado
seffales significativamente diferentes dadas por los linfocitos T. Asf, los efectos
combinados de la coestimulacién de CD28 con la unién de el complejo TCR-MCH-
péptido puede dar distintos resultados dependiendo de la cantidad del antigeno, Ia
funcion de 1a APC, el medio de citocinas, y el nivel de coestimulacion. Los
siguientes escenarios serfan predichos por el siguiente modelo.

Bajo condiciones de una baja densidad de antigeno, la unidén de CD28 es
escencial, ya que Ia terapia con anticuerpos monoclonales anti-B7 y CTLA-4lg o fa
interrupcion genética en la expresion de CD28 dan como resultado Ja dismimuicion
de la capacidad para generar una respuesta primaria productiva de linfocitos T y la
supresion severa de las respuestas hwnorales dependientes de T. Bajo estas
probables condiciones fisiolégicas, la estimulacién de las respuestas primarias de
linfocitos T es dependiente en gran medida de la coestimulacion mediada por B7-2.
En etapas primarias de la respuesta inmune B7-2 se expresa constitutivamente en
células dendriticas y funciona para regular tanto la respuesta Th1 como la Th2.

Mientras la respuesta inmune progresa, B7-1 y B7-2 se regulan
positivamente en distintas APC, resultando en un incremento de las seffales de
coestimulacién y en un incremento en la fuerza de la sefial que prownueve la
expansion de linfocitos T y de la produccion de citocinas y puede virar la respuesta

inmune hacia el fenotipo Th2.
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Cualquier sustancia o situacion que reduzca la coestimulacion durante el transcurso
de esta respuesta (como el tratamiento con anticuerpos monoclonales anti-B7)
reduce la fuerza del la sefial, promoviendo las respuestas Thl.

Por ejemplo, el bloqueo de las sefiales coestimulatorias dadas por B7-2 en el
modelo de EAE puede exacerbar la enfermedad a través de la reduccion de la
coestimulacion; apoyando la estimulacion del fenotipo default Thi. Baja densidad
mdxima de antigeno, como puede ocurrir durante una infeccion muy virulenta o una
respuesta de rechazo a un trasplante, se pueden observar diferentes efectos,
dependiendo del grado de coestimulacién. Bajo algunas circustancias, la
transduccion de sefiales a través de CD28 puede ser sobrepasada totalmente debido
a la alta ocupacion del TCR. De hecho , in vivo, los ratones deficientes en CD28
pueden rechazar normalmente piel alogénica ¢ implantes de islotes xenogénicos,
responder a dosis altas de KLH como antigeno en un ensayo de respuestas
secundarias de linfocitos T y mediar potentes respuestas antivirales. Asi, la
transduccién de seffales aumentada de TCR lleva a un aumento en la fuerza de la
sefial en general que puede sobrepasar el requerimento de la coestimulacién
mediada por CD28. Sin embargo, la respuesta resultante es principalmente
inflamatoria, consistente con la relativamente reducida dependencia de CD28 de la
respuesta Thl. Consistentemente con esta idea esta la observacién de que la
inmunizacién de ratones deficientes en CD28 tiene como resultado la activacion de
los linfocitos T pero no la de los linfocitos relacionados con la produccion de

anticuerpos.
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La falta de un componente humoral puede reflejar ya sea la transduccion de sefiales
insuficiente en las respuestas Th2 o Ia falta de cooperacion entre los linfocitos T y
los linfocitos B debido a las interacciénes célula-célula ineficientes. La adicién de
coestimulacion no mediada por CD28 puede entonces promover respuestas Th2.

Finalmente, los altos niveles de coestimulacion junto con la alta ocupacién
del TCR puede, de hecho, regular negativamente las respuestas inmunes. Este
efecto puede ocurrir debido a la extensa transduccién de sefiales via el TCR y
CD28 como se ha sugerido como una explicacién para la tolerancia de zona o el
agotamiento clonal. Alternativamente, la hiperestimulacién puede regular
positivamnente CTLA-4 en linfocitos T activados. Se ha demostrado que la unién de
CTLA-4 regula negativamente la respuesta inmune. Asi, las interacciones CTLA/B7
pueden amplificar la supresioén observada bajo estas condiciones.

En resumen, la hipétesis de la fuerza de la seffal puede aplicarse a muchos de
los resultados observados tanto en modelos in vitro como in vivo de coestimulacion
mediada por CD28. Sin embargo, permanece un gran mimero de cuestiones por
resolver, incluyendo la necesidad de un mejor entendimiento del papel de B7-1 y
B7-2 en la regulacién de las respuestas Th1/Th2; a la contribucién relativa de estos
ligandos coestimulatorios directamente contra las APC donde son expresadas; y el
papel regulatorio potencial en los eventos de transduccién de sefiales que pueden

ser mediados por B7-1 0 B7-2 en las APC o en los mismos linfocitos T activados.
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Funcién de CTLA-4

En contraste a la transduccion de seifales mediada por CD28, poco se sabe
sobre la funcion de CTLA-4. Cuando ¢l dominio citoplasmico de CD28 o de
CTLA-4 se fusiond con CD8 y se introdujo en linfocitos T, el entrecruzamiento del
hibrido CD8/CD28 di6 una sefial coestimulatoria, pero el entrecruzamiento de
CD8/CTLA-4 no (230). Sin embargo, se ha reportado que CTLA-4 puede mediar
una seflal coestimulatoria sinergistica con CD28 (177). Por el contraric, hay
evidencia de que CTLA-4 puede mediar una sefial antigeno-especifica sub-
regulatoria. En un sistema murino in vitro, tanto anticuerpoé monoclonales anti-
CTLA-4 como sus fragmentos Fab aumentan las respuestas proliferativas del
linfocitc T en una reaccién alogénica mixta de linfocitos (MLR). Sin embargo,
cuando se wtilizd coestimulacion optima o entrecruzamiento por Fc, los anticuerpos
anti-CTLA-4 inhibieron 1a proliferacion de linfocitos T,

Estos resultados sugieren que CTLA-4 da una seffal nepativa que es
bloqueada en la presencia de anticuerpos monoclonales anti-CILA-4 o que los
anticuerpos monoclonales anti-CTLA-4 directamente regulan de manera negativa la
respuesta de linfocitos T (231). Consistentemente con estos resultados, los estudios
realizados por Gribben et al. (232) han demostrado que CTLA-4 no tiene una
funcién redundante a la sefal generada por CD28. En contraste, el
entrecruzamiento de CTLA-4 en linfocites T previamente activados da como

resultado la apoptosis antigeno especifica.
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Por lo tanto se cree que CTLA-4 tiene una via de transduccion de sefiales distinta
capaz de la eliminacion clonal de linfocitos T previamente activados cuando la
transduccion de sefiales a través de TCR no esta acompafiada de una acumulacion
significativa de IL-2. Ademas en estos misinos experiinentos se encontrd que la
apoptosis mediada por CTLA-4 no esta asociada a su unién ni con B7-1 ni con B7-
2 y se propone a B7-3 como un posible ligando que coestimula sin inducir la
acumulacién de IL-2 (83). Sin embargo los anticuerpos monoclonales anti-B7-3 no
bloquean la apoptosis mediada por CTLA-4.

Durante el progreso de la respuesta inmune, existe un balance entre las
seffales que median la activacién y la amplificacién y aquellas que
subsecuentemente, inducen la eliminacién celular antigeno-especifica. Ya sea que el
entrecruzamiento de CD28 o de la regién de unién comin con CTLA-4 por
anticuerpos monoclonales o por sus ligandos naturales B7-1 o B7-2 de una seifal
coestimulatoria positiva que origina como resultado la acumulacion de IL-2. Los
resultados de algunos experimentos (232) sugieren que la acumulacion de IL-2 es
dominante, ya que amplifican la respuesta imnune y protegen el progreso de la
respuesta inmune de la apoptosis mediada por CTLA-4. Ya que B7-1 y B7-2 son
ligandos tanto para CD28 como para CTLA-4, su funcién deberia de mediar la
amplificacién nds que la eliminacion celular. Durante este intervalo de
amplificacién, el entrecruzamiento de CTLA-4 no provoca la apoptosis, por el
contrario da una sefial coestimulatoria sinergistica a CD28. Después de la
activacién de los linfocitos T, 1a unién de CD28 por B7-1 regula negativamente la
sintesis de CD28 y la funcién asi como la expresion de CTLA-4 se incrementa
(233) (Fig. 8).
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Fig. 8. Un modelo pars ilustrar las interaccionss potenciales de la cosstimulacién mediada por CD28 y la
inhibicida mediada por CTLA4.Las flechas grosss indican divisiones ootulares; Las flechas deigadas
{ndican sollales intracelulares: Las lineas punicedss indicen el procesamiento de antigeno, (Tomado de
Jeaking, MK. 1994, Immunity 1:443.)
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Bajo condiciones donde la respuesta proliferativa estd abatida, el
entrecruzamiento de CTLA-4 en la ausencia de la coestimulacion mediada por
CD28 puede inducir la eliminacién de células previamente activadas, La capacidad
funcional ya sea de coestimular o inducir apoptdsis dependiendo en el estado de
activacion de la célula es una reminiscencia del repertorio funcional de los
miembros de la familia de receptores para el TNF (234). Sin embargo, de manera
opuesta a la apoptdsis inducida por miembros de la familia del receptor de TNF, el
entrecruzamiento de CTLA-4 parece mediar la eliminacién clonal antigeno-
especifica, ya que requiere una sefial concomitante a través de TCR. El mecanisimo
mediante el cual la transduccion de sefiales a través de CD28 previene 1a apoptosis
es desconocida, pero ya que la apoptosis puede también ser prevenida por la
adicion de 1L-2 exdgeno, se sugiere que la viabilidad de la sefial es mediada de la
transduccion de seilales a través del receptor para IL-2.

