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PD-1 como marcador de agotamiento clonal en infecciones persistentes
1. Resumen

La molécula de muerte programada PD-1 (del inglés programmed death 1) regula
la respuesta inmune adaptativa, controlando la proliferacion y las funciones
efectoras de los linfocitos T en una respuesta inmune controlada y ademas se le
ha atribuido un papel muy importante en el mantenimiento de la tolerancia central
y periférica (Nishimura, 2000; Okasaki, 2006). Sin embargo, se ha observado un
aumento en el nivel de expresion de esta molécula en las células linfoides en
modelos animales y humanos de infecciones cronicas y enfermedades tumorales
(Dong, 2002; Barber, 2006; Day, 2006; Urbani, 2006; Boni, 2007; Bhadra, 2011;
Lu, 2011). Es por esto que se reviso la literatura disponible sobre PD-1, su papel
en la respuesta inmune y sobre los niveles de expresion de esta molécula en
células de pacientes con enfermedades tumorales e infecciones cronicas.

2. Justificacion

El estimulo antigénico persistente en infecciones crénicas, se ha asociado al
fendbmeno de agotamiento clonal en las células linfoides, el cual se asocia con la
expresion de moléculas como PD-1(Campbell, 2009;Wherry, 2011; Akbar, 2011).
Aumento en la expresion de esta molécula ha sido reportado en linfocitos T
especificos de pacientes con infeccidn crénica por el virus de la inmunodeficiencia
humana (HIV) y el virus de la hepatitis C (HCV) entre otros (Blackburn, 2009), asi
como en algunos modelos de cancer (Waldman, 2006). Teniendo en cuenta que
algunos trabajos muestran que el bloqueo de la molécula PD-1 permite la
restauracion de la funcion efectora de los linfocitos y una mejor respuesta a los
microorganismos (Bhadra, 2011).

Dentro de los grupos de Inmunobiologia y Biologia Celular y de Enfermedades
Infecciosas, existe el interés por estudiar el fendbmeno de agotamiento clonal en
linfocitos de pacientes con enfermedad de Chagas, causada por la infeccién
persistente con el parasito Trypanosoma cruzi. El desarrollo de esta monografia
contribuye al conocimiento del estado del arte sobre el papel de la molécula PD-1
en el fenobmeno de agotamiento clonal y permite abordar la discusiéon de los
resultados obtenidos a la luz de la literatura cientifica disponible.



3. Introduccion

El Sistema Inmune (SI) cumple con dos funciones de vital importancia en el
organismo, la primera consiste en tolerar antigenos propios y antigenos sin
potencial patégeno como la flora comensal, los antigenos ambientales y de
alimentos. Por otro lado, tiene la funcién de eliminar los microorganismos
patdogenos. Para poder llevar estas dos funciones el S| cuenta con multiples
componentes tanto humorales como celulares que le permiten cumplir con esto de
una forma correcta, y de esta manera mantener la homeostasis del organismo.

Sin embargo, algunos microorganismos y tumores han encontrado la forma de
evadir la respuesta inmune para poder establecer en su hospedero patologias
cronicas de base infecciosa o tumoral, uno de estos tantos mecanismos ha sido
encontrado en la molécula de PD-1 a la cual se le han atribuido funciones como
limitar la respuesta inmune en una infeccion controlada y ayudar al mantenimiento
de la tolerancia tanto central como periférica.

En esta monografia se incluyd la informacion relevante encontrada en los articulos
cientificos sobre PD-1 que fueron seleccionados con los criterios de inclusion para
poder lograr un entendimiento general de los aspectos de la molécula, asociar sus
niveles de expresiéon con la disfuncion linfoide y contribuir al entendimiento del
papel de PD-1 en agotamiento clonal en linfocitos de pacientes con enfermedad
de Chagas, causada por la infeccion persistente con el parasito Trypanosoma
cruzi.

4. Objetivos
4.1. Objetivo General

Revisar la literatura disponible sobre la molécula PD-1 y su relacién con la
disfuncién linfoide.

4.2. Objetivos Especificos

» Evaluar la evidencia disponible del papel de la molécula PD-1 en la respuesta
inmune.

* Analizar la relacion entre los niveles de expresiéon de la molécula PD-1 y su
efecto en la respuesta inmune en cancer, autoinmunidad e infecciones crénicas.



5. Metodologia

La metodologia que se utilizé en este trabajo fue la revision de literatura (articulos
cientificos) en bases de datos como son PubMed, Science Direct, Ebsco, Annual
Reviews, MedLine, Elseiver, ISI, etc.

Las palabras clave usadas para la busqueda fueron: Agotamiento clonal, Linfocito
T, PD-1, Infecciones Persistentes, autoinmunidad, cancer.

Los articulos incluidos cumplieron con los siguientes requisitos:

*Tener informacién relevante sobre generalidades de la respuesta inmune,
activacion de linfocitos T y de PD-1 y su influencia en el agotamiento clonal de
linfocitos y en infecciones persistentes.

* Los articulos fueron publicados en revistas de alto impacto en la comunidad
cientifica.

* Estar entre los aios 2005 hasta hoy, aunque se incluyeron articulos anteriores ya
que contaban con informacion relevante.

Los articulos escogidos se revisaron, se leyeron y se extrajo lo relevante de cada
uno para la monografia. Se pusieron en un orden coherente para lograr un
entendimiento general de todos los aspectos de la molécula.

6. Marco teérico (Resultados y Discusion)
6.1. Generalidades de la respuesta inmune

El Sistema Inmune (Sl) contribuye a mantener la homeostasis del organismo
permitiendo la eliminacion de microorganismos patdégenos y tolerando aquellos
componentes que cumplen funciones benéficas o que no tienen un potencial
patogénico tal como la flora comensal, antigenos ambientales o de los alimentos.
La respuesta inmune se compone de dos mecanismos de defensa cuya
interrelacion permite el adecuado funcionamiento de la inmunidad, definidos como
inmunidad innata e inmunidad adaptativa. En la inmunidad innata se encuentran
las barreras fisicas y quimicas como el tejido epitelial, el moco, el pH y los cilios
epiteliales que evitan el ingreso de los microorganismos (Chaplin, 2010). El
componente humoral que esta conformado por proteinas del complemento,



citocinas, quimiocinas, reactantes de fase aguda y proteinas de la coagulacion con
distintas funciones, pero con el fin de promover la inflamacién (Sjoberg, 2009).
Células como neutréfilos, monocitos, células dendriticas, eosindfilos, basdfilos,
mastocitos y células natural killer (NK), cada una con una funcién diferente pero
con un objetivo comun, actuar como primera linea de defensa y favorecer
posteriormente el desarrollo de la inmunidad adaptativa. Estas células se
caracterizan porque no tienen la capacidad de generar memoria inmunoldgica y
expresan receptores que estan codificados en la linea germinal, que aunque no
presentan un alto grado de especificidad, permiten detectar sefales de peligro
endégenas o provenientes de microorganismos (Chaplin, 2010).

