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RESUMEN

La molécula de muerte programada 1 (PD-1) y sus li-
gandos PD-L1 y PD-L2 son importantes en el control
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de la activacion de las células T. El balance
de la inmunidad mediada por las células T
es determinante en el control de enfer-
medades infecciosas y cdncer y en el de-
sarrollo de tolerancia inmunolégica a los
antigenos propios. La induccién y mante-
nimiento de la tolerancia mediada por célu-
las T a través de la via PD-1/PDL limita la
respuesta de subpoblaciones de células T
efectoras para evitar dafio tisular como re-
sultado de una mayor actividad de la inmu-
nidad. Las alteraciones en la interaccién de
PD-1y sus ligandos son utilizadas como un
mecanismo de escape inmunoldgico por
células tumorales para la progresién de
cancer; asimismo ciertos microorganismos
pueden alterar esta via dando como resul-
tado el desarrollo y progresién de las infec-
ciones cronicas.  El descubrimiento de esta
via de regulacién negativa en la activacién
de las células T abre nuevas perspectivas
en la aplicacién clinica, mediante el uso de
agonistas y antagonistas del PD-1 en dife-
rentes enfermedades humanas.

MARIA INES VARGAS-ROJAS*

Luis Jiménez-ALvarez*

GusTtavo Ramirez*

DiANA ToRres-GARCIA*

RobRrIGO BARQUERA*

AURORA ALICIA GASTELUM-MARTINEZ®
JoAQuIN ZUNIGA*

* Laboratorio de Inmunobiologia y Genética, Instituto Nacional de
Enfermedades Respiratorias Ismael Cosio Villegas. México.

¥ Laboratorio de Genética Molecular, Escuela Nacional de
Antropologia e Historia. México.

§ Facultad de Ciencias Quimico-Biolégicas, Universidad Auténoma
de Sinaloa. México.

Trabajo recibido: 29-XII-2008; aceptado: 09-11-2009

Confilicto de intereses: Ninguno

ABSTRACT

The programmed death 1 (PD-1) molecule and its
ligands PD-L1 and PD-L2 are important in the con-
trol of T cell activation. The balance of T cell-medi-
ated immunity is determinant in the control of in-
fectious diseases and cancer and the maintaining of
the self-tolerance. The induction and preservation
of T cell tolerance via the PD-1/PDL pathway limit
responses of effector T cells avoiding immune-me-
diated damage. Also, alterations in the interaction
of PD-1/PD-L is used by tumor cells to escape from
the immune control and promote malignancies, be-
sides certain microorganisms can alter the expres-
sion of these molecules resulting in the develop-
ment of chronic infections. Discovery of this
negative regulation pathway of T cell activation pro-
vides a new opportunity for clinical application in
several human diseases through the use of agonists
and antagonists of PD-1.
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INTRODUCCION

Las moléculas de coestimulacion son glicoprotei-
nas esenciales para la comunicacién de los lin-
focitos T con el resto de las células del sistema
inmune. El modelo de coestimulacién fue descri-
to por Lafferty et d/, a mediados de la década de
los 70," cuando se plante6 que el proceso de ac-
tivacion de las células T requeria de dos sefales,
una inicial de alta especificidad, mediada por el
reconocimiento de un antigeno a través del re-
ceptor de la célula T (RCT) en el contexto del
complejo principal de histocompatibilidad (CPH)
y de una segunda sefal, también llamada coes-
timuladora, que permitia la expansién clonal y el
desarrollo de una respuesta efectora especifica.
Actualmente, la evidencia disponible no sélo con-
firma la necesidad de las moléculas de coestimu-
lacién para una sefal de activacion eficiente, alin
mas, en los Ultimos afnos el concepto de coesti-
mulacién ha evolucionado en relacién con la di-
namica de la expresion de las moléculas inhibido-
ras, como el antigeno-4 asociado al linfocito T
citotoxico (CTLA-4, por sus siglas en inglés) y
la molécula de muerte programada 1 (PD-1,
por sus siglas en inglés), se ha demostrado la par-
ticipacion de éstas en multiples mecanismos re-
guladores de la actividad de las células Ty de la
induccién de tolerancia.