El fenotipo de los ratones knockout para CTLA-4 (333) apoya claramente el
papel inhibitorio en la transduccién de seitales mediada por la molécula CTLA-4.
Los ratones presentaron linfoadenopatia de gran magnitud. Los organos linfoides
periféricos contenfan de 5 a 10 veces el niimero normal de linfocitos, de los cuales
la gran mayoria eran linfoblastos de T que expresaban marcadores de activacion
indicativos de que una respuesta inmune estaba ocurriendo. In vitro , los linfocitos
T proliferan espontneamente y tienen una respuesta aumentada a la estimulacién
del TCR, Las concentraciones séricas de inmunoglobulina en los ratones estén
elevadas en varios ordenes de magnitud en comparacion con los niveles normales, y

los linfocitos B presentan marcadores de activacion,
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Hay infiltrado extenso de linfocitos en Ia médula dsea, los pulmones, el higado, el
pancreas, y el corazdn, y los ratones mueren a los 3 o 4 semanas de edad.

Los ratones knockout para CTLA-4 mueren a una corta edad debido al fallo
del miocardio originado por lesiones causadas por el infiltrado de linfocitos T. La
via Fas esta intacta en este tipo de ratones, debido a que los linfocitos T nweren
cuando se exponen a anticuerpos contra Fas, y 1a molécula CTLA-4 actia mediante
la inhibicién o la finalizacién de la activacién mas que por muerte celular. Por lo
que Fas y CTLA-4 dan dos mecanismos distintos para evitar un exceso de linfocitos
T.

La interaccion entre CD28 y CTLA-4 y su ligando es compleja. Ya que
CTLA-4 se tiene un pico de expresién transitorio de aproximadamente 2 dias
después de la activacién, la sefial de inhibicién generada por la unién con las
moléculas B7 en la APC finaliza la producccién de linfocinas y la proliferacién de
linfocitos T activados (60,335). Esta regulacién negativa puede rescatar algunos
linfocitos T de la muerte celular inducida por la activacidn, facilitando la generacidn
de células de memoria las cuales estan listas para una respuesta ripida cuando se

encuentran nuevamente con el antigeno después de la disminucién en la expresién

de CTLA-4. En los ratones knockout , la ausencia de CTLA-4 podria prevenir la

finalizacion de la respuesta de linfocitos T en curso, Sin embargo, otra posibilidad
(no excluyente) es que CTLA-4 también regula la iniciacién de la respuesta de los
linfocitos T. Cantidades bajas de B7 son insuficientes para apoyar la activacién del
linfocito T, més como resultado de las sefiales de inhibicién mediadas por CTLA-4
que como falta de coestimulacién por CD28 (334)
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1V. CONSECUENCIAS INMUNOLOGICAS

Anergia

'

Las anormalidades funcionales resultantes de la eliminacién o de la sobre
expresion de los miembros de la via B7-CD28/CTLA-4 pueden dar luz sobre la
importancia de esta via en la induccién de la inmunidad, asf también como en la
prevencion y reversion de la tolerancia. As{ como algunos estudios in vitro han
demostrado que todas las seflales coestimulatorias provenientes de la familia B7
estdn mediadas a través de la molécula CD28, se podria predecir que la ausencia de
CD28 producirfa un defecto profundo en la funcién de los linfocitos T (Fig.9)

Aunque los ratones deficientes en CD28 (65) tienen un desarrollo normal de
linfocitos T, se encontrd una reduccion significativa de la actividad de los linfocitos
T inductores, con titulos bajos de IgG1 e IgG2P pero incrementados los de IgG2a y
normales los de IgM e IgG3, la secrecién de anticuerpos y ¢l cambio en el isotipo
de las inmunoglobulinas después de estimulacién con antigenos virales estuvo
significativamente disminuida. Mds ain, la sobre-regulacién de IL-2R-a. estuvo
disminuida significativamente, asi como la proliferacion y la secrecidn de IL-2 en
respuesta a mitogenos. Sin embargo, los linfocitos T de estos ratones parecian tener

actividad citolftica normal.
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Resultado Agentes

- aHLA-A/B/C

Sitio de bloqueo Reconocimiento Proliferacidn | Potencialmente
APC ClulaT |aigtuicp _Proliferscitn _al rto terapéutioos
alCAM-1
-— — aLFA-1
+ alFA-3
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+ CTLA4-lg
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Fig. 9 S¢ muostran tres sitios de bloqueo de la interaccidn APC:linfocito T justo con los reactivos
disponibies cepaces de bloquesr cada sitio. Los agentos blogueadorss ys scs do la adhesidn o de la
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: tanto La respucets proliforstiva primaria como la proliferacién antigeno-
eapocifica subsecucale dando cotso resultado s induccién de La anergia, (Tomado de Guinan, E.C, 1994,

(ockial 1) previeaca ¢ reconocimiento de los linfockos T que
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La retencion de la inmunidad mediada por células en ratones deficientes en CD28
sugiere que una via coestimulatoria alternativa podria inducir la produccién de
citocinas. Asi como los ratones deficientes en CD28 no produjeron niveles
- detectables de IL-2, el andlisis de los ratones deficientes en IL-2 pueden dar apoyo
a la existencia de una via funcional redundante a CD28 que sea capaz de la
induccion de la inmunidad mediada por células, Més ain, asi como la IL-2 parece
ser una citocina importante involucrada en la prevencion de la anergia el andlisis de
los ratones deficientes en IL-2 puede dar la informaci6n sobre las condiciones que
regulan la induccién de la anergja. Los ratones deficientes en IL-2 (235) también
presentan clonas normales de timocitos y linfocitos T periféricos, respuesta
policlonal de linfocitos T reducida pero inducible, y niveles reducidos de diferentes
isotipos de inmunoglobulinas. Como los ratones knockout de CD28, también tienen
una respuesta inmune mediada por células relativamente normal. Estos datos
sugieren que la funcién preponderante de CD28 y de la IL-2 es la induccién de la
inmunidad normal mediada por los linfocitos T inductores, pero que su expresion no
es irreemplazable en la induccién de inmunidad mediada por células. Mas ain, los
linfocitos T de cualquiera de las cepas de ratones deficientes descritas
anteriormente, no son anérgicas, un hallazgo consistente con la hipétesis de que en
la ausencia de IL-2 o de CD28, una sefial alterativa (potencialmente ejercida por

IL-4 o por IL-5) puede reemplazar aquellas sefiales que previenen la anergia. (235)
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Aunque la ausencia de los genes de IL-2 y de CD28 en sistemas murinos no
resulta en un defecto inmune que amenace la vida, la observacién reciente de que
un subtipo de inmunodeficiencia severa combinada ligada al X (SCID) en humanos
es un resultado de la mutacion de la cadena y comim para los receptores de IL-2,
IL-4 ¢ IL-7, es de llamar la atencién (236) Todos juntos estos argumentos basados
en el knockout humano para una redundacia funcional en la transduccion de sefiales
de los receptores IL-2, IL-4 e IL-7, y mds importante atn, demuestra que la
ausencia de esta sefial resulta en una eliminacion de virtualmente todos los
linfocitos T, B y células NK. El desarrollo de un ratén deficiente en la cadena y
comtin puede ser ttil para definir la naturaleza de este defecto.

Tres modelos de sistemas han sido diseflados para describir el papel
funcional de los receptores de CTLA-4/CD28. Primero, los ratones deficientes en
B7-1 dieron evidencia para la existencia de més de un receptor para CD28/CTLA-4
(81,88). Aunque induciendo una respuesta alogénica significativamente menor, los
linfocitos B activados expresaron el receptor alternativo para CD28/CTLA-4, B7-2,
y por lo tanto la via B7/CD28 permanecié funcional. Segundo, los ratones
transgénicos para B7-1 (237), que expresan constitutivamente el gen para B7-1 en
linfocitos B maduros, redujeran en gran medida los niveles de inmunoglobulinas
séricas. Ademds, los ratones transgénicos para B7-1 demostraron respuestas de
anticuerpos reducidas hacia conjugados hapteno-proteina dependientes de T. Esto
no es debido a un defecto intrinseco de los linfocitos B porque lé;s respuestas de

anticuerpos hacia conjugados de haptenos independientes de T fueron normales.
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El tratamiento de ratones transgénicos de B7-1 con anticuerpos monoclonales
anti-B7-1 restablece la capacidad de estos ratones para producir anticuerpos contra
conjugados hapteno-proteina. Estos resultados sugieren que la expresion normal
temporalmente regulada de B7-1 puede coutribuir, ya sea para la iniciacién o la
desregulacion de una respuesta en linfocitos B dependiente de T, mientras que la
funcion inhibitoria es dominante en ratones expresando B7-1 a través de todo el
desarrollo de linfocitos B, Finalmente, los linfocitos T de ratones transgénicos para
CTLA-41g pueden no cooperar con linfocitos B como se midié por ld produccion
disminnida de anticuerpos (238). La respuesta de anticuerpos disminuida se define
por un cambio defectuoso de isotipo, 1g total baja y hay ausencia de formacion del
centro germinal en el bazo, gnglios linfdticos y tejido linfoide asociado al intestino.
Sin embargo, los linfocitos T inductores aislados a partir de estos ratones
transgénicos no eran anérgicos, desde que podian cooperar con los linfocitos B
cunando eran transferidos adoptivamente en los huespedes desnudos, Mas ain estos
linfocitos T CD4" pudieran generar nna respuesta primaria normal cuando fueron
inmunizados in vivo con DNP-KHL vy respuestas secundarias y terciarias después
de inmunizaciones repetitivas (239). Este resultado sugiere que CTLA-4Ig puede
prevenir la liberacion de una seilal negativa o da una sefial positiva,

De las numerosas moléculas coestimulatorias expresadas en células
presentadoras  de aloantigenos, estudios semejantes demostraron que fa
coestimulacion mediada por B7 parece ser critica en la prevencion de la induccion
de la anergia, La primera evidencia de 1a importancia de la coestimulacion mediada
por CD28 en la prevencion de la anergia fue dada por clonas de linfocitos T
murinos (143),
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El cultivo de clonas de linfocitos T en la presencia de dosis submitogénicas de arti-
CD3 sin APC competentes resultd en anergia, la cual pudo ser prevenida si se
adicionaba también anticuerpos monoclonales anti-CD28, Alternativamente, los
fragmentos anti-CD28 Fab en la presencia de anti-CD3 y con APC competentes
ihibieron su funcién coestimuladora y resultaron en la induccion de anergia clonal,
En sistemas humanos se han utilizando APC artificiales transfectadas con MHC
clase II con o sin B7-1, para estudiar la funcién de B7-1 en ausencia de otras
moléculas coestimulatorias.

