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Resumen

CTLA-4 (Antigeno-4 asociado al Linfocito T Citotéxico) es una molécula expresada en la superficie
de la mayoria de los linfocitos T activados. Su funcién es regular la homeostasis y la tolerancia peri-
férica inmunolégica inhibiendo la activacién de los linfocitos T. Dos mecanismos han sido postulados
para mediar la inhibicién por CTLA-4 de la respuesta de los linfocitos T: Sefializacién negativa y
antagonismo competitivo de la via de coestimulacién mediada por CD28/B7. Las diferentes moléculas
que participan en la activacién e inactivacién de los linfocitos T han sido analizadas con el objetivo
de disefiar estrategias terapéuticas de tolerancia inmunoldgica. Los progresos han estado basados en
los mecanismos de activacion linfocitaria, la coestimulacion o la sefializacién por citocinas, pero ha
sido dificil disefiar terapias de inhibicion endégena. La molécula CTLA-4 ha sido el blanco de muchos
estudios, los cuales han planteado diferentes estrategias novedosas para inducir inmunosupresion,
algunos antigeno especificos, que se han convertido en nuevos pilares en el tratamiento de las enfer-
medades autoinmunes y rechazo de transplantes.
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(2): 168-181

Abstract

CTLA-4 (Cytotoxic T lymphocyte-associated Ag-4) is a molecule expressed on the surface of acti-
vated T lymphocytes, the function of CTLA-4 is requlate T cell homeostasis and peripheral immune
tolerance, inhibiting T cell activation. Two mechanisms have been postulated to mediate CTLA-4
inhibition of T cell responses: Negative signaling and competitive antagonism of CD28:B7-medi-
ated costimulation. The different participating molecules in T cell activation and T cell inactivation
have been analyzed to design therapeutic strategies for immune tolerance. The progress has been
based upon interference with lymphocyte activation, costimulation, or cytokine signals, but It has
been very difficult to design therapeutic strategies that specifically enhance endogenous inhibitory
pathways. CTLA-4 has been the target of several studies, that have brought forward different novel
strategies to induce immunosuppression, some of them Ag-specific, that have become a new basis for
the treatment of autoimmune disease and tissue transplantation rejection.
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CTLA—4, UNA MOLECULA QUE INHIBE LA ACTIVACION DE LOS LINFOCITOS T

INTRODUCCION

Eldesarrollo de unarespuestainmune apropiada depende delaregulaciéon cuidadosa
de las sefiales de activacion linfocitaria. Este proceso implica no sélo la interacciéon
dindmica de mdltiples moléculas de membrana presentes en las Células Presenta-
doras de Antigenos (CPAs) y los linfocitos, sino también la transmisién intracelular
de dos sefiales independientes que le permitan a los linfocitos virgenes activarse,
proliferar y diferenciarse en linfocitos efectores y de memoria.

En el caso de los linfocitos T (LT), la primera sefial es generada por la interaccién
del Complejo Péptido Antigénico — Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CPH)
con el Receptor de la Célula T (RCT) y los correceptores CD4 y CD8. La segunda
sefial es independiente del receptor antigénico, procede de moléculas de membrana
presentes en la CPA denominadas coestimuladoras y cuyos ligandos se encuentran
en la membrana de los linfocitos.

Existe un nivel adicional de regulacién generado por la expresién de receptores
inhibidores que inician la transmisién intracelular de sefiales negativas. El balance
entre las sefiales negativas y las sefiales positivas transmitidas por el receptor anti-
génico, las moléculas coestimuladoras y las inhibidoras regulan el nivel del umbral
critico de activacion de los linfocitos T (1,2,3).

El receptor CTLA-4 (Ag-4 asociado al Linfocito T Citotdxico), también cono-
cido como CD152, es la principal molécula inhibidora implicada en la regulacién
negativa de la activacién de los linfocitos. CTLA-4 es expresada principalmente
en la superficie celular de los LT activados, su expresion es constitutiva sélo en los
LTCD4*CD25". No obstante, varios estudios han demostrado la expresién del gen
CTLA-4 en otro tipo de células, incluyendo linfocitos B, monocitos, granulocitos,
entre otras. La funcién de CTLA-4 en estas células es desconocida (3,4,5,6,7). En los
Linfocitos T activados, CTLA-4 utiliza dos mecanismos inhibitorios diferentes, uno
de ellos es la transmisién de una sefial negativa a través de su regién intracelular, y
el segundo es el antagonismo competitivo de la sefial coestimuladora mediada por
CD28 (3,4,5,8,9,10).

En esta revisién se describen las vias de sefializacién que participan en la acti-
vacion de los linfocitos T, los receptores que inducen la regulacién negativa de su
activacion y presentamos la molécula CTLA-4 como una interesante alternativa en
el disefio de nuevas terapias inmunorreguladoras.