En esta revision se discuten algunos de los ha-
llazgos descritos en relacion con la molécula PD-
1,y su relevancia en el control de la funciéon de
las células T en el contexto del desarrollo de di-
ferentes enfermedades.?

LA MOLECULA DE COESTIMULACION
PD-1

Una molécula coestimuladora se define como
aquella molécula de superficie que por si sola no es
capaz de activar funcionalmente a las células T,
pero que es capaz de amplificar o reducir de
manera significativa la sefalizacién inducida por
el complejo del RCT.

El PD-1 es una molécula de coestimulacién
que da una sefal inhibidora (Figura 1), es un im-
portante regulador negativo de la activacion de las
células T y participa en el mantenimiento de la
tolerancia periférica.>* Se descubrié en 1992 por

PD-1y sus ligandos

CélulaT

CD28

CD80/86—
CPH+Ag

Célula presentadora de antigenos

Figura 1. La via PD-1/PD-L. Durante el proceso de
activacion celular, la primera sefial esta dada por el
reconocimiento del antigeno presentado por el CPH
al RCT; la segunda sefal, indispensable para una
respuesta efectora, depende de la unién de las mo-
léculas de coestimulacién positiva expresadas por
las células T a sus ligandos expresados por las CPA.
Aproximadamente 24 horas después de la activa-
cion celular comienza la expresion de las moléculas
de coestimulacién negativa, como el PD-1 que al
unirse a sus ligandos envia sefiales inhibidoras para
evitar la perpetuacién de una respuesta inmune que
lleve al desarrollo de una respuesta inflamatoria
crénica. Este, es un importante mecanismo de inmu-
norregulacion.

su alta expresion durante la apoptosis en un mo-
delo de hibridoma de células T,>se expresa en
células T y B activadas y en timocitos.®

Estructura del gen de PD-1

La proteina PD-1 esta codificada por el gen
Pdcd1, localizado en el cromosoma 2 humano
(2g37.3), y su equivalente sinténico en el raton
se localiza en el cromosoma 1.7 Este gen cons-
ta de cinco exones con la misma organizacion,
tanto en el humano como en el ratén. El primer
exon codifica para una secuencia sefal corta, el
segundo codifica el dominio globular, el terce-
ro la regiéon transmembranal y una porcién del
tallo extracelular, el cuarto una secuencia corta
de 12 aminoacidos (aa) que marca el inicio del
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dominio intracitoplasmico, mientras que el
exo6n 5 codifica la secuencia de los residuos in-
tracelulares carboxilo terminal y la regién no
transcrita en 3'.8

PD-1 y sus ligandos

El PD-1 es una proteina de 288 aa de longitud
compuesta por un dominio globular extracelu-
lar, un dominio transmembranal y un dominio
intracelular de aproximadamente 95 aa que
contiene un motivo de inhibicién del inmuno-
rreceptor basado en tirosina (ITIM, por sus si-
glas en inglés) y un motivo de cambio del in-
munorreceptor basado en tirosina (ITSM, por
sus siglas en inglés) que permite la unién de
moléculas adaptadoras con dominios SH2 como
la proteina IA con dominio SH2 (SH2DIA). Se
han descrito dos ligandos: PD-L1 y PD-L2
(también denominados B7-H1y B7-DC, res-
pectivamente), ambos son glicoproteinas
transmembranales tipo | con dominios extrace-
lulares tipo IgC e IgV. El PD-L1 consta de 290
aa codificada por el gen Cd274 localizado en el
cromosoma 9 en el humano y en el 19 murino;
PD-L2 se codifica en el gen Pdcd1/g2 adyacente
al gen Cd274-"" (Figura 2).

Una gran variedad de tejidos expresan nor-
malmente los transcriptos de ambos ligandos, con
altos niveles de expresién en placenta, corazén,
pulmoén e higado. Bajos niveles de expresion en
bazo, ganglios linfaticos y timo; sin expresion
en el cerebro. Sin embargo, la cantidad de es-
tos transcriptos no siempre correlaciona con la
cantidad de sus proteinas, especialmente de
la proteina de PD-L2 que se detecta rara vez en
condiciones normales en 6rganos no linfoides, lo
que sugiere una regulacién postranscripcional de
la misma.'""2

La expresién del PD-L1, tanto en tejidos lin-
foides como no linfoides, sugiere que la via PD-
1/PD-L1 puede modular las respuestas inmunes
ya sea en 6rganos linfoides secundarios como en
los érganos blancos.