Estas APC artificialmente positivas péra B7-1 pueden presentar
eficientemente péptidos como antigenos o como aloantigenos, e inducir respuestas
proliferativas antigeno especificas acompafiadas de acumulacion de IL-2 tanto en
clonas de linfocitos T huwmanos normales como en linfocitos T humanos
aloreactivos unprimed (46,240,241). El reto a los linfocitos T que respondieron con
APC profesionales dieron como resultado una respuesta secundaria significativa,
Un cultivo primario con APC artificiales B7-1 negativas (transfectadas solo con
MHC clase II) resultd en anergia ( ej. secrecion de IL-2 no detectable y falta de
proliferacion a retos consecutivos). La anergia pudo también ser inducida por la
inhibicién de la coestimulacién de B7-1 a APC artificiales B7-1+ usando anti-B7-1,
fragmentos Fab de anti-CD28 o CTLA-4lIg. Otro sistema experimental humano in
vitro usando células mononucleares de sangre periférica de individuos
incompatibles (242) demostré el papel de la interaccién B7-CD28 en la prevencion
de la induccién de la anergia aloantigeno-especifica en MLR. Este sistema

demostr6 que el reactivo mis efectivo para bloquear la via B7-CD28 es CTLA-41g.
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Experimentos més recientes han demostrado que la adicion de CTLA-4Ig en RML
entre pares donador-receptor contpatibles ¢ incompatibles, resulta en una
disminucion sustancial de la frecuencia de precursores de células T secretoras de
IL-2 donador-especificos (250)

Usando clonas especificas de células T HLA-DR7 aloreactivas y lincas de
células linfoblastoides transformadas con el virus de Epstein-Barr que expresaban
de igual manera B7-1 y B7-2 como estimulador, se observd que los anticuerpos
monoclonales anti-B7-1 y anti-B7-2 tenian efectos de inhibicién equivalentes en
RML e inhibian la respuesta primaria en wn 25% y la respuesta secundaria en un
50%. Aunque B7-1 y B7-2 parecen tener una importancia semejante en un sistema
donde se coexpresan comparativamente en la poblacion estimuladora (240), este no
parece ser el caso cuando una RML se realiza usando células mononucleares de
sangre periférica de individuos no compatibles. Por que B7-2 se expresa
constitutivamente en monocitos y es desregulado de manera temprana a B7-1
después de la activacion, parece que es el miembro de la familia B7 que
mayormente regula la iniciacién de la respuesta inmune (250,74). Como contraste,
B7-1 parece que amplifica la respuesta inmune en periodos mds prolongados de
tiempo. El significado fisiolégico tinico de B7-1 y B7-2 en la respuesta inmune ha
sido demostrado por otros investigadores (202), quienes demostraron que la IL-10

previene la expresion de los miembros de la familia B7 en macréfagos lo cual
resulta en anergia,
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Diversos experimentos nwwinos recientes  corroboraron ¢l significado
aparente de B7-CD28 como una via coestimulatoria in vivo. El siguiente modelo
demostrd que el bloqueo de la via B7-CD28/CTLA-4 resulta en tolerancia a largo
plazo a xenoantigenos hwnanos en ratones (243). Para ello se emplearon células de
los islotes pancreaticos humanas, las cuales fueron transplantadas bajo la capsula
renal de ratones diabéticos cuya enfermedad fué inducida artificialmente. Los
animales fueron tratados con CTLA-4lg o con Ig control, y su comportamiento
funcional fue seguido mediantc la determinacion de los niveles de glucosa en
sangre. La administracion de CTLA-4Ip resultd en la funcion normal de las células
de islotes de pancreas humanas transplantadas sin evidencia histologica de rechazo
de injerto. El retransplante de células de islotes pancreaticos de un donador inicial
relacionado, resultd cn sobrevivencia prolongada del injerto en todos los animales
que habian sido inicialmente tratados con CTLA-41g pero no en aquellos tratados
con la Ig control, demostrandose que la tolerancia donador-especifica habfa sido
desarrollada solo en la presencia de CTLA-41g.

Un efecto menos dramatico de el bloqueo de la via B7-CD28/CTLA-4 en la
inmunidad humoral se reportd por otros investigadores, quienes demostraron que
aunque el tratamiento in vivo con CTLA-4Ig inhibfa completamente las respuestas
primarias de anticuerpos hacia globulos rojos de carnero y KLH, las respuestas
secundarias de anticuerpos no fueron afectadas (244).

Otro experimento in vivo demostrd que CTLA-41g prolonga la sobrevivencia

del injerto en un modelo de alotransplante cardiaco no compatible en rata (245).
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Como contraste al sistema dc xenoinjerto de islotes pancredticos, CTLA-4Ig resultd
en la prolongacién de la sobrevivencia del injerto, pero finalmente todos los
aloinjertos fueron rechazados. El efecto limitado de CTLA-4Ig en este modelo
experimental de aloinjerto cardiaco puede deberse a la presencia de otras moleculas
coestimulatorias; esto puede prevenir la induccion de la tolerancia, o revertir un
estado ya establecido de tolerancia. De manera alternativa, el fallo en la induccién
de la tolerancia puede deberse a la falta del reconocimiento del antigeno por una
estimulacion inadecuada antigeno-especifica de las células del huésped, debido a la
pobre funcién de Ia APC del tejido cardiaco. Para probar esta hipétesis, Lin et al.
(246), modificaron el protocolo del tratamiento y se administraron transfusiones
donador-especificas de células mononucleares de sangre periférica a animales
huéspedes antes del transplante cardiaco.

La administracién subsecuente de CTLA-4Ig al mismo tiempo del
transplante, no solo resulta en una sobrevivencia prolongada (muchas veces
indefinida) del aloinjerto cardidco, pero también en respuestas suprimidas o tardias
de injertos de piel donador-especifico, pero sélo se han encontrado en transplantes
parciales de piel. Empleando otro modelo murino in vivo se investigé el efecto de
CTLA-4lg en transplantes de médula ésea (BMT) de animales no compatibles
(247), Los donadores y recipientes del BMT no compatibles tanto en MHC clase 1
como II fueron comprometidos con y sin la administracion in vivo de CTLA-41g. El
tratamiento con CTLA-4lg disminuyé consistentemente la incidencia de la
enfermedad de injerto contra huésped (GVHD) en los individuos receptores,

aunque la mayoria de los animales presentaron evidencia de enfermedad subclinica,
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La recoustitucion hematopoyética no estuvo afectada en animales bajo tratamiento
comparados con los controles.

Un mecanismo propuesto para la tolerancia periférica es que los linfocitos T
permanecen sin responder a los antigenos tisulares porque las células del tejido no
dan las sefiales coestimulatorias para su activacién, Si la tolerancia periférica es
debida simplemente a la falta de coestimulacién, una célula que expresa de manera
aberrante una molécula coestimulatoria deberfa activar los linfocitos T
autoreactivos y tener como resultado la autoinmunidad. Un estudio reciente el cual
establece estos hechos demostré que ademds de la coestimulacion, el nivel de
expresion del antigeno MHC juega un papel critico en la inducién de la
autoinmunidad (248). Los ratones dobles transgénicos que coexpresain B7-1 y
niveles altos de MHC clase II en las células epiteliales de los islotes pancredticos
desarrollaron destruccién autoinmune de las células beta del péncreas. Como
contraste, la expresion del antigeno MHC clase 1I por las células pancredticas sin
B7-1, ocasioné tolerancia especifica. El injerto de células de islotes de ratones
dobles transgénicos que expresan tanto MHC clase II como B7-1 bajo la cépsula
del riftén de los animales tolerantes, no fué rechazado, demostrando que una vez
que la tolerancia ha sido establecida no puede ser revertida por la coestimulacion
con B7-1, Consistentemente con estos resultados, otro estudio (249) demostré que
ratones transgénicos expresanto B7-1y la una glicoproteina viral en células beta del
pancreas junto con linfocitos T transgénicos especificas para el antigeno

desarrollaron diabetes debido a la aparicién de respuesta de los linfocitos T.
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Aunque el bloqueo de a familia coestimulatoria B7 parece ser esencial para
la induccion de la anergia, una preocupacién significativa es si la anergia es un
estado perinanente o puede ser revertido por factores solubles o bien por moléculas
coestimulatorias expresadas en células presentadoras de aloantigenos. Se han
realizado diversos estudios sobre la permanencia del estado de anergia.

Algunos investigadores (250) han observado que los linfocitos T anergizados
pueden proliferar en respuesta a IL-2 exégena (46,241,251,252), Mids aiin, la
anergia clonal murina de linfocitos T antigeno-especificos puede ser revertida
mediante el cultivo prolongado de las células anergizadas con IL-2 después de la
presentacion del antigeno por APC profesionales (252). La habilidad de la IL-2 y
potencialmente de otras citocinas de revertir el estado establecido de anergia puede
ser un obsticulo serio para la aplicacién clinica de esta observacién, ya que la
tolerancia al aloantigeno puede ser superada si se encuentran citocinas liberadas por
algin fenémeno en el microambiente. De hecho el rechazo de 6rganos y la
aparicién o recurrencia de GVHD son frecuentemente precedidos por infecciones y
liberacién de citocinas.