La inmunidad adaptativa se caracteriza por su alto grado de especificidad debido a
la expresion de receptores codificados por segmentos génicos que han sufrido
recombinacion somatica y se expresan en las células linfoides. Esta compuesta
por linfocitos T (LT) y B (LB), los cuales son los responsables de generar y
mantener memoria inmunoldgica por largos periodos de tiempo, permitiendo una
respuesta mas rapida y eficiente en encuentros posteriores con el antigeno
(Chaplin, 2010).

En general, la poblacion de linfocitos T convencionales, se caracteriza por la
expresion de un receptor de antigeno de la célula T (TCR), compuesto por dos
cadenas (alfa y beta), responsable del reconocimiento del péptido derivado del
antigeno presentado en contexto de moléculas del Complejo Mayor de
Histocompatibilidad (CMH). Asociado al TCR se encuentra el complejo molecular
CD3, que consiste en las cadenas transmembranales CD3y, CD30, CD3g, y dos
cadenas de CD3(, estas ultimas con largas colas citoplasmaticas, responsables de
la generacion de sefales intracelulares que contribuyen a la activacion de las
células linfoides (Bonilla, 2010).

La poblacion de LT se caracteriza por tener subpoblaciones con funciones
efectoras como secrecidn de citocinas y/o actividad citotéxica. Los LT CD4+,
también denominados LT Helper — LTh (colaboradores), son la principal fuente de
citocinas que contribuyen a la regulacién de la activacion de LB productores de
anticuerpos, a la actividad de células de la inmunidad innata o de los epitelios y
ademas, colaboran con la actividad efectora citotoxica para la eliminacion de los
microorganismos en LT CD8+ y células NK.

Los LT CD4+ se pueden polarizar en células efectoras o células reguladoras de
acuerdo con el tipo de citocinas que secretan. Células efectoras que contribuyen a
la amplificacién de la respuesta inmune como Th1, Th2, Th9, Th17 y Th22 y como



células con funcion reguladora como Tr1 o Th3 (Zheng, 1997; Szabo, 2000; Kaiko,
2007; Chaplin, 2010). La polarizacion de los LT CD4+ depende de factores como
la citocina predominante presente en el microambiente, las moléculas co-
estimuladoras, el tipo y la cantidad de antigeno presentado y las cascadas de
sefalizacion generadas al interior de las células. Esta polarizaciéon esta mediada
por mecanismos moleculares como el control de genes por cascadas de
sefalizacion, remoldeamiento de la cromatina y factores epigenéticos como son la
acetilacion, fosforilacion y metilacion del DNA. El proceso por el que las células se
polarizan son: 1) activacion de los genes de las citocinas presentes en el
ambiente, 2) compromiso del LTh a cierto fenotipo efector, 3) supresion de los
genes de las otras citocinas y 4) estabilizacion y potencializacion del fenotipo
(Kaiko, 2007).

Las células Th1 se caracterizan por la secrecién de citocinas como interferén
gamma (IFNy), Factor de Necrosis Tumoral beta (TNFB) y Factor de Necrosis
Tumoral alfa (TNFa) los cuales permiten que estas células sean efectivas en la
proteccion frente a patdgenos intracelulares y células tumorales, es decir las
células Th1 median la respuesta inmune celular. La polarizacion a células Th1 se
inicia con la secrecion de interleucina 12 (IL-12) y de interferones de tipo 1 (IFNa e
IFNB) por parte de los macrofagos y células dendriticas (CD) al ser activadas por
algunos microorganismos. La IL-12 induce la produccion de IFNy en las células T,
el cual actia de forma paracrina sobre las CD y los macréfagos como un
mecanismo de retroalimentacion positiva para la produccién de IL-12. Esta citocina
tiene la capacidad de activar células NK que se constituyen en otra fuente de
IFNy, contribuyendo al sostenimiento de la produccién de IL-12 en las células
presentadoras de antigeno (CPA). El IFNy actia también como inhibidor de la
polarizacion hacia el fenotipo Th2, actuando como una molécula reguladora de la
polarizacion linfoide (Kaiko, 2007).

Las células Th2 median la respuesta inmune humoral ya que secretan citocinas
como IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, entre otras. Estas citocinas tienen la capacidad de
regular la produccién de anticuerpos, mediando la activacion de linfocitos B (LB) y
el cambio de isotipo. Para la polarizaciéon al fenotipo Th2, se han descrito citocinas
en el microambiente como IL-4, IL-6, IL-10 e IL-11, siendo la IL-4 la principal
citocina, dado que las CD no secretan esta citocina, la fuente principal son los
eosindfilos, mastocitos o células NK presentes en el microambiente (Kaiko, 2007).

Los LT CD4+ Th17 fueron recientemente descritos y se ha encontrado que estan
predominantemente en los pulmones y en la mucosa digestiva y parecen estar
involucrados en las enfermedades autoinmunes y en la respuesta a bacterias



extracelulares. Secretan IL-17, IL-6, IL-22 y TNFa, citocinas con actividad directa
sobre fibroblastos, macréfagos y células del endotelio y epitelio para aumentar la
secrecion de citocinas proinflamatorias. La polarizacién a esta clase de LT se da
en respuesta al factor de crecimiento transformante beta (TGFpB) y citocinas pro
inflamatorias como IL-1B, IL-6, IL-21 e IL-23 (Manel, 2008; Yang, 2008). Al igual
que las Th17 la poblacion de LT Th9 ha sido descrita recientemente y se
caracterizan por la produccion de IL-9 (citocina que es también secretada por los
linfocitos Th2), esta citocina se ha visto involucrada en alergias y en respuesta a
helmintos y se polarizan en respuesta al TGFB y a la IL-4 (Dardalhon, 2008;
Veldhoen, 2008). El TGFB es necesario para la polarizacion de los Th17 y Th9
siempre y cuando este acompafiado de otras citocinas, ya que si el TGFB se
encuentra solo en el microambiente inducira la polarizacién de otra subpoblacion
de LT CD4+, los LT reguladores (Treg) (Kaiko, 2007; Dardalho, 2008).