OBJETIVO DE LAS VIAS DE SENALIZACION
EN LA ACTIVACION DE LOS LINFOCITOS T

El reconocimiento del antigeno por parte del Receptor de la célula T (RCT) inicia una
secuencia de sefiales bioquimicas que estimulan la transcripcién de genes que estdn
silentes en los linfocitos T virgenes y cuyos productos intervienen en las respuestas
funcionales de los linfocitos T activados.
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El reconocimiento del antigeno por parte del RCT induce el movimiento coordi-
nado de varias moléculas de sefializacion de los LT (proteinas del CD3 y cddenas C,
que hacen parte del complejo del RCT, CD4 o CD8, enzimas y proteinas adaptado-
ras) hacia el lugar donde se produce el contacto entre el LT y la CPA. Este lugar de
contacto se denomina “sinapsis inmunoldgica” (SI). La unién del RCT al complejo
péptido-CPH permite la unién de CD4 o CD8 a una regién no polimérfica de la
molécula del CPH clase II o clase I respectivamente. Estas interacciones inducen la
activacion de la Lck (tirosina cinasa asociada a los extremos citoplasméticos de CD4
y CD8), la cual fosforila a las tirosinas de los ITAM (Motivos de Activacién del Inmu-
noreceptor basados en Tirosina) de CD3 y las cadenas C. Las tirosinas fosforiladas de
las cadenas C se convierten en sitios de anclaje para ZAP-70 (tirosina cinasa asociada
a las cadenas zeta). A su vez, la ZAP-70 activada de este modo por Lck cataliza la
fosforilacién de varias moléculas adaptadoras que actiian como puntos de fijacién
para la incorporacién de importantes vias de transduccién de sefiales intracelulares,
como son la via de la enzima citosélica Fosfolipasa Cy1 (PLCy1), que hidroliza al fos-
fatidilinositol asociado a la membrana, dando lugar a 1,4,5 trifosfato de inositol (IP,)
y diacilglicerol (DAG). E1IP, induce la liberacién de Ca++ del reticulo endopldsmico
y abre canales de Ca++ en la membrana celular, elevando asi la concentracién del
calcio libre intracitosoélico. El calcio forma un complejo con la calmodulina y dicho
complejo Ca++/calmodulina induce la activacién de varias enzimas, incluida una
serina/treonina fosfatasa denominada calcineurina. Esta enzima elimina grupos
fosfato del factor de transcripcion citopldsmico NFAT y descubre una regién que
permite su translocacién hacia el nticleo. En el niicleo, NFAT estimula la transcripcion
de los genes de IL2 e IL4, entre otros.

El DAG y el calcio activan a la enzima proteina cinasa C (PKC), una de las enzi-
mas que fosforila a las proteinas denominadas inhibidores de kB (IkB), haciéndolas
reconocibles por los sistemas de ubicuitinacién, y por lo tanto convirtiéndolas en una
diana del proteasoma citosélico que cataliza su degradacién, todo esto con el fin de
liberar al Factor Nuclear Kappa B (NF-kB) de sus inhibidores y permitir su entrada
al ntdcleo, donde contribuye a la transcripciéon de multiples genes de citocinas y de
los receptores de las mismas (figura 1).
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La ZAP-70 activada fosforila proteinas adaptadoras que reclutan factores de
intercambio GDP/GTP, activando éstos a su vez las vias de sefializacién Ras-MAP
cinasas y Rac-MAP cinasas. Existen tres Mitogen-Activated Protein kinases (MAP
cinasas) principales en los LT. Una de ellas es activada por la molécula Ras-GTP y
se denomina cinasa del receptor extracelular activado (ERK), la cual fosforila a una
proteina (ELK) que estimula la transcripcién de Fos, un componente del factor de
transcripciéon de la proteina de activacion 1 (AP-1). La segunda MAP cinasa, cono-
cida como cinasa aminoterminal de c-Jun (JNK), es activada por la Rac-GTP, la JNK
activada fosforila a c-Jun, el segundo componente del factor de transcripciéon AP-1.
Los dos componentes de AP-1 se unen entre si mediante una estructura compartida
denominada “cremallera” de leucinas, entran al nticleo de los LT y en combinacién
con el NFAT participan en la transcripcién de genes de citocinas. La tercera de las
MAP cinasas es p38, que se activa por la Rac-GTP y participa en la activacién de
otros factores de transcripcion (1,2,3,4) (figura 2).
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La activacién de estas vias de sefializacién contribuye a la expresion de diferentes
genes que codifican proteinas necesarias para la expansién clonal, la diferenciacién
y las funciones efectoras de los LT, pero para la activacién completa de los mismos
son necesarias las sefiales coestimuladoras.

SENALES COESTIMULADORAS

Desde hace aproximadamente 20 afios se conoce la importancia de las sefiales
coestimuladoras en la activacién de los linfocitos. La coestimulacién involucra una
sefial entre las células reciproca y secuencial; los linfocitos que carecen de esta sefial
cuando se encuentran con su antigeno ingresan en un estado de anergia o mueren
por apoptosis.
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Las sefales coestimuladoras son emitidas principalmente por las interacciones
entre el receptor CD28 que se encuentra en la superficie de los LT y sus ligandos B7-1
(CD80) y B7-2 (CD86) expresados por las CPA, con el fin de potenciar las respuestas
de los LT frente a los antigenos, entre ellas, las sefiales de supervivencia y prolifera-
cién celular, la sintesis de citocinas, que permiten la cooperacién célula — célula y la
diferenciacion de los linfocitos virgenes en linfocitos efectores y de memoria.

La expresion de moléculas coestimuladoras aumenta en presencia de productos
microbianos (endotoxinas) y citocinas como el Interferén gamma (IFNy), todo esto
para que la respuesta de los linfocitos se inicie en el lugar y el momento oportuno,
lo cual evita el desarrollo de patologias autoinmunes (1,2,3).

Las moléculas coestimuladoras B7 (B7-1 y B7-2) son miembros de la superfamilia
de las inmunoglobulinas y presentan dominios extracelulares similares entre si, pero
dominios citosélicos muy diferentes. Se expresan en forma constitutiva en células
dendriticas, y se induce su expresién en macréfagos activados y células B activadas.
Las células dendriticas maduras sonlas que expresanlas concentraciones mds elevadas
de coestimuladores y, por lo tanto, son estimuladores potentes de los linfocitos T
virgenes (que son completamente dependientes de la coestimulacién para activarse).