Para determinar el papel de las citocinas y/o de las moléculas
coestimulatorias en la reversién de la anergia, se emplearon experimnentos
detallados usando un sistema clonal lumano in vifro aloantigeno-especifico (240).
Estos estudios demostraron que, después de un cultivo prolongado con IL-2
(durante 7 ¢ mds dfas), los linfocitos T anergizados readquirieron la habilidad de
responder al aloantfgeno especifico, pero ni B7-1 ni B7-2 pudieron dar la
coestimulacién adecuada para esta reactivacién, En contraste, LFA-3 parece tener

una funcién coestimulatoria significativa en la reversién de la anergia,
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Mas adn, la induccion del estado de anergia es asociado con la regulacién negativa
de el epitopo CD2R en linfocitos T anérgicos y el epitopo CD2R es reexpresado
cﬁando las células anérgicas adquieren la capacidad de ser reactivadas después de
un cultivo prolongado con IL-2. Estos resultados son consistentes con aquellos a
partir de un estudio murino (253) en el cual se emplearon linfocitos T
af*'CD3*CD2'CD4A'CDS" de ratones con linfoproliferacion autoinmune homocigota
(Ipr/lpr) a partir de la cepa de una MLR., Cuando esos linfocitos T con una
respuesta por debajo de lo normal se cultivaron con IL-2, ésteres de forbol y
ionomicina por al menos una semana, ellos reexpresaron CD2 en su superficie y se
obtuvo mievamente respuesta a la estimulacién antigénica. Estos resultados indican
que la anegia es un estado temporal, y su reversion estd asociada con la expresion
en la superficie de moléculas funcionales CD2. El mantenimiento de un estado
donde no hay respuesta puede, tal vez requerir presentacion continua del antigeno
especifico a los linfocitos T. Cuando los linfocitos T anérgicos se trasladan de un
ambiente donde existe el antigeno propio mediante transferencia adoptiva a una
cepa de ratones que carece del antigeno especifico o mediante cultivo in vitro, el
estado donde no hay respuesta es revertido y las células en un principio anérgicas
readquieren su funcién normal (254).

Un estudio reciente in vitro demostrd que los linfocitos T humanos anérgicos
pueden causar la falta de respuesta a péptidos o hacia aloantigenos especificos en
linfocitos no anérgicos (255). Un mecanismo propuesto es la competencia entre los
linfocitos anérgicos y no anérgicos por la superficie de la APC y por la IL-2
producida localmente.
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Otro mecanismo sugiere que la habilidad de los linfocitos anérgicos para provocar
la supresion de las respuestas antigeno/especificas de linfocitos no anérgicos es el
fendmeno denominado tolerancia infecciosa (256). En este modelo murino in vivo,
los finfocitos T se hacen tolerantes a los injertos de piel de donadores con
histocompatibilidad menor no compatibles mediante el uso de anticuerpos
monoclonales anti-CD4 y anti-CD8. Cuando estos linfocitos T tolerantes se
mezclan con células potencialmente reactivas de un ratén naive y son transferidas
junto con los injertos de piel del donador original de piel, el injerto de piel puede
ser retenido sin intervencidn terapedtica posterior,

De acuerdo con el mecanismo propuesto, los linfocitos naive anérgicos
puede transferir exitésamente la tolerancia a los otros linfocitos naive. Estos dos
modelos sugieren que después de una induccién de tolerancia exitosa, no se
necesita inmunosupresion posterior para mantener la tolerancia por un tiempo.
prolongado. Una pregunta importante es la tasa de linfocitos T anérgicos in vivo, y
que tan rapidamente mueren,

En cuanto al mecanismo intracelular que se desencadena para generar el
estado de anergia se sabe que hay un increinento en el calcio intracelular y que la
sintesis de novo de proteinas es critica para su induccién (257,258). La anergia
puede mantenerse por un defecto en la acumulacién de mRNA de IL-2 mediado por
TCR y no por TCR y CD4, o la modulacién del receptor de IL-2. La falta de
respuesta a la IL-2 exdgena se mantiene. Kang et al. (128) ha demostrado que las
células T anergicas no pueden iniciar la transcripcién de un promotor heterélogo
controlado por el extremo 5' del promotor del gen para la IL-2 o por un multimero

de la secuencia AP-1 presente en el promotor,
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Ademds, el complejo de proteinas que se une a la secuencia AP-1, un
heterodimero c-fos/c-jun, se induce lentamente en los linfocitos T anérgicos
después de 1a reestimulacién. Por lo tanto, la explicacion mds simple que toma en
cuenta todos estos resultados, incluyendo el requerimento para la sintesis de novo
de proteinas, es que se genera un represor para la union AP-1 bajo condiciones que
resultan en la anergia. Los linfocitos Th1 anérgicos parcce que contienen nivcles
reducidos de las cinasas de tirosina p56'* y p59%", sugiriendose que estas células
también pueden tener defectos de seflalizacion proximal (259). En algunos casos,
las clonas Thl que reciben seflales a través de TCR en la ausencia de la
coestimulacion mueren mediante un mecanismo apoptético (260). Por lo tanto, la
anergia o la apoptésis se induce en clonas de linfocitos T no tranformados
estimulados a través de TCR unicamente.

Trabajos recientes sugicren que la relacidn antagénica entre la
coestimulacion y la induccion de la anergia por CD28 es indirecta, Las clonas de
linfocitos T preincubados con APC viables, antigeno, y anticuerpos anti -IL-2 y
anti-receptor de IL-2, condiciones bajo las cuales hay coestimulacién y se produce
IL-2 pero la proliferacién es bloqueada, no responden a la reestimulacion
subsecuente con antigeno (261). Resultados similares se obtienen con el butirato de
sodio, el cual bloquea a las células en la fase GI del ciclo celular (262), Otra
situacion en la cual la coestimulacion se da pero la division celular subsecuente estd
inhibida por la sefalizacion crénica del TCR (261), es cuando las clohas de
linfocitos T se wuelven anérgicas después de la estimulacion cronica con
anticuerpos anti-CD3 méas APC B7"
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Juntos estos resultados, con los resultados iniciales de la induccién de la anergia,
sugieren que la no respuesta se induce como consecuencia de la transduccion de
seflales del TCR en ausencia de division celular. Esto puede ocurrir cuando la
coestimulacion no se da y la IL-2 no se produce, o cuando la coestimulacion se da'y
la IL-2 se produce pero no se produce la subsecuente divisién celular. Por lo tanto
la capacidad de células accesorias viables para prevenir la anergia via la interaccion
de CD28-B7 se explica probablemente por el liecho de que la coestimulacion que
dan aumenta la cantidad de IL-2 que producen los linfocitos T, promoviendo
multiples ciclos de division celular, permitiendo a los linfocitos T que inactiven o
diluyan a la protefna represora responsable de la anergia. La observacién de que
sometiendo los linfocitos T anérgicos a ciclos en presencia de II.-2 exégena da
como resultado la recuperacién de la capacidad de respuesta a antigenos, es
consistente con esta idea (128,261). La unica molécula ademds de CD28 o de B7:
cuyo bloqueo induce anergia in vitro en linfocitos T murinos estimuladas a través
del TCR es CD24 (263).

Otro ejemplo de como se puede inducir la anergia a través de la transduccién
de seflales de TCR y en la ausencia de division celular fue reportado por Sloan-
Lancaster et al. (227). Ellos encontraron que algunos péptidos que diferfan del
péptido inmunogénico silvestre en algunos aminodcidos no solo fallaba al estimular
la proliferacién de los linfocitos T cuando era presentado por APC vivas y
funcionales sino que dejaban a los linfocitos T en un estado de no respuesta a
estimulacion subsecuente con el péptido nativo,
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Estos autores propusieron que algunos complejos péptido-MHC se unen de manera
débil con el TCR en los linfocitos T que responden, generando la transduccién de
seifales suficiente para la induccion del represor pero no para fa induccion de los
reguladores positivos de la expresidn del gen de la IL-2.

Ahora bien gracias a algunos experimentos se sabe que la anergia es un
estado de los linfocitos T en el cual la produccion de TL-2 asi como la capacidad de
respuesta hacia IL-4 estdn disminuidas (264,265). Ademds se sabe que las clonas
Thi productoras de IL-2 son facilmente anergizadas mientras que las clonas Th2 no
lo son. Por lo que se ha especulado que algunas moleculas involucradas en la
produccion de IL-2 o en la capacidad para la respuesta a 1L-4, pero no en la
produccion de IL-4, pueden ser un blanco molecular de la anergia.,

Varias moléculas han sido propuestas como blanco molecular para la anergia,
¢j. AP-1 (128), protein cinasa C (PKC) (266) o Fyn (267). Los papeles de estas
moléculas en la produccién de IL-4 y en la capacidad de respuesta a IL-4 no estdn
claras, Sin embargo, la modulacién negativa de estas moléculas en las células
anérgicas no fue apoyada por Go y Miller (268). Elios reportaron que la
estimulacion mediante antigeno induce factores transcripcionales NF-AT, AP-1,
NF-xB y NFIL-2A en el nicleo sin una produccién cuantificable de IL-2 en clonas
Thi anérgicas. Esto indica que la anergia suprime la produccién de IL-2 sin afectar
las vias de transduccién de sefiales de TCR que llevan a la activacion de estos
factores de transcripcion. Aunque la via coestimulatoria mediada por CD28 es
indispensable para la produccion de IL-2, Go y Miller no la investigaron en clonas
Th1 anergicas. Ademds, permanece abierta la pregunta si un regulador negativo de

la transcripcion del gen de IL-2 se induce en células anergicas.
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Suzuki et al., (269) reportaron que la coestimulacién de CD28 esta bloqueada en
linfocitos T CD4 anergicos asi que la regulacion de la regulacién postranscripcional
del mRNA de IL-2, ¢j. la estabilizacion del gen, estd afectada en estas células,

Observando que existen diferentes blancos moleculares en la anergia
dependiendo del reporte citado (128,266,267), debe de considerarse que el grado
de anergia difiere con las condiciones experimentales (270). Es plausible que
existan varios blancos moleculares en la anergia. Ya que, recientemente, se
encontré que la coestimulacion de CD28 regula positivamente la respuesta a 1L-4
de las clonas de linfocitos T mediante la estabilizacion del mRNA de IL-1a en las
células (271). Por lo tanto, un defecto en la coestimulacion a través de CD28 por si
mismo puede causar tres consecuencias de la anergia, bloqueo en la produccion de
IL-2 y falta de respuesta a 1L-4 pero produccién normal de 1L-4. De acuerdo con
esto, la adicion de rIL-1a. mejord significativamente la respuesta de los linfocitos T
CD4 anergicos hacia SEB (269) . ¥

A pesar de que se tiene una expresion disminuida del gen de IL-2, los niveles
de mRNA de IL-4 estén significativamente aumentados en linfocitos T CD4
anérgicos comparados con los encontrados en linfocitos T naive. No es claro si los
niveles incrementados de mRNA de IL-4 se deban a un incremento en la frecuencia
del precursor de las células productoras de IL-4, como en el caso de ratones
infectados con helmintos e moculados con SEB (272), o por el aumento de
expresion del gen de IL-4, De cualquier modo, se sabe que ocurre algin tipo de
respuesta inmune, incluso en ratones que carecen de CD28 (65). La produccién de
IL-4 no esta inhibida por CTLA-4Ig soluble que bloquea la unién de CD28 con su
ligando en la APC (242).
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Estos reportes son consistentes con la observacién de que a pesar de la
coestimulacion deficiente de CD28 los linfocitos T anérgicos son capaces de
expresar incluso niveles superiores de mRNA de IL-4 que los que presentan los
linfocitos T naive después del entrecruzamiento de TCR.