Otra subpoblacién recientemente caracterizada es la de LT Th22, que tienen la
capacidad de infiltrar la epidermis de individuos con desordenes inflamatorios
cutaneos y secretar IL-22 y TNFa. La funciéon de la IL-22 no esta claramente
descrita hasta el momento aunque se ha visto que promueve la respuesta inmune
innata en el epitelio (Eyerich, 2009), por ejemplo, se ha mostrado que la IL-22
actua sinérgicamente con la IL-17 para la produccién de citocinas inflamatorias en
el epitelio de los bronquios (Aujla, 2008) y en miofibroblastos del colon (Andoh,
2005). La polarizacion a esta clase de linfocitos esta dada por la presencia de IL-6
y TNFa en el medio (Duhen, 2009).

La poblacion de LTreg es muy importante ya que desempeha un papel
fundamental en el mantenimiento de la auto tolerancia periférica; se ha visto en
modelos de ratones y pacientes humanos que la deficiencia en esta subpoblacién
celular conlleva al desarrollo de enfermedades autoinmunes (Sakaguchi, 2005),
los LTreg también estan involucrados en controlar la respuesta inmune contra
agentes infecciosos y se ha demostrado que son perjudiciales para la inmunidad
antitumoral (Wang, 2004).

Los LTreg se distribuyen en dos subpoblaciones, conocidas como LTreg naturales
y LTreg inducidos. Los LTreg naturales desarrollan su funcién reguladora en el
timo y se caracterizan por la expresién de moléculas de membrana como CD4 y
CD25 y por la expresion nuclear de la proteina Foxp3, la cual es un factor de
transcripcion esencial en su desarrollo. La actividad inmunomoduladora de esta
subpoblaciéon se debe a la secrecion de citocinas como TGFf e IL-10, las cuales
pueden actuar en forma paracrina o haciendo contacto célula-célula en donde el
TGFB esta asociado a la membrana del linfocito T y ejerce su funcion reguladora



desde la membrana del LTreg. Los LTreg inducidos o adaptativos reciben su
nombre ya que su diferenciacidn se origina en respuesta a un antigeno especifico
y depende de la presencia de IL-10 en el medio durante su activacion; a diferencia
de los LTreg naturales, en esta subpoblacidn, la expresidn de Foxp3 es variable y
la IL-10 es la citocina prominente acompanada de TGF@ (Chaplin, 2010).

6.2. Activacion de Linfocitos T

La activacion de los LT por las células presentadoras de antigeno (CPA) es un
proceso clave para iniciar la respuesta inmune adaptativa (Bogle, 2010), esta
activaciéon ocurre en los tejidos linfoides secundarios y requiere la interacciéon de
receptores de antigeno, moléculas de adhesidén y moléculas coestimuladoras.

El reconocimiento del antigeno por parte del LT y su posterior activacion (procesos
centrales en la respuesta inmune adaptativa) necesita de una interaccion fisica
entre el LT y la CPA, ésta interaccién tiene como resultado el ensamblaje de una
estructura compleja, la cual es conocida como “sinapsis inmunologica”; esta
interaccién, da como resultado un cambio morfolégico en el LT debido al
reordenamiento que sufre el citoesqueleto de la célula el cual ocurre casi
inmediatamente después del reconocimiento del antigeno; ademas de los cambios
morfolégicos, en la sinapsis inmunolégica se encuentran interacciones receptor-
ligando y moléculas de sefalizacidon que juegan un papel importante en el
reconocimiento del antigeno los cuales estan organizados en dominios distintos o
en grupos de activacion moleculares (SMACs del inglés supramolecular activation
clusters) en la interfaz LT-CPA (Thauland, 2010).

Durante la sinapsis inmunoldgica, el TCR transmite sefiales hacia el nucleo para
activar factores de transcripcién a través del complejo CD3; todas las cadenas que
componen el complejo CD3 tienen en su region citoplasmatica motivos
denominados ITAMS (del inglés immunoreceptor tyrosine-based activation motifs)
que al ser fosforiladas por las quinasas Lck y Fyn se activan y desencadenan una
cascada de sefalizacion que involucra gran cantidad de proteinas quinasas como
son ZAP-70, LAT y SLP-76. Estas cascadas de sefAalizacion estimulan la
activacion de la fosfolipasa C, las proteinas G, Rag, Ras, proteina quinasa C y las
proteinas quinasas asociadas a mitdgenos; esta sefalizacidn celular permite la
activacion de genes que controlan la proliferacion y la diferenciacion de los LT. La
interaccion del complejo CD3/TCR con el péptido presentado en el CMH de la
CPA produce una senal parcial para la activacion, siendo necesaria la
participacion de sefales coestimuladoras, proporcionadas por moléculas como
CD28 y CD80 presentes en el LT y CD86 presentes en la CPA. Si solo se da la



primera sefial (TCR-CMH) sin la coestimulacion el LT quedara anérgico por tanto
no podra generar respuesta efectora (Nurieva, 2009; Chaplin, 2010).

La sinapsis inmunoldgica y las sefiales coestimuladoras activan diversas cascadas
de senalizacidon que dirigiran la proliferacion de los LT gracias a la transcripcién de
diversos genes como el de la IL-2. La IL-2 es sintetizada y secretada por el LT
activado ejerciendo una actividad autocrina gracias a los receptores de IL-2 que
expresa el LT cuya expresion también es inducida por activacion y tiene la
capacidad de controlar la proliferacién y la diferenciacion de los LT que han sido
activados. Cuando la IL-2 se une a su receptor se induce la division del LT siendo
esta fase de vital importancia en la respuesta a un antigeno ya que estimula al LT
a proliferar y generar células efectoras especificas de un antigeno logrando
contribuir a combatir la infeccién (Chaplin, 2010).