Se ha evaluado la expresion de los ligandos
del PD-1 en modelos murinos, y de acuerdo con
los reportes PD-L1 se expresa constitutivamente
en células By T, macréfagos y células dendri-
ticas (CD). La expresion del PD-L1 es sobre-

Expresion: Macrégafos, CD, linfocitos B y células no linfoides

PD-L1 PD-L2
B7-H1 B7-DC
C C

—
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C
PD-1

Expresién: Linfocitos Ty B, timocitos, células mielociticas

Figura 2. Moléculas de coestimulacién negativa. El
PD-1 es un miembro de la familia de CD28 que en-
via sefales que inhiben la activacién de las células
T, es inducido en los linfocitos T, B y monocitos des-
pués de la activacion celular. Tiene dos ligandos
cuya expresiéon es inducida en monocitos, CD y
otros tipos celulares.

rregulada en respuesta a varios estimulos como
anticuerpos anti-IgM, anti-CD40, anti-CD3, LPS,
INF-y, IL-4, IL-12 y factor estimulante de colonias
de granulocitos y macréfagos (GM-CSF).3-12

El PD-L2 se expresa en raras ocasiones en las
células en reposo; sin embargo, es inducido en
las células T, B, los macréfagos y las CD. '3

Senalizacion a través de PD-1

El PD-1 al interactuar con sus ligandos envia
sefales intracelulares que se traducen en la dis-
minucién de la produccién de citocinas como
INFy, TNFa e IL-2; mas que en un efecto direc-
to de la proliferacién, esta via ejerce sus efectos
en la diferenciacién y sobrevida celular por la in-
hibiciéon temprana de las sefiales de activacién a
través de CD28 o de manera indirecta, por me-
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dio de IL-2. Ambos, el CD28y la IL-2 promue-
ven la expansion y sobrevida natural a través de
efectos antiapoptoticos sobre el ciclo celular y
sobre la activacion de los genes de citocinas."

PD-1/PD-L Y LA ENFERMEDAD
Alergiay asma

Las respuestas alérgicas y el asma constituyen una
respuesta inmune, inadecuadamente vigorosa con-
tra un estimulo inocuo. Los miembros de la fami-
lia B7 participan en la regulacion de estas enfer-
medades ya que estan involucrados en los eventos
iniciales, en la diferenciacion de las células T co-
operadoras (Th) y en su funcién efectora. Sin em-
bargo, es poco lo que se sabe sobre la participa-
cién de PD-1/PD-L. Los datos sefalan a PD-L2
como una molécula crucial que se expresa de
manera abundante en las CD del pulmén del mo-
delo murino de asma, este ratén al ser tratado con
PD-L2 durante el reto antigénico, muestra aumen-
to en la respuesta de la via aérea y en la produc-
cién de citocinas Th2, no se observa efecto del
PD-1 ni del PD-L1 en la fase inicial o efectora, lo
que sugiere que las respuestas de las células T en
el asma pueden estar influenciadas por el PD-L2.

Por otra parte, el bloqueo de PD-L2 disminu-
ye la migracion de los eosinéfilos a la conjuntiva
en el modelo murino de conjuntivitis alérgica.™
A pesar de los hallazgos consistentes que impli-
can a PD-L2, se requieren mas trabajos para en-
tender el papel del PD-1y sus ligandos en estos
procesos.

Enfermedades autoinmunes

La sefial negativa a través de la via PD-1/PD-L
es importante en el control de las enfermedades
autoinmunes ya que limita la funcién efectora de
las células T, y es un importante mecanismo de re-
gulacién intrinseca. Se ha observado en modelos
murinos que la deficiencia de PD-1 lleva al de-
sarrollo de enfermedades autoinmunes después
de un periodo de meses y presenta una distribu-
cién 6rgano especifica. Los ratones de la cepa
BALB/c deficientes de PD-1 (PD-1"-) desarrollan
cardiomiopatia autoinmune,?® mientras que los
C57BL/6 PD-1"-artritis y glomerulonefritis ltpica?’

y los NOD PD-1"-presentan diabetes autoinmu-
ne de forma acelerada.??