Ya que los linfocitos T anergicos son capaces de producir IL-4 después de la
estimulacién con antigeno, puede favorecer a los linfocitos T naive especificos para
el antigeno, para que se diferencien en linfocitos Th2. Cuando la fuente inductora
de tolerancia es retirada o algunas ofras formas de coestimulacién como la IL-1 se
dan por la infeccién puede ocurrir una respuesta Th2 hacia el tolerdgeno.

Esto es consistente con los iltimos reportes de algunos autores en los que la
infeccién por Nippostrongylus brasiliensis rompe la anergia de linfocitos T del
subtipo Th2 pero no de los linfocitos Thl de ratén (272) y que CTLA-4 induce la
tolerancia de linfocitos T en el rechazo a trasplantes donde los linfocitos Thi juegan
un papel (243) pero no induce tolerancia de linfocitos T que controlan la respuestz;

por anticuerpos (244).
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Inmunidad Tumoral Especifica

Una funcién descrita de los miembros de la familia B7, es su papel en la
induccién de la inmunidad tumoral especifica. Aunque los inmunélogos han
identificado, y bajo ciertas circunstancias expandido, nimeros reducidos de
linfocitos T antigeno-especificos capaces de inducir citélisis de células neopldsicas
humanas, hay poca evidencia de que estos linfocitos sean importantes para la
vigilancia de tumores autélogos o bien para el rechazo de tumares (273-279). Adn
no es claro porque existen fallos cuando se intenta desarrollar una respuesta inmune
mediada por linfocitos T antigeno-especificos contra células malignas vy, si se

desarrolla, por que fracasa. Claro, que la hipétesis de que un huésped puede generar

una respuesta de linfocitos T citotoxicos significativa dmgxda contra el neoplasma‘

autdlogo presume la existencia de un nimero suficiente de precursores de lmfocltos
T citotéxicos ¢ inductores antigeno-especificos (279,280).

En el caso especifico de lencemias y linfomas, las células malignas son
frecuentemente la contraparte neoplésica de APC profesionales, lo que sugiere que
estas células pueden tener el repertorio necesario para presentar efectivamente
antfgenos tumorales enddgenos a los linfocitos T (274,281-289). Sin embargo, el
fracaso de cualquier tumor para provocar una respuesta adecuada de linfocitos T
especificos para el tumor puede ser el resultado de (1) expresién ausente o

inadecuada de moléculas de adhesion;
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(2) incapacidad de presentar efectivamente el antigeno como consecuencia de la
ausencia del antigeno del tumor, falta de immunogenicidad del antigeno, y/o
procesamiento inadecuado o transporte del antigeno; (3) ausencia o un nimero
limitado de MHC en la superficie celular; y (4) ausencia o un niunero limitado de
moléculas coestimulatorias en la superficie celular, especificamente de B7, Estos
defectos podrian dar como resultado secuelas diferentes y discretas y pueden ser
responsables de una gran variedad de manipulaciones terapeiticas, dependiendo del
sitio del defecto. (276-278,280,290). Algunos defectos potenciales en la
presentacién de células neopldsicas se muestran en la Fig 10a. Si las células
tumorales no tienen cantidades suficientes de receptores de adhesion, moléculas
MHC, o antigeno, Ia sefial 1 no se genera. Por lo tanto, no se induce una respuesta
inmune mediada por linfocitos T. En contraste, si tanto los mecanismos de adhesion
como los que generan la sefal | estdn intactos, la ausencia de la sefial 2 trae como
resultado la tolerancia especifica del tumor.

La capacidad de las células neopldsicas para dar las seflales coestimulatorias
necesarias puede determinar si se genera una respuestalinmune‘ especifica para el
tumor o, si de manera alternativa, si se induce anergia especifica para el antigeno
tumoral.

Pocos, tumores sélidos expresan constitutivamente ya sea moléculas
coestimulatorias de la familia B7 o algunas otras moléculas coestimulatorias como
LFA-3 y CD40. En contraste, mediante el uso de iumunohistoqmmica, se ha
encontrado B7 en varios si no en todas las células B NHL o en células Reed-
Sternberg en secciones de tejido y en lineas celulares de la enfermedad de Hodgkin
(281,291,283,284,286,287).
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A) Celulas Tumorales como APC: Defectos comunes

Resputsta de linfocitos T
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C) APC Normales; Antigenos Tumorales

Fig. 10 Esta figura muesira los defecios potencisles que pudienan limitar ka capacidad de las oflulas
ncoplésicss pars fuscionar como APC. También sugierc las consscuencies funciongles de las
memwmemmdemhmumdmm
una respucsta de finfocitos T satigeac-espacifica. En (A), o fallo on ls pressataciéa del aatigeno o Ia
ausenciz de 1as ostructuras de superficie celular necosarias, como ¢! MHC y B?, lievan & ua fallo del’
reconocimiento antigénico; por lo tanto, no hay respussta de Linfociios T’ a! antigeno. Por ¢! contrario, 1a
ausencis de la coestimulacido mediads por B7 resulls on ls ancrgla tumos-especifica. (B) Iiustrs jos
mocanismos polesciales mediante Jos cuales 1as oblulas tumorales pucden ser modificades para mejorar su
capacidad de funcionar como APC. Estas modificaciones inclayen ia modulaciée tanto de Ia superficic
oclular del tumor como eu funcién a trevés de tratamieato con citocinas, transfeocidn o funcidn oelular.
Finalmente, (C) ilustrs Ia estrategis aliemativa que incluye ¢ uso de APC profesionales que presenten Jos
antigenos tumorales. (Tomado de Guinan, E.C, 1994. Blood 84:3261,)
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Los linfocitos T NHL y los tumores de linfocitos B circulantes raramente expresan
cantidades medibles de B7 (281,282,291). La induccion potencial in vivo de la
expresion de B7 en neoplasmas secundarios a estados inflamatorios sistémicos o a
infiltracion local de linfocitos no ha sido estudiada.

Se han intentado algunos acercamientos que permitan reconstituir la
capacidad de generar una respuesta inmune contra los tumores. Por ejemplo la
transfeccion de MHC en células neopldsicas es un mecanismo potencial que
permite a los tumores el despertar respuestas de linfocitos T mejores y de
presentarse ellos mismo como blancos para los linfocitos citotéxicos efectores,
Aunque no estd completamente claro por qué algunos tumores parecen presentar
antigenos en el contexto de MHC clase I mientras otros presentan antigenos en ¢l
contexto de clase II, existe evidencia experimental que la ausencia de antigenos
MHC puede limitar la capacidad de la célula para funcionar como una APC efectiva
para los antigenos tumorales. (292,293,294,295). Por ejemplo el sarcoma Sal
murino no expresa MHC clase 11 o B7. (296). La transfeccién de clase 1L no da las
MHC necesarias para presentar al antigeno pero si da una via de transduccion de
seflales que resulta en la expresion de B7, después de la interaccién del tumor
transfectado con los linfocitos T antigeno-especificos. Por lo tanto, los animales
naive a los cuales se les introduce un tumor que ha sido transfectado con MHC
clase II singénica rechazan el tumor modificado mientras que el tumor no
modificado crece y es fatal. La inmunizacién de animales naive con tumores
modificados también da proteccién contra un reto subsecuente con el sarcoma
original deficiente en clase II, mientras que la inmunizacién con tumores irradiados,

pero no manipulados, no dan el efecto protector.
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Resultados similares se han observado después de la transfeccién de clase I
singénica en melanoma negativo para clase I (189,226,297).

Awnque se sabe poco actualmente sobre la expresion de los miembros de la
familia B7 en tumores diferentes a las neoplasias de linfocitos B, muchos modelos
aniinales apoyan la relevancia de la via B7/CD28 en la generacién de respuesta
inmune tumor-especifica. El melanoma murino o las lineas de sarcoma que no
expresan B7 fueron identificadas y transfectadas con el gen de B7 y se demostré la
expresion de B7 en la superficie celular. En diferentes modelos murinos, la
inoculacién de animales con los linfocitos tumorales B7* transfectados, dié como
resultado el rechazo de las células tumorales restringido por MHC antigeno-
especifico en huéspedes naive en contraste con el crecimiento tumoral fatal en los
animales control que recibiecron células no modificadas (B7 negativas).
(189,226,296,297,298)

Estos modelos también apoyan a las hipétesis de la doble seffal con respecto
a la generacion de una respuesta inmune adecuada. En algunos casos, los linfocitos
T CD8" mediaban el rechazo de células tumorales, mientras que los linfocitos T
CD4* no hacfan lo mismo. En el modelo mediado por linfocitos T CD4, la
transfeccion de B7 en células tumorales negativas para MHC clase I no tuvieron un
aumento en su habilidad para estimular una respuesta inmune y, consecuentemente,
el crecimiento tumoral no fue impedido (296). Sin embargo, la administracién de
células tumorales tanto MHC clase II como B7* en el mismo modelo resulté su

incapacidad para inducir un efecto antitumoral vigoroso.
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Por 1o tanto, si las células tumorales funcionan como APC y generan una respuesta
de linfocitosT tumor-especifica eficiente, necesitan ser capaces de dar tanto la seiial
1 como la sefial 2,

Se encontrd apoyo adicional para esta idea en experimentos similares en los
cuales los tumores (derivados de 2 linfocitos T NHL, un mastocitoma y un
melanoma) fueron rechazados después de la transfeccion con B7 aunque otros
tumores (3 sarcomas y un melanoma) continuaron su crecimiento de manera
agresiva ain después de la transfeccion con B7 y su cxpresion en la superficie
celular (297). Aunque ocho de los tumores no modificados crecieron en huéspedes
naive, solo los tumores con evidencia de inmunogenicidad antes de 1a transfeccion
con B7 ( como se encontrd en los experimentos de inmunizacion y reto posterior
descritos con anterioridad ) fueron capaces de provocar una respuesta inmune
m1tige110-gspeciﬁca des.pués de haber resultado B7* en la superficie celular.
Nuevamente, la explicacién més viable de estos resultados es que los tumores
inmunogénicos fueron capaces de dar la sefial 1 alos linfocitos T.