Cuando los LT son activados adquieren funciones efectoras como citotoxicidad
mediada por granzimas y perforinas y produccion de citocinas tales como IFNy,
TNFa, e IL-2 (Kaech, 2002). Al eliminar la infeccién aguda, el 90-95% de células
efectoras mueren por apoptosis, y las células que sobreviven adquieren el fenotipo
de memoria (Williams, 2007), con propiedades como la habilidad de reactivar sus
funciones efectoras, la capacidad proliferativa tras un segundo encuentro con el
antigeno, la readquisicion de receptores para la migracion a los érganos linfoides
secundarios, y la habilidad de mantenerse en un tiempo muy prolongado sin la
estimulaciéon antigénica debido a la presencia de IL-7 e IL-5 (Kaech, 2002; Schluns
2003; Wherry, 2004).

6.3. Agotamiento clonal de linfocitos

A diferencia de lo que ocurre en infecciones que inducen inmunidad esterilizante,
se ha descrito que la poblaciéon de células de memoria se ve afectada por la
persistencia de un estimulo antigénico constante como ocurre en las infecciones
croénicas y en cancer (Anichini, 2004; Wherry, 2011), esto hace que ocurra una
pérdida progresiva de las funciones del LT, fendmeno conocido como
“agotamiento clonal”, entrando en un estado de disfuncién celular (Jin, 2011).

El agotamiento clonal fue descrito por primera vez en el modelo murino de
infeccion por el Virus de la Coriomeningitis Linfocitica (LCMV), donde se observé
la pérdida gradual de funciones efectoras de LT especificos frente al estimulo
antigénico persistente (Zajac, 1998). Desde este momento el agotamiento ha sido
demostrado en una gran variedad de infecciones cronicas de varios modelos
animales y humanos como son el virus de la inmunodeficiencia humana (HIV)



(Day, 2006), virus de la inmunodeficiencia del simio (SIV) (Velu 2009), virus de la
hepatitis B (HBV) (Das, 2008), virus de la hepatitis C (HCV) (Urbani, 2006),
infecciones bacterianas y parasitarias (Virgin, 2009), asi como en cancer (Lee,
1999). El grado de disfuncién difiere segun el modelo y el agente infeccioso, por
ejemplo los LT especificos para HIV agotados presentan defectos en la
citotoxicidad pero tienen la capacidad de producir IFNy (Betts, 2006), a diferencia
de los LT especificos para HCV que han perdido esta funcién (Lechner, 2000).

El fendbmeno de agotamiento se da como resultado de factores tanto intrinsecos
como extrinsecos de los LT (Jin, 2011), factores extrinsecos como la persistencia
antigénica, anormalidades o pérdidas de los LT CD4+ (Brooks, 2005),
presentacion de antigeno deficiente, presencia de células T reguladoras y la
presencia de citocinas inmunoreguladoras como interleucina 10 (IL-10) (Maris,
2007) y como factor intrinseco estd la expresion de receptores
inmunorreguladores como PD-1 y CTLA-4, entre otros (Barber, 2006; Virgin,
2009).

Los LT CD4+ activan las células dendriticas las cuales son fundamentales para
que el LT CD8+ reconozca su antigeno y ademas secretan citocinas como IL-2 e
IL-21 que le permiten al LT CD8+ cumplir con sus funciones efectoras (Nakanishi,
2009). Cuando existen defectos en esta poblacion celular, se encuentran
alteraciones en la generacion de respuesta efectora y de los LT CD8+ de memoria
(Bevan, 2004), por ejemplo, la presencia de IL-21 producida por los LT CD4+ es
muy importante en las infecciones cronicas ya que la ausencia de esta conlleva a
que el LT CD8+ pierda la capacidad de produccién de IFNy, TNFa e IL-2 y a un
incremento en la expresion de PD-1 (Elssaeser, 2009; Frolich, 2009; Yi, 2009).

Las citocinas inmunorreguladoras tienen un efecto antiinflamatorio, pues afectan
los LB, bloquean las funciones de las CPA, moderan las respuestas efectoras de
los LT y disminuyen la produccion de citocinas inflamatorias (Moore, 2001; Pestka,
2004), la IL-10 es un ejemplo de este tipo de citocinas y se ha encontrado que
esta sobre-expresada en el modelo crénico de la infeccion por LCMV en raton. En
este mismo modelo, se mostré que el bloqueo de IL-10 se asocia con la
disminucidn en la carga viral, en la expresion de PD-1 y una mejora de la
respuesta inmune del hospedador (Brooks, 2006; Ejrnaes, 2006; Maris, 2007). Sin
embargo, la relacion existente entre los efectos directos entre IL-10 y PD-1 en el
agotamiento no esta clara y se cree que estas moléculas participan de manera
independiente en la disfuncion celular (Brooks, 2008).

En condiciones normales los LT activados expresan receptores inhibitorios para



limitar la respuesta inmune, cuando la infeccion es resuelta, posterior a la
formacion de LT de memoria, el nivel de expresion de estos receptores disminuye.
Un ejemplo de estos receptores es la molécula PD-1 la cual tiene ademas un
papel fisioldgicamente importante en el mantenimiento de la tolerancia central y
periférica (Wherry, 2007; Blackburn, 2009) Sin embargo, en modelos de infeccién
cronica persistente se ha mostrado que las moléculas inhibitorias no disminuyen
su nivel de expresion (especialmente PD-1) sino que por el contrario, estos niveles
van aumentando y se mantienen expresados constantemente, lo cual esta
directamente relacionado con el agotamiento clonal (Barber, 2006; Wherry, 2007;
Jin, 2011). Para soportar la relacion de la expresion constante de PD-1 con el
agotamiento clonal, se evidencié que el bloqueo de PD-1 en el modelo de
infeccion crénica por LCMV restaura las funciones del LT y se disminuye la carga
viral (Barber, 2006).