Se han descrito polimorfismos en el gen
Pdcd1 que confieren susceptibilidad al desarro-
llo de enfermedades autoinmunes en humanos.
Se han reportado 30 polimorfismos de un solo
nucledtido (SNP, por sus siglas en inglés) y
aproximadamente 20 de ellos se localizan en
las regiones intrénicas del gen estructural. Al-
gunos de los més estudiados son el PD-1.1 lo-
calizado en la regi6n promotora (posicion —531
relativa al sitio de inicio de transcripcién), PD-
1.2 localizada en el intrén 2 (posicién 6,438),
PD-1.3 localizada en el intron 4 (posicién
7,146), PD-1.4 en el intron 4 (posicion 7,499),
PD-1.9 en el exén 5 (posicién 7,625, sustitu-
cién Ala/Val), PD-1.5 en el exén 5 (posicion
7,785, ala/ala) y PD-1.6 en la posicién 32 de
la region no traducida (posicion 8,735). Existen
diferentes haplotipos de estos SNP en familias
caucasicas y se sabe que los PD-1.1, PD-1.2 y
PD-1.9 estan en desequilibrio de ligamiento,
mientras que las posiciones PD-1.4 y PD-1.5
forman un bloque diferente.?

Los estudios de busqueda de los genes can-
didatos de susceptibilidad a lupus eritematoso
generalizado (LEG), han revelado la existencia
de varias regiones cromosémicas que contribu-
yen a la susceptibilidad de la enfermedad.?* Una
de ellas se localiza en el brazo largo del cro-
mosoma 2 (2q37).%> Prokunina et 4/,%® descri-
bié la asociacién del polimorfismo del PD-1.3
con la susceptibilidad al LEG en caucasicos y
mexicanos. El haplotipo PD-1.1G/PD1.3G/
PD1.5T/PD1.6A se asocia con la presencia de
anticuerpos antifosfolipido en pacientes con
LEG de origen afroamericano;? sin embargo, los
resultados de la asociacién del polimorfismo PD-
1.3A con LEG son controversiales ya que en pa-
cientes espafoles con LEG este alelo se asocia
con un efecto protector.?” Las diferencias obte-
nidas en esos estudios sugieren que la hetero-
geneidad genética entre diferentes poblaciones
influye de manera determinante con la interpre-
tacion de los resultados. En este contexto, se ha
descrito un gradiente en cuanto a la distribucién
de la mutacién PD-1.3 en diferentes poblacio-
nes europeas. La mayor frecuencia de la muta-
cién PD-1.3A se observa en espafoles sanos
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con una frecuencia cercana al 15.0%, mientras
que la menor se observa en algunos paises escan-
dinavos (~6.0%).%¢ Datos previos han mostrado
que la distribucion de este polimorfismo varia en
poblaciones de diferentes continentes; en re-
lacion con esto, la frecuencia en poblaciones
asiaticas es practicamente de cero y es poco fre-
cuente en poblaciones africanas.?>*° Otra causa
de la variabilidad de las asociaciones entre PD-
1.3y LEG en la poblacién europea, puede ser la
presencia de otro polimorfismo relevante no
identificado que se encuentre en desequili-
brio genético.

El alelo PD-1.3A también se ha asociado
con la susceptibilidad a artritis reumatoide (AR),
en pacientes suecos con factor reumatoide nega-
tivo y no portadores de alelos HLA con el epito-
pe compartido, y en la poblacion asiatica el alelo
PD-1.5T se asocia con esta enfermedad.?? Un es-
tudio reciente realizado en chinos demostré la
asociacion de PD-1.1G/A con AR,*y el analisis
por haplotipos mostré que la combinacién PD-
1.1Gy PD-1.5T es un factor de riesgo, mientras
que en la poblacion japonesa no se ha demostra-
do una asociacion entre estos polimorfismos y la
enfermedad.?* En pacientes mexicanos con for-
mas clinicas graves de AR, el alelo PD-1.3A no
estd asociado de manera significativa (Rojas-Se-
rrano, datos no publicados).