La transfeccion con B7 les otorga la capacidad de dar la sefial 2, permitiendo
que los linfocitos B funcionen como APC competentes para generar respuesta
inmune antigeno-especifica completa.(Fig.10b) El que la expresién de B7 no
aumente la habilidad de tumores 1o inmunogénicos para provocar una respuesta de
linfocitos T, puede reflejar defectos en la sefial 1. De manera interesante, en estos
Wltimos experimentos ( en los cuales el efecto antitumoral parece estar mediado por
los linfocitos T CD8"), 3 o 4 tumores no inmunogénicos estudiados que no
presentaban antigenos de superficie clase I sugieren al menos una razén para el

fallo del paso de presentaci6n/reconocimiento.
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Otros mecanismos, como la falta de antigenos twmorales reconocibles o deficiencias
en el procesamiento y transportacion de antigenos, pueden ser usados para explicar
el fallo de estas células tumorales para estimular una respuesta inmune a pesar de la
transfeccién con B7. De manera global, estos experimientos de transfeccion de B7
dan un apoyo significativo para las hipotesis de que (1) las células tumorales
pueden tener una capacidad limitada para funcionar como APC; (2) este fallo puede
desencadenar no solo respuestas inmune abortivas sino también tolerancia tumoral
antigeno-especifica; y (3) la induccion de ﬁloléculas de superficie apropiadas,
incluyendo el ligando coestimulatorio B7, en células tumorales puede llevar a
respuestas inmunes antigeno-especificas (rechazo del tumor) en huéspedes naive.

Otros disefios experimentales también mostraron la habilidad de la
transfeccion de B7 para alterar la capacidad de células neopldasica para provocar
inmunidad protectiva contra tumores, En algunos experimentos, animales naive
fueron inoculados (ej. inmunizados) con las células tumorales transfectadas con B7.
(189,226,296,297) Esta inoculacién origind no solo el rechazo primario de las
células tumorales modificadas, como en los experimentos descritos anteriormente,
sino que también llevé a un grado significativo de proteccion contra inoculaciones
subsecuentes con células twmorales no modificadad B7 negativas.  En estos
sistemas, se puede demostrar que la induccién de inmunidad sistémica es antigeno
especifica y no se observa cuando las células tumorales transfectadas provienen de
tumores no inmunogénicos (297). Esquemas de immunizacion equivalentes en
nimeros equivalentes de células tumorales no modificadas, muertas o irradiadas
otorgan un efecto protector pobre,



Sin embargo, la inmunizacion repetitiva con estas células tumorales no
transfectadas pero inmunogénicas fue capaz de dar una proteccion considerable al
reto subsecuente con tumores no irtadiados, Nucvantente, estos experimentos
apoyaron la hipdtesis de que la inmunidad antigeno-especifica efectiva requiere
tanto la sefial 1 como la sefial 2. Mds aln, se sugiere que esta meta puede
posiblemente llevarse a a cabo , aunque de una manera menos efectiva, inediante la
presentacion de antfgenos tumorales fagocitados por APC profesionales no
neopldsicas. (Fig.10c). La identificacion, aislamiento, y la administracion de
antigenos tumor-especificos comiines pueden dar una estrategia alternativa para la
imnunizacidn del huésped, ya que la inoculacién con tumores no viables o
irradiados pueden facilitar 1a presentacién de antigenos tumorales fagocitados por
las APC profesionales residentes.

Existe otro mecanismo sugerido por los experimentos de Guo et al. (299)
para la generacion de una respuesta especifica protectora contra tumores, en este
experimento los elementos requeridos permiten a la célula tumoral el funcionar
como una APC establecida por fusion de la célula tumoral con células B
purificadas, singénicas y activadas (Fig.10b). En los experimentos reportados, la
célula tumoral, un hepatocarcinoma, que expresa cantidades limitadas de MHC
clase I y II yvcantidades limitadas (ICAM-1) o ausencia (LFA-1 y B7) de
moléculas de adhesion y coestimulatorias. En contraste, estas moléculas fueron
altamente expresadas tanto por células B como por el hibrido, el producto de fusién
de ambas células. La inoculacion de ratones desnudos ( deficientes en linfocitos T
¢ inmunoincompetentes) con las células hibridos resultaron en la formacién de

tumores que retenfan el potencial neopldsico de las células fusionadas.
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Sin embargo, los animales inmunolégicamente normales inoculados con el
hibrido hepatoma-linfocito B fueron capaces de rechazar las células y permanecer
libres de tumores, Ademds la exposicién previa de animales a las células hibridos
las volvid resistentes a retos subsecuentes con hepatoma no modificado, ¢j. las
células hibridos fueron capaces de immunizar animales naive. En estos
experimentos, tanto los linfocitos T citotdxicos como los inductores son escenciales
para la generacion de la respuesta celular antitumoral antigeno-especifica. Por lo
tanto, si se deja a las células neopldsica con la capacidad de dar tanto la sefial |
como la seffal 2 a linfocitos T antigeno-especificos (ya sea por transfeccion de
moléculas relevantes o por fusion celular con APC profesionales que expresan las
moléculas requeridas), el experimento puede dar como resultado la generacion de
inunidad tumor -especifica efectiva después de la inmunizacién primaria.

Una gran limitante de los sistemas modelo anteriores es que las células
tumnorales modificadas son rechazadas por los huéspedes naive, pero no por los que
presentan el tumor. Para experimentacion clinica, un modelo mds relevante
examinaria la capacidad de las células tumorales modificadas para influir en el
crecimiento de un tumor establecido o de la enfermedad residual minima. En un
modelo de melanoma en el cual la inoculacién tumoral desencadena metdstasis y
muerte, la administracion intravenosa de células transfectadas con B7 cuatro dfas
después de la inoculacion con tumores B7 negativos dieron como resultado la

sobrevivencia prolongada de todos los animales y una sobrevivencia a largd plazo
de casi la mitad. (226)
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De manera similar, en el modelo del hibrido linfocito B-hepatoma, ya sea la
administracion intrahepatica o la implantacion intrahepatica del tumor seguida por
la administracion subcutinea de células hibrido 10 dias después, se asocié con la
sobrevivencia de entre un 80% a un 100% libre de tumor. (299). Aunque estos
estudios estin muy lejos de ser usados en el tratamiento de pacientes con
enfermedades malignas, si son prueba de la posibilidad de inducir la imnunidad

tumor-especifica en algunos huéspedes que presentan tumores.
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V. RELACION TERAPIA/ENFERMEDAD

Los agentes terapéuticos que intentan modular la via coestimulatoria
B7/CD28 aiin no han entrado al dmbito clinico, aun asf se proponen diversos usos

para esta interaccion en la cura de enfermedades (Tabla 4),

Inmunosupresion

El potencial terapéutico que se deriva de la modulacion de la via B7/CD28
reside, entre ofros, en la induccién de la inmunosupresién. Los agentes que
bloquean completamente la via B7/CD28 seran los mds eficientes en la induccion
de una inmuosupresion significativa (Fig.9). Virtualmente todos los estudios
preclinicos in vivo han usado CTLA-41g, el cual ha sido extremadamente efectivo
en el bloqueo de la coestimulacion mediada por la familia B7 (243,245-247). Los
anticuerpos monoclonales anti-CD28Fab también bloquean completamente la
coestimulacién originada por los miembros de la familia B7, lo que les da un
potencial equivalente para ser agentes inmunosupresivos eficientes, (106,300). El
bloqueo de uno o mas miembros de la familia B7 con anticuerpos monoclonales
especificos puede potencialmente suprimir la coestimulacion mediada por B7,

aunque algunos estudios preclinicos que apoyan esta hipotesis no han sido aun
reportados.
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TABLA 4

Usos clinicos potenciales de B7 y CD28 en inmunoterapia

Funcién

Funcién/Enfermedad

Imnunosupresion

IgE

Inmunoestimulacion

Transplantes de organos: induccion de tolerancia
antigeno-especifica

Transplantes de médula dsea: prevencion de GVHD.

Enfermedades autoinmunes: prevencion o restitucion de
tolerancia de lo propio.

Infecciones por helmintos: modulacion de la respuesta por
sépsis: prevencion de inmunopatologias mediadas por la
la secrecion de citocinas.

Neoplasias

Infeccion por HIV-1

Transplantes de médula 6sea

Pacientes sometidos a hemodialisis

Inmunodeficiencias congénitas

(Tomado de Harlan, D.M. 1995, Clin. Immunol. Immunophathol. 75:99.)
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Por otra parte, la administracion de citocinas como IL-10 la cual regula
negativamente la expresion de B7, o el bloqueo de la transduccion de seftales
mediada por citocinas como IL-7 o estructuras de la superficie celular como CD40
las cuales regulan positivamente la expresion de B7 pueden también ser dtiles
(109,202,301). Sin embargo, los estudios clinicos utilizan preferentemente el
bloqueo de B7/CD28 a través de CTLA-4Ig o, de un potencial CTLLA-4 soluble.