Existen otros receptores inhibitorios que se han visto asociados al agotamiento
como LAG-3 (del inglés Lymphocyte-activated gene-3) (Blackburn, 2009), CTLA-4
(del inglés Cytotoxic T-lymphocyte antigen 4) (Kaufmann, 2007; Nakamoto, 2009)
y TIM-3 (del inglés T-cell immunoglobulin and mucin domain-containing protein-3)
(Jones, 2008; Golden-Mason, 2009), pero hasta el momento el receptor inhibitorio
mejor caracterizado para el agotamiento clonal es PD-1.

6.4. Que es PD-1 y como se comporta en la respuesta linfoide

La molécula de muerte programada (PD-1 del inglés Programmed Death 1)
(también conocida como CD279) es una proteina de 288 aminoacidos compuesta
por un domino transmembranal y un dominio citoplasmatico que contiene ITIMS
(del inglés immunoreceptor tyrosine-based inhibitory based) e ITSM (del inglés
immunoreceptor tyrosine-based switch motif) y esta codificado por el gen pdcd1 el
cual se encuentra en el cromosoma 1 en los ratones y en los humanos en el
cromosoma 2 (Keir, 2008).

Pertenece a la familia CD28 (Okazaki, 2006) pero a diferencia de los otros
miembros de esta familia se encuentra como un mondémero en la membrana
celular y no puede formar dimeros ya que no cuenta con una cisteina extracelular
que es la que permite la dimerizacion de CD28 y CTLA-4 (Zhang, 2004).

Su expresion es inducida por las senales del TCR (Agata,1996) al momento de la
activacion del LT y también puede ser inducida por el estrogeno (Polanczyk,
2006), esta expresion se ve disminuida por la crio-preservacién de las células
mononucleares de sangre periférica (CMSP) (Campbell, 2009) y se ha demostrado
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que el factor de trancripcion T-bet reprime la transcripcion del gen que codifica
para PD-1 mejorando la respuesta inmune del hospedero frente a infecciones
cronicas (Kao, 2011).

PD-1 es una molécula que se encuentra expresada en timocitos (Nishimura, 2001;
Blank, 2003) LT activados y LB (Agata, 1996). Cuando PD-1 se une a sus ligandos
PD-L1 (CD274) (ampliamente distribuido en los tejidos) o PD-L2 (CD273)
(presente exclusivamente en las células presentadoras de antigeno) se transmite
una senal que inhibe la proliferacion celular, la produccion de citocinas o la
actividad citolitica de las células T atenuando la respuesta inmune y manteniendo
la tolerancia central (Nishimura, 2000) y periférica (Okasaki, 2006).

PD-1 se expresa cuando esta ocurriendo el rearreglo del TCR en el paso de
timocitos doble negativos (DN) CD4-CD8- a doble positivos (DP) CD8+CD4+.
Cuando PD-1 se une a sus ligandos PD-L1 expresado en la corteza timica o PD-
L2 expresado en la médula timica, se restringe la seleccion positiva. Si existe una
sobreexpresion de PD-1 la seleccion positiva se inhibe y en el caso contrario,
cuando existe una disminucidn en la expresion de PD-1 o de sus ligandos la
seleccion positiva aumenta y tiene como resultado el aumento de los timocitos DP
(Nishimura, 2000; Keir, 2005; Keir, 2007). El papel de PD-1 en la tolerancia
periférica fue sugerido al encontrar que ratones knockout PD1-/- desarrollan
enfermedades autoinmunes de forma espontanea (Nishimura, 1998), a diferencia
de la deficiencia de CTLA-4, la cual hizo que los ratones desarrollaran
enfermedades linfoproliferativas y murieran 3 o0 4 semanas después de su
nacimiento (Tivol, 1995).

Otros hallazgos que soportan el papel de PD-1 en la tolerancia periférica es la
expresion de sus ligandos en tejidos inflamados de ratones y humanos para limitar
la respuesta inmune y evitar que progrese el dano al tejido (Eppihimer, 2002;
Mazanet 2002; Wiendl, 2003) y ademas la presencia de PD-L1 en la barrera
inmunoldgica feto-madre la cual contribuye a mantener la tolerancia necesaria en
el embarazo para evitar el rechazo del feto (Guleria, 2005). El papel de PD-1 en
mantener la tolerancia periférica se debe a la amplia distribucion de su ligando PD-
L1 en tejidos no linfoides y PD-L2 en tejidos linfoides ya que si algan LT
autoreactivo activado encuentra su tejido blanco, PD-1 se unira a su ligando
inhibiendo la funcion efectora del LT evitando asi el dafio al tejido y previniendo la
autoinmunidad en al menos dos ambientes diferentes como son el tejido linfoide y
no linfoide.

Como se vio, la molécula PD-1 es de vital importancia en el mantenimiento de la
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tolerancia periférica y central contribuyendo a evitar el desarrollo de enfermedades
autoinmunes, pero su expresion ha sido usada como uno de los mecanismos de
escape inmunologico de las células tumorales para la progresion del cancer y para
el establecimiento de una infeccion crénica por ciertos microorganismos alterando
la via PD-1: PD-L1 (Keir, 2008).

6.5. Mecanismos de inhibicion al LT por PD-1

PD-1 puede inhibir la activacién o limitar las funciones de LT cuando se une a sus
ligandos; evita los eventos de sefalizacion, cohibe a la célula la toma de glucosa
del medio, acelera la apoptosis de LT o inhibe el contacto con la CD. PD-1 inhibe
los eventos de sefalizacidn proximos a la membrana de LT al reclutar la proteina
tirosina fosfatasa (SHP-1 6 SHP-2) por los ITSM presentes en la cola
citoplasmatica evitando la fosforilacion de las enzimas Lck y Fyn que a su vez
fosforilaran los ITAMS presentes en el complejo CD3 los cuales son eventos
cruciales en la activacion de los LT (Okazaki, 2007; Riley, 2009; Chaplin, 2010).
Adicionalmente, PD-1 también puede inhibir las funciones de LT cohibiendo a la
célula la toma de glucosa del medio, la cual es fundamental para que el linfocito
tenga energia para realizar las funciones. En una activacién normal, las moléculas
coestimuladoras como CD28 e ICOS reclutan la subunidad catalitica de la proteina
fosfatidilinositol 3 cinasa (PI3K) (Rudd, 2003) la cual se fragmenta tras su
activacion y actua sobre la proteina AKT que activara vias de sefalizacion como
las vias que estan involucradas en el incremento de la expresion de
transportadores de glucosa en la membrana plasmatica (Fox, 2005). Cuando PD-1
se une a sus ligandos se bloquea la actividad de la PI3K dejando la AKT sin
activacion, el metabolismo de la glucosa se vera bloqueado y no se dara la
activacion del LT por la supresion de glucosa, necesaria para realizar funciones
como la proliferacion de los LT inducida por el encuentro con el antigeno (Riley,
2009). La accién de PD-1 sobre AKT puede ser bloqueada por la IL-2 ya que esta
tiene la capacidad de activar la AKT por medio de otra via de sefializacién (Parry,
2005; Riley, 2009).