Neoplasias

Las células tumorales desarrollan mecanismos de
evasion a las respuestas del sistema inmune, esta
capacidad permite su sobrevivencia y crecimien-
to.353 Las células tumorales expresan antigenos
que pueden ser reconocidos eficientemente por
el sistema inmune; sin embargo, los tumores ge-
neran un microambiente mediante la liberacién de
factores solubles y expresién de moléculas
de superficie que inhiben la funcién de células T.
Se ha demostrado que hay una elevada expresién
de PD-L1 en células tumorales®’38 y que esto se
correlaciona con un mal pronéstico en pacien-
tes con cancer.3#

El uso de agentes bloqueadores de PD-1, qui-
meras PD-1lg y PD-L1lg disminuyen eficazmente
la formacién de tumores en modelos animales*>#
y el tratamiento con anti-PD-1 retrasa de mane-

ra significativa el crecimiento de células tumora-
les de mieloma.** Geng et d/,*>demostraron que
la terapia génica usando plasmidos de ADN
que contienen el gen de PD-1, detiene la pro-
gresion de melanoma metastatico de pulmén, lo
que sugiere que esta via es un blanco terapéuti-
co importante.

Infecciones virales crdnicas

Algunos microorganismos que causan infecciones
crénicas, han desarrollado sofisticados mecanis-
mos para evadir la respuesta inmune del huésped
facilitando asi, la persistencia de la infeccién.
Un mecanismo mediante el cual logran esta
evasion de la respuesta inmune es a través de
la via PD-1/PD-L. La infeccién por virus de corio-
meningitis linfocitica demostré, por primera vez,
la deficiencia en la respuesta efectora de las célu-
las T virus-especificas, para generar una respuesta
antiviral eficiente.*¢*” El cansancio de las célu-
las T se caracteriza por una pérdida gradual de las
funciones efectoras antivirales, entre ellas la baja
produccién de TNF-« e IFN-y, la disminucién en
la proliferacién y la citotoxicidad.*®

La relevancia de las interacciones del PD-1 con
sus ligandos se ha estudiado en diferentes infec-
ciones virales y tanto en humanos como en mo-
delos experimentales, se ha observado que la
expresion del PD-1 en las células T especificas
para el virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH) es alta.>*-*2 El mismo fenémeno fue repor-
tado en células especificas para el virus de hepa-
titis B (VHB) y C (VHC).>*% Estudios recientes han
mostrado que ciertos antigenos virales como las
proteinas de la nucleocapside de VHC, estimu-
lan la expresion del PD-1 en células T de indi-
viduos sanos promoviendo de esta manera, al-
teraciones en su funcién.>® El nivel de expresién
del PD-1 en las células T es un marcador Gtil para
establecer el grado de cansancio celular, con
una clara correlacién entre la expresién del PD-
1y la progresion de diferentes infecciones vira-
les crénicas.>’

El uso de antagonistas de la via PD-1/PD-L se
ha vinculado con la restauracion de la respuesta
citotéxica mediada por las células T CD8, inclu-
yendo la capacidad proliferativa, la produccién de
citocinas (IFN-y y TNF-a) y una mayor capacidad
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para controlar la replicacién viral.*®#° E| estudio
funcional de ésta y otras vias de control de la res-
puesta inmune, mediada por las células T sera de
gran ayuda para entender la importancia de la in-
munorregulacién en el control y el curso de las
infecciones virales crénicas, y su posible vinculo
con el desarrollo de enfermedades de etiologia
inflamatoria y autoinmune.

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Reestablecer la homeostasis inmunologica y el
estado de salud ha sido la busqueda de inmu-
nélogos y clinicos que tratan las enfermedades
autoinmunes, el rechazo de los érganos trasplan-
tados, el cancer y las infecciones virales cronicas.
En cada una de estas condiciones las interacciones
celulares juegan un papel crucial ya sea a tra-
vés de una respuesta inadecuada de las células T
contra los tejidos propios, como es el caso de las
enfermedades autoinmunes y el rechazo del tras-
plante, o una activacion insuficiente de las cé-
lulas T contra las células tumorales o las células
infectadas por virus. En cualquier caso, la regula-
cion de la actividad de la célula T parece estar en
el centro de las estrategias terapéuticas, el PD-
1y sus ligandos son blancos atractivos para la in-
tervencién terapéutica por su papel en la regu-
lacién de la activacién y tolerancia de los
linfocitos T.
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