En el caso de los padecimientos hematolégicos, la capacidad de inducir
inmunosupresién antigeno especifica podria facilitar el tratamiento de un amplio
intervalo de enfermedades en las cuales se produce una disfuncién hematolégica, ya
sea por respuestas autoinmunes o aloinmunes. Existe evidencia que sugiere que un
gran nimero de enfermedades autoinmunes pueden ser prevenidas o suprimidas
mediante la modulacién de la via B7/CD28 (249,302-304). Por ejemplo, los
experimentos realizados en ratones ftransgénicos en los que se expresan
constitutivamente genes susceptibles para la diabetes y la presencia del gen para B7
en células de islotes pancreaticos sugiere que la expresion inapropiada de la
coestimulacién de B7-1 puede estar involucrada en la patogénesis de esta
enfermedad (249)

En un segundo modelo murino transgénico, unicamente con la coexpresion
de los antigenos B7-1 y MHC clase II se obtuvo la destruccion autoinmune de las
células de islotes, mientras que la expresion de cada molécula por separado fue

insuficiente para superar la tolerancia in vivo (248).
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Se podria postular que tanto los genes susceptibles o el incremento de expresién de
MHC resulta en la presentacion de un antigeno, el cual puede ser reconocido por
linfocitos T autélogos como extraila (seffal 1), mientras que la expresién de B7-1
permite la liberacién de la sefial 2 y la evocacién de la respuesta anti-islote por
parte de los linfocitos T.

Estudios recientes en ratones también muestran que el bloqueo de la via B7/CD28
in vivo ya sea con anticuerpos monoclonales antimurinos B7-2 o CTLA-4Ig puede
prevenir el desarrollo de la encefalitis alérgica experimental, la cual es empleada
como un modelo murino para la esclerosis miltiple (305). Ademds, estos esudios
implican a la via B7/CD28 en la patogénesis de enfermedades autoinmunes y tal
vez también den evidencia razonable de que la modulacidn de la via puede tener
efectos benéficos,

Una érea fértil para la investigacion es el BMT alogénico en el cual €l
rechazo del injerto, la GVHD, la toxicidad relacionada con el fratamiento, las
infecciones oportunistas, y la enfermedad linfoproliferativa de linfocitos B
permanecen como problemas significativos. Intentos recientes para incrementar el
tamafio del pool del donador mediante el uso de familiares no compatibles o de
donadores no relacionados de médula ésea sirve para incrementar tanto la
incidencia como Ja severidad de estas complicaciones (308-318). En estas
situaciones, la induccién de la tolerancia del huésped hacia aloantigenos donador-
especificos puede facilitar el injerto y reducir la incidencia del rechazo, mientras
que la induccion de la tolerancia del donador hacia aloantigenos especificos del
huésped pueden dar un nuevo acercamiento, para el tratamiento y/o prevencién de
GVHD, (319,320).
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La modulacion de la via B7/CD28 es mas eficiente en la prevencion de respuestas
imnunes tanto por células naive como por células previamente sensibilizadas y es
menos marcada la evidencia de su habilidad para apagar la funcién efectora
establecida. Por ejemplo, la via B7/CD28 estd involucrada en la generacion de
citolisis pero no en la funcién citotoxica efectora (188,321,322). Estos hallazgos
sugieren que es improbable que pueda ser demostrada una eficacia clinica
significativa,

Un potencial considerable se encuentra en la prevencion de GVHD. Una
estrategia podria consistir en los intentos de anergizar especificamente linfocitos T
aloreactivos en la médula 6sea del donador hacia aloantigenos del huésped. El
tolerar a los linfocitos T maduros del donador podria reproducir el mismo fenotipo
funcional que la eliminacion de linfocitos T maduros de la médula 6sea del donador
con respecto a la inhabilidad inmediata o a la capacidad limitada del injerto para
inducir GVHD. Sin embargo, los linfocitos T tolerantes a aloantigenos especificos
podrian mantener su funcion contra infecciones virales y oportunisticas, imientras
que este beneficio se pierde con la eliminacion global de T. (318). Ademds, la
incidencia awnentada tanto de rechazo del injerto como de fallo, recaida, y
enfermedad linfoproliferativa de linfocitos B observadas después del transplante de
la médula 6sea a la cual se le eliminaron los linfocitos T pueden ser disminuidos
(307-309,312-318,323). Las ventajas de este tratamiento en compziracién con las
terapias inmunosupresivas surgen del hecho que los medicamentos
inmunosupresivos son, por definicién, generales en sus efectos, contribuyendo a

muchos de los problemas citados con anterioridad.

92



Estos firmacos pueden tener toxicidades orgénicas significativas. Las limitantes de
estos tratamientos incluyen la seleccion de los tejidos apropiados del huésped que
presenten los antigenos necesarios para generar tolerancia a los blancos cldsicos de
GVHD de piel, vesicula, ¢ higado (319,320). Una preocupacion relacionada es si la
anergia inducida in vitro puede ser por un periodo prolongado o revertida in vivo.
Sin embargo, inclusive un periodo limitado de tolerancia puede tener ventajas
significativas sobre tecnologlas y aproximaciones disponibles.

Otro punto de vista puede ser el involucrar la administracion in vivo de
agentes que bloqueen la via B7/CD28. Como se demostré en el modelo murino de
transplante alogénico cardiico, la administracion intravenosa de CTLA-4Ig puede
dar como resultado la inmunosupresion o incluso la induccién de la tolerancia al
aloantigeno (245,246). Es importante en estos estudios el tiempo de administracion
intravenosa de CTLA-4Ig relativa a la exposicion al antigeno y al mecanismo
(tiempo, dosis y sitio) por el cual los antigenos externos son introducidos en el
hiesped, ya que tienen un impacto significativo en el exito de la intervencion. |
Estudios preliminares en ratones sugieren que la administracién intravenosa de
CTLA-4lg puede reducir significativamente pero no eliminar la GVHD letal en |
ratones no MHC compatibles (247). Como en el modelo de transplante cardiaco,

las modificaciones al protocolo experimental pueden mejorar estos resultados.
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De manera alterniativa, una combinacion de terapia in vitro e in vivo puede ser mas
efectiva o alguna clase de combinacion de bloqueo de B7/CD28 e inhibicion de la
funcién celular efectora (ej. anticuerpos anticitocinas) puede ser necesario,
La preocupacion por el inantenimiento de la anergia sugiere que las técnicas que
resultan en la eliminacién clonal de los linfocitos T aloreactivos del donador puede
dar una acercamiento mds efectivo y potencialmente menos reversible.

La diferenciacion de los linfocitos T precursores ThO en linfocitos Thl y Th2
tiene implicaciones biologicas importantes en términos de susceptibilidad o
resistencia hacia una enfermedaden particular. En las infecciones por Leishmania,
hay una expresion reciproca de IFNy ¢ IL-4 en ratones con antecedentes diferentes
que correlacionan con la resolucién o progresién de la enfermedad (324). Més ain
los individuos infectados con el virus humano de la inmuno deficiencia cambian de
un fenotipo Thl a uno Th2 al tiempo que los sintomas empeoran (325), nxientrag
que los pacientes con artritis reumatoide tienen linfocitos Thl predominantemente
en tejido sinovial (326), Diversas enferinedades autoinmunes organo-especficas,
incluyendo la EAE, se inducen por linfocitos Thl antorreactivos ( 327,328). Mas
aun, los linfocitos T inductores que suprimen el desarrollo de EAE producen
citocinas Th2 (329), y el reestablecimiento de EAE en ratones y ratas se asocia con
un incremento en los linfocitos Th2 y citocinas en el sistema nervioso central (330).
Estos hallazgos, en conjunto con la observacién de que las citocinas Th2 pueden
inhibir los efectos de las citocinas Thl, sugiere que las modalidades que inducen y
activan a los linfocitos Th2 y a sus citocinas pueden prevenir EAE y otras

enfermedades autoimmunes mediadas por linfocitos Thi.
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Inmunoestimulacién

Aunque la modulacion de la via B7/CD28 da un mecanismo potencial para la
induccion de la inmunidad tumor-especifica, se pueden anticipar muchos
obstdculos para la implementacidn de este acercamiento. Ademds de las cuestiones
especificas de la antigenicidad tumoral ya mencionada, algunas preocupaciones
incluyen (1) la existencia de un nimero suficiente de precursores de linfocitos T
antigeno-especificos, (2) las cuestiones estocdsticas relacionadas a la cantidad de
células tumorales, (3) la capacidad de moléculas clase I y clase II especificas para
presentar cada wno de los antigenos peptidicos, y (4) la heterogenicidad de las
células tumorales en una enfermedad dada. Con lo que respecta a los linfocitos T,
no solo puede‘ haber una limitacién inherente en el nimero de precursores de
linfocitos T citotdxicos e inductores capaces de reconocer y responder a un tumo£
especifico, mds ain la quimioradioterapia convencional puede limitar el repertorio
de linfocitos T mediante la eliminacion de poblaciones especificas y no especificas
de linfocitos T. Claro que la carga tumoral total y la fraccién de crecimiento puede
exceder incluso la respuesta antitumoral de linfocitos T citotdxicos mds potente.

Ademds, algunos antigenos peptidicos de algunos tumores pueden no ser
eficientemente presentados a los precursores de linfocitos T antigeno-especificos
por las moléculas MHC del paciente (31,279,280). Por lo tanto, el fallo para
generar una respuesta antitwnor mediada por linfocitos T puede ser inherente al

repertorio inmunoldgico genético del paciente.
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Con respecto a la enfermedad per se, la heterogeniciad de las células tumorales
tiene implicaciones obvias para la generacion de una respuesta antitumoral
antigeno-especifica. No se sabe aun si la heterogenicidad morfol6gica, fenotipica,
y/o genética tiene impacto en la antigenicidad de un tunor. (293). Se tiene
preocupacion sobre la aplicabilidad de estos acercamiento debido a la observacién
de que aunque algunas enfermedades hematol6gicas son la contraparte neopldsica
de las APC y algunas expresan a miembros de la familia B7, estos tumores no son
rechazados. La solucién de esta paradoja aparente puede estar en la consideracién
de la evolucién de la clona maligna. Por ejemplo, los rearreglos del gen Ig y las
translocaciones bcl-2 pueden ser encontradas en los linfocitos pre-B tempranas en
este estadio tanto los linfocitos pre-B normales como las neopldsicas expresan
MHC clase I y clase II pero no B7 (284,286,289). Aunque las células Reed-
Stemberg de la enfermedad de Hodgkin son fuertemente positivas para B7, la célula
que origina las clonas es desconocida en la enfermedad de Hodgkin (291,283). Po;
lo tanto, en los padecimeintos linfohematopoyeticos, algunos autores han propuesto
que la tolerancia tumor-especifica puede ser generada tempranamente por tumores
capaces de dar la sefial 1 pero no la sefial 2. (331). Es critica para la eficacia clinica
de estos intentos, la atencién que se le preste a los mecanismos mediantes. los
cuales la tolerancia a células tumorales antigeno-especifica es revertida.

Una historia larga e infructuosa ha acompafiado a los intentos para
desarrollar vacunas contra células tumorales para el tratamiento de hiespedes que
presentan tumores, (276,278-280,332). Las vacunas para células tumorales
consisten, ya sea, en células tumorales completas modificadas o alternativamente

extractos derivados de céhilas tumorales.



El éxito de la vacunacion profilictica dependeria de la generacion de la cantidad
suficiente de linfocitos T citotoxicos de vida prolongada que den vigilancia
inmunologica. Si se descubriera un antigeno comin para las enfermedades
tumorales, se podrian implementar ‘estrategias de transferencia genética que
capitalizaria en la funcién de moléculas coestimulatorias. En el caso de que
ocurriera esa posibilidad, los genes de los antigenos tumorales asi como los genes
para las moléculas de adhesién y coestimulacion podrian ser transfectadas
simultancamente en los tejidos del huésped seleccionados. Por ejemplo, el virus de
la vacuna podria se empleado para infectar piel con antigenos tumorales y B7.
Altemnativamente DNA desnudo que codifique para antigenos tumorales y
moléculas coestimulatorias podria ser inyectado en el imisculo llevando a la
expresion de las protefnas codificadas por las células musculares infectadas . Estos
métodos han sido prometedores en sistemas murinos, El fallo de cualquiera de estos
métodos puede deberse a cualquiera de las preocupaciones generales mencionadas:
con anterioridad asi como al fallo del sistema inmune para mantener memoria
suficiente a largo plazo.

Para el hilesped que presenta el tumor, existen dos estrategias de tratamiento
que pueden ser cousideradas, aunque hay variaciones posibles. El' primer
acercamiento, denominado transferencia adoptiva, podria ocasionar el aislamiento y

la expansion in vitro de los linfocitos T citotéxicos tumor-especificos (273-
275,332).
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Ahora bien, el aislamiento, expansion y administracion de linfocitos T a tumores
infiltrados por linfocitos esta limitada a los tumores donde existe un infiltrado de
linfocitos T suficiente para que asi el aislamiento de células sea practico. Esta
limitacion es particularmente  pertinente para tumores del sistema
linfohematopoyético.

La estretegia propuesta difiere en que no dependeria en la expansion de los
linfocitos T previamente sensibilizados in vivo pero podria también generar y
expandir linfocitos T citotoxicos especificas adicionales a partir de preeursores
antigeno-especificos. Las células de leucemia o linfoma aisladas y purificadas
podrian ser utilizadas como APC para estimular a esta poblacién. Las células
tumorales podrian ser modificadas en modelos animales preclinicos para facilitar la
adhesion, el reconocimiento del antigeno, y la coestimulacion y mejorar la
capacidad de las células malignas para funcionar'f como - inmunogenos.
Alternativamente, los antigenos peptidicos twnor-especificos pueden ser‘
presentados a los linfocitos T por APC profesionales que puedan generar una
respuesta antitumoral mds eficiente y efectiva. El éxito de ambos métodos es
dependiente de la capacidad de los linfocitos T para responder al antigeno; por lo
tanto, el repertorio de linfocitos T debe estar intacto. Si los linfocitos T han sido
tolerizados para el tumor in vivo, la tolerancia debe ser revertida in vifro para
permitir la induccion y expansién de linfocitos T anti-tumor especificos. La
manipulacién de la via B7/CD28 y otras vias dan un camino potencial para la

reversion de la anergia,
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Todos estos experimentos sugieren que es posible la manipulacion de la
respuesta de linfocitos T del huésped hacia células malignas para inmunizar o tratar
tumores.Si algunos antigenos fueran comunes para un espectro amplio de tumores
malignos, 1a vacunacion rutinaria de, ya sea el hibrido tumor-APC o de la célula
tumoral transfectada podria ser posible.

Posiblemente podria ser usada una vacuna polivalente contra los antigenos de los
tumores malignos que ocurren con mayor frecuencia entre personas de edad y sexo
determinado. De manera alternativa, los pacientes identificados como de alto riesgo
para un tumor en particular (¢j. mujeres con mutaciones en p53 e historias
familiares de cancer de mama) podrian ser inmunizadas selectivamente. La eficacia
de cualquier método estd basada en la capacidad para superar la posible tolerancia
preexistente mediada por linfocitos T hiacia el tumor. En otras palabras, la terapia in
vivo con células tumorales que son deficientes como APC reparadas in vitro
mediante fusién celular o transfeccion pueden ser eficaces nicamente si no existe
la tolerancia preexistente o puede ser eliminada. La terapia in vivo con citocinas
capaces de inducir la expresién, en neoplasmas, de moléculas importantes en la
inmunogenicidad puede también ser eficaz de forma independiente 0 como una
terapia adicional. Los acercamientos tedricos que encierran a la tolerancia
preexistente en el huésped que presenta algin tumor incluye expansion in vitro de
linfocitos T naive del huésped con tumores transfectados o hibridomnas asf como la
administracion de células derivadas del donador HLA-compatible o potenéialmente

de un donador alternativo seleccionadas y expandidas de manera similar.
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La terapia in vivo dirigida contra linfocitos T maduros y tolerantes seguida por la
administracion de grandes ntimeros de células tumorales inmunogénicas puede
generar actividad especifica suficiente para las células naive recien generadas.

La finalidad en la identificacion y caracterizacion de las moléculas que
juegan un papel importante dentro del sistema inmune, no es unicamente la
satisfaccion de la curiosidad inherente a la naturaleza humana, pues mds alla existe
la posibilidad de su utilizacion como herramientas en la cura de multiples
enfermedades. Una gran dificultad es el hecho de que los métodos que se utilizan
para su estudio nos impide analizarlas dentro de su microambiente real, por lo que
se hace una necesidad la generacién de modelos in vivo que permitan describir de
una manera objetiva su comportamiento. Aun asi se han logrado grandes avances

que hacen vilida la continuacién de las investigaciones en este campo.
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Abreviaturas

APC
LFA
Cb
ICAM
MHC
TCR
HLA
mRNA
IL
CTLA-4
PI 3-kinase
PMA
NK
c¢DNA
CDR
1gSF
GAL-3
MAG
TAG
AMP
IFN
HIV

Antigen Presenting Cell.
Lymphocyte Function-Associated Antigen:
Cluster of differentation,
Intercellular Adhesion Molecule
Major Histocompatibility Complex.
T Cell Receptor.
Human Leukicyte Antigen.
Messenger Ribonucleic Acid
Interleukin,
Cytolytic Lymphocyte-Associated Antigen.
Phosphoinositide 3-kinase
Phorpol Myristate Acctate
Natural Kilter
Complementary Deoxyribonuleic Acid
Complementarity Determining Region
Immunoglobulin Superfamily
Lymphocyte Activation Gene
Myelin-Associated Glycoprotein
Transient Axonal Glycoprotein
Adenosin Mono Phosphate
Interferon

Human Immunodeficiency Virus
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Abreviaturas

HTLV
Mils
PKC
PIP,
Pl;
DGA
NF-AT
CsA

HLA-A,B,C

Human T Lymphotropic Virus
Minor lymphocyte stimulaition
Protein Kinase C
Phosphatidylinositol 4,5- biphosphate
Inositol 1,4,5- triphosphate
Diacylglycerol
Nuclear Factor of Activated T Cells
Cyclosporine
MHC clase I

HLA-DR,DP,DQ MHC clase Il

Igv
ql33
Y201
GEF
DH
SH
GAP
PLC
PDGF-R
EGF-R
COS
GDP

Immunoglobulin variable region
Localizacién cromosdmica del gen al que se hace referencia
Posicion del aminidcido
Guanine nucleotide-exchange factor
Homology Domain
src-Homology Region
GTPase-activaiting protein
Phospholipase C
Platlet-Derived Growth Factor Receptor
Epidermal Growth Factor Receptor

Linea célular proveniente de células de rifiéon de mono verde

Guanidin diphosphate
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Abreviaturas

GTP
MAP-2
ERK
MEK
NF-kB
GM-CSF
VPTCR
CTL
TNF

BMT
GVHD
SCID
SEB

Guanidin triphosphate
Microtubule-associated protein
Extracellular-signal-regulated kinase
Acrénimo de MAP y ERK

Nuclear Factor-kB
Granulocyte-Macrophage colony-Stimulating factor
Regitn variable de TCR

Cytolytic T Lymphocyte

Tumor Necrosis Factor

Experimental Allergic Encephalomyelitis
Keyhole Limpet Hemocyanin

Mixed Lymphocyte Reaction

Bone Marrow Transplant

Graft vs. Host Disease

Severe Combined Immunodeficency

Staphylococccal Enterotoxin B
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Yocabulario

CTLA-4lg
el dominio
Default
Knockout
Motif

Naive
Pool
Priming

Pulsar

Proteina de fusion integrada por el dominio extracelular de CTLA-4 y
Fe de IgGl.

Estado que se tiene en ausencia de estimulo

Supresién artificial de algin gen.

Elemento estructural o patrén repetitivo en diferentes contextos;

especificamente, un dominio estructural pequefio que puede ser

reconocido en diferentes proteinas

Linfocito que no ha entrado en contacto con el antigeno.

Conjunto al azar de distintas niuestras.

Contacto inicial con el antigeno

Contacto con el antigeno de manera restringida
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