PD-1 utiliza una tercera forma para limitar las funciones del LT al acelerar la
apoptosis de éste ya que esta molécula inhibe la expresion de la proteina
antiapoptotica Bcl-xL y factores de transcripcidon asociados con funciones
efectoras como GATA-3, T-bet y Eomes (Chemnitz, 2004; Nurieva, 2006), este
bloqueo parece ser muy eficiente a comparacion del bloqueo dado por CTLA-4 ya
que éste tiene un efecto contrario, es decir aumenta la expresion de la proteina
Bcl-xL (Blair, 1998) por lo que es concluyente que la estimulacion dada por PD-1
hace que las células tengan mayor susceptibilidad a la apoptosis que otras (Riley,
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2009).

Por ultimo, PD-1 tiene la capacidad de inhibir el contacto de la CD y el LT en el
momento de la activacion contribuyendo a la motilidad del LT, evitando el contacto
prolongado con la CD para su activacion (Fife, 2009).

6.6. PD-1 y autoinmunidad
La via PD-1: PD-L1/2 controla la tolerancia periférica de varias maneras:

* Limita la fase de activacion y expansion del LT auto-reactivo (Francisco, 2010).

* Restringe la funcion efectora del LT auto-reactivo en los drganos blanco
(Francisco, 2010).

* Inhibe la expansiéon de LT virgenes autoreactivos 6 su diferenciacion a célula
efectora (Francisco, 2010).

* Regula negativamente la reactivacién, expansion y las funciones del LT efector
(Keir, 2006).

* Restringe la extravasacion de los LT a los 6rganos blanco cuando PD-1 hace
contacto con PD-L1 ubicado en las células endoteliales (Grabie, 2007).

* Regula la interaccion entre LTreg y entre LT efector y controla el desarrollo,
mantenimiento y funcion de los LTreg (Francisco, 2010).

* Las CD expresan en su membrana los ligandos para PD-1. Cuando un LT esta
reconociendo su antigeno en la CD la union de PD-1 a su ligando puede
tener dos caminos, el primero es que la célula T se convierta en célula
efectora o el segundo camino es que se convierta en reguladora (Probst,
2005).

Uno de los mecanismos para mantener la tolerancia periférica ademas de la via
PD-1: PD-L1 es el subconjunto de los LT reguladores. Se ha observado, que la
unién de PD-1 con PD-L1/PD-L2 en CD favorece la generacion de LTregs.
Cuando CD carecen de PD-L1 existe una deficiencia en la generacion de LTregs
inducidos (Francisco, 2009). Ademas, la via PD-1:PD-L1 aumenta y mantiene la
expresion de Foxp3 en los LTreg y mejora la actividad supresora de esta
subpoblacién (Sauer, 2008). Los LT toman un fenotipo regulador al hacer contacto
con la célula dendritica pero en el medio tiene que estar presente TGFf, mientras
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que si hay un estimulo persistente del antigeno y no hay presencia de esta
citocina el LT tomara un fenotipo de agotamiento (Francisco, 2010).

Si alguno de estos mecanismos es alterado, la tolerancia periférica se rompera y
tendrd como consecuencia el desarrollo de enfermedades autoinmunes. Esto fue
evidente en modelos murinos donde se induce la no expresion o el bloqueo de
PD-1 y se tiene como resultado el desarrollo de enfermedades autoinmunes como
diabetes tipo |, esclerosis multiple, lupus eritematoso sistémico, artritis, hepatitis
autoinmune, entre otras (Fife, 2011).

6.7. PD-1 en el agotamiento clonal en infecciones persistentes

El papel de PD-1 en el agotamiento clonal fue evidente al comparar la expresion
de PD-1 en LT especificos del LCMV entre un modelo de infeccion crénico y
agudo, en donde se encontrd que LT especificos del LCMV en un modelo crénico
expresaban altos niveles de PD-1 de forma constante, mientras que en el modelo
agudo, habia expresion de PD-1 en LT efectores pero esta expresion ya no era
detectable cuando la infeccidn era aclarada, por lo que se asocié la expresion de
PD-1 con el agotamiento que ocurria en el modelo cronico de la infeccidon. En este
mismo experimento se reportd como el bloqueo de la interaccion entre PD-1 y PD-
L1 restauraba la proliferacion, produccion de citocinas, actividad citolitica del LT y
la disminucion de la carga viral (Barber, 2006).

Desde este momento el papel de PD-1 en infecciones crénicas como HIV (Day,
2006), HCV (Urbani, 2006), HBV (Boni, 2007), Toxoplasmosis (Bhadra, 2011), y
en enfermedades cronicas no infecciosas como cancer ha sido estudiado y
demostrado por diversos grupos de investigacion y es de interés comun ya que en
la via PD-1: PD-L1 se podria encontrar estrategias terapéuticas (Day, 2006;
Mueller, 2008) para mejorar la salud de los pacientes que padecen estas
enfermedades ya que todas son consideradas como problemas de salud publica.

La infeccién de HCV es un ejemplo de infeccién crénica; en este modelo se pudo
encontrar que los LT CD8+ de pacientes crénicos expresaban mayores niveles de
PD-1 que los LT CD8+ de individuos sanos, ademas observaron que la proteina
core del HCV era la responsable de inducir la expresién de PD-1 en los LT al
estimular células de individuos sanos con esta proteina y detectar una
sobreexpresion del gen que codifica para PD-1 y al igual que en el modelo de
LCMV, el bloqueo in vitro de la via PD-1:PD-L1 mejoré la funcion efectora de los
LT (Frazier, 2010).

14



En otro estudio aislaron los LT CD8 especificos de HCV en pacientes cronicos de
sangre periférica e intrahepaticos para evaluar la expresion de PD-1 en los
diferentes compartimentos y el resultado del bloqueo PD-1: PD-L1 en ambos
casos. Se encontré que ambos expresaban el fenotipo de agotamiento, pero los
LT intrahepaticos expresaban mayores niveles de PD-1, ademas el bloqueo de
PD-1 en los LT de sangre periférica restauré la funcion efectora pero este mismo
efecto no se vio en los LT extraidos del higado del paciente; concluyendo asi que
la disfuncion y la respuesta al bloqueo de PD-1:PD-L1 esta definida por la
compartimentalizacién y el nivel de expresién de PD-1 (Nakamoto, 2008).

Otro modelo que se ha estudiado mucho por su impacto en la salud publica ha
sido el HIV en el que se han encontrado resultados similares en LT especificos de
pacientes HIV+ sin recibir terapia antirretroviral. Ademas de estos resultados, PD-1
en la infeccion por HIV es usado como marcador de progresion de la enfermedad
ya que a mayor expresion de PD-1, mayor carga viral y menor recuento de LT
CD4+ (Day, 2006). Recientemente, se ha observado que PD-1 es el unico
marcador de fracaso de terapia antirretroviral en pacientes HIV+ (Grabmeier,
2011). En la infeccion por HIV se conoce tres tipos de progresores de la
enfermedad: tipicos, rapidos y lentos. Los progresores tipicos al infectarse tendran
3 fases de la infeccion: aguda, latente que puede durar de 8 a 10 afios y el
sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) como tal con elevada carga viral
y disminucion en el conteo de LT CD4+. Los progresores rapidos en donde no
existe una fase de latencia. Y los progresores lentos los cuales tienen cargas
virales muy bajas, no disminuyen tan drasticamente el conteo de LT CD4+ y
ademas no progresan a la fase SIDA de la infeccion. Se ha visto que el nivel de
PD-1 expresado por LT de los progresores tipicos es mucho mayor que los niveles
expresados por LT de los progresores lentos, en donde estos ultimos, presentan
LT funcionales con una produccion normal de IFNy y de perforinas (Zhang, 2007).

La infeccion por Helicobacter pylori se asocia con gastritis, uUlceras, y cancer
gastrico; todo esto se desarrolla debido a la cronicidad de la infeccién en
humanos, las células gastrointestinales tienen la capacidad de presentar el
antigeno y expresar moléculas coestimuladoras necesarias para la segunda sefal
en la activacion de LT, pero adicionalmente, en esas mismas células se ha
demostrado la sobreexpresiéon de PD-L1 tanto in vitro como in vivo, que
igualmente con lo reportado en estudios antes descritos, esta expresion reduce la
proliferacion de LT y la sintesis de IL-2 (Das, 2006). Pero en este modelo de
infeccion se demostrdé que la expresiéon de PD-L1 y su uniéon a PD-1 induce la
generacion de LTregs CD4+CD25+Foxp3+ y ademas el bloqueo de PD-1 previene
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la formacion de LTregs (Beswick, 2007).

En la enfermedad de Chagas en modelos murinos se observé una expresion
elevada de PD-1 en LT que infiltraban el miocardio y de PD-L1 en el tejido
cardiaco, al bloquear esta via, se redujo la parasitemia pero ocurrid la muerte de
los ratones debido a la activacion de LT autoreactivos especificos de antigenos
cardiacos que no eran inhibidos por la unién de PD-1 a su ligando (Gutierrez,
2011).

Para el estudio de PD-1 en infecciones crénicas se han usado multiples modelos
como los mencionados anteriormente; otros modelos que ayudan a soportar la
relacion directa de PD-1 con la disfunciéon de LT y el posterior desarrollo de una
infeccion cronica son:

*Tuberculosis (Henao, 2011).
*Toxoplasmosis (Bhadra, 2011).
Leishmaniasis cutanea difusa (Hernandez, 2010)

En donde se ha encontrado sobreexpresion de PD-1 en LT especificos de cada
uno de los agentes causales de estas infecciones y asi en muchos mas modelos
de infecciones crénicas que presentan LT disfuncionales con caracteristicas
similares y que conllevan a una misma direccion, el desarrollo de infecciones
cronicas.

6.8. PD-1 y cancer

En los pacientes con cancer, la presencia de LTh1 y LT CD8+ en el tejido donde
se encuentra el tumor es un factor prondstico favorable para la progresion del
paciente (Galon, 2006), sin embargo, muchas de las células T que se encuentran
infiltrando el tejido estan en un estado de disfuncién debido a los mecanismos de
inmunosupresion que ejerce el tumor en los LT (Zou, 2005). Por ejemplo, la
expresion de PD-L1 por las células tumorales promueve la muerte celular
programada (apoptosis) cuando LT activados especificos del tumor reconocen
este ligando a través de PD-1 (Dong, 2002).

Las células tumorales expresan niveles mayores de PD-L1 que los tejidos
normales (Dong, 2002) y a medida que el cancer progresa los niveles de
expresion de PD-L1 van aumentando (Lu, 2011), el IFNy induce la expresiéon de
este ligando en tumores de: laringe, pulmén, estdmago, seno, ovarios, gliomas y
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melanomas, entre otros (Dong, 2002). Experimentos in vitro con células murinas
tumorales que sobreexpresan PD-L1, demostraron que la expresion de este
ligando suprime la actividad citotéxica de los LT CD8+ e incrementa la apoptosis
de LT especificos (lwai, 2002). El bloqueo de la via de senalizacién tiene como
resultado la erradicacion acelerada del tumor (lwai, 2002; Blank, 2006; Hirano,
2005) y al mismo tiempo evita la metastasis (lwai, 2005).

Otra forma de induccién de PD-L1 en las células tumorales es por medio de la via
de PI3K la cual es activada por factores de crecimiento presentes en el medio que
se unen a al receptor de las tirosinas cinasas, al activarse esta via, la célula sufre
alteraciones metabdlicas que favoreceran la proliferacion celular y el aumento de
la expresion de PD-L1. En el microambiente tumoral existe una competencia por
los recursos energéticos entre el tumor y LT, uno de los mecanismos que usa el
tumor es la unidon de PD-L1 con PD-1 en linfocitos, una de las consecuencias de
esta unién, como ya se habia descrito es la inhibicidn de la via de senalizacion
mediada por PI3K en los LT la cual no le permitira a la célula tomar la glucosa
presente en el medio extracelular inhibiendo las funciones de LT (Lu, 2011).

En tumores humanos se encontraron resultados similares con lo encontrado en
modelos murinos, acerca de la expresion y el bloqueo de PD-L1, ademas, se
encontré una correlacién entre la expresion de PD-L1 y la progresion del cancer
en los pacientes, en un grupo de 300 pacientes con carcinoma renal y sometidos a
nefrectomia se demostré que la supervivencia era mayor en aquellos que no
expresaban niveles de PD-L1 o que tenian una baja expresion de esta molécula, a
diferencia de los que presentaban mayores niveles de expresion en los cuales
hubo una supervivencia menor. La correlacion de la expresion de PD-L1 y la
progresion del paciente también se demostré en cancer de ovario, carcinoma
urotelial, cancer de pancreas, cancer de pulmoén y carcinoma gastrico (Konishi,
2004; Wu, 2006; Thompson, 2006; Nomi, 2007; Nakanishi, 2007; Hamanishi,
2007), sugiriendo la importancia de la via PD-1:PDL1 en la evasion de la
respuesta inmune (Blank, 2007).

En modelos murinos con cancer gastrico, los factores de transcripcion T-bet y
Eomes son necesarios para la respuesta inmune antitumoral ya que regulan el
trafico de LT al tumor, ademas regulan las funciones de LT en el microambiente
del tumor (Zhu, 2010), pero cuando PD-1 esta expresado, la expresion de T-bet se
ve reprimida (Kao,2011; Lu, 2011), y como en los LT especificos de tumor hay una
sobreexpresion de PD-1 debido a la persistencia antigénica, el factor de
transcripcion T-bet no se expresara teniendo como consecuencia una deficiencia
en la respuesta inmune antitumoral.
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Como se vio, los microorganismos no son los unicos que evaden la respuesta
inmune por medio de los mecanismos de inhibicion que tiene PD-1, sino que
también los tumores evaden la respuesta inmune al expresar altos niveles del
ligando de esta molécula. Ademas el tumor toma ventaja de una de las funciones
efectoras del LT, la secreciéon de IFNy para expresar mayor cantidad de moléculas
de PD-L1 y asi evadir aun mas la respuesta inmune antitumoral, teniendo como
resultado el progreso del tumor y la aparicion de metastasis en el organismo.
También se vio que PD-L1 aumenta su expresion a medida que el tumor va
progresando por lo que se puede llegar a considerar como un marcador para la
supervivencia del paciente, ya que su expresidon aumenta cuando el tumor
aumenta su tamano, cuando existen metastasis o cuando hay una mayor invasion
al tejido por parte del tumor (Lu,2011).

7. Conclusiones

El agotamiento clonal bajo un estimulo persistente como el que hay en infecciones
cronicas y en cancer es un estado de los LT que ocurre bajo el estimulo de
multiples sucesos como son la disminucion de la ayuda de LT CD4+, la presencia
de citocinas inmunorreguladoras, de LTreg y la presencia de moléculas inhibitorias
como PD-1y CTLA-4.

PD-1 es una molécula de 288 aminoacidos que cuenta con un dominio
transmembranal y un dominio citoplasmatico que esta expresada normalmente en
timocitos, LT activados y LB, y al unirse con sus ligandos PD-L1 o PD-L2 generara
sefales inhibitorias a la célula T por multiples vias, por ejemplo, puede inhibir la
sefalizacion del TCR directamente, reclutar las fosfatasas SHP-1 o SHP-2 , inhibir
la actividad de la proteina AKT por medio de la proteina PI3K, disminuir la
expresion de factores antiapoptoticos en la célula o de factores de transcripcion
importantes e inhibir el contacto correcto del LT con la CD en el momento de la
presentacion de antigeno promoviendo el movimiento del LT.

La funcién de PD-1 y sus ligandos estan directamente ligadas con el
mantenimiento de la tolerancia central y periférica, ya que cuando no hay
expresion de PD-1 o sus ligando en modelos in vitro se generan enfermedades
autoinmunes, ademas que esta involucrado en la induccion de LTreg.

La funcion de PD-1 es de vital importancia para controlar la actividad efectora de
LT autoreactivos, pero esta via de senalizacion ha sido usada por los
microorganismos y células tumorales para desarrollar infecciones cronicas,
progreso tumoral y desarrollo de metastasis.
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Existen muchos modelos de infecciones cronicas en donde se muestra la
sobreexpresion de PD-1 en LT y sus ligandos en multiples tejidos, y que el
bloqueo de esta via permite la restauracion de la funciéon de los linfocitos y la
disminucidon de la expresion de PD-1. Es necesario resaltar que aunque estos
hallazgos se comparten en la mayoria de los modelos estudiados, también difieren
en algunas caracteristicas como es esperado por ser biolégicamente diferentes.
En el modelo de cancer en donde al igual que en las infecciones crénicas existe
una sobreexpresion de su ligando PD-L1 en las células tumorales, permitiendo asi
la evasién de la respuesta inmune.

Estos hallazgos han permitido establecer nuevas estrategias terapéuticas
inhibiendo esta via de sefalizacién para restaurar la funcién de los LT, pero hay
que tener en cuenta que la inhibicion de esta via sin ningun tipo de control puede
traer consigo el desarrollo de enfermedades autoinmunes debido al rol tan
importante que tiene la molécula en la prevencién de este tipo de enfermedades.

8. Recomendaciones

Es importante seguir con la revisiéon de los articulos cientificos del tema de la
molécula PD-1 y del agotamiento clonal de linfocitos, ya que se pueden encontrar
otras funciones asociadas a las moléculas y a sus ligandos. Ademas si se mejoran
las técnicas de laboratorio se podria llegar a una terapia para mejorar la respuesta
inmune en infecciones crénicas y en cancer sin perturbar la tolerancia periférica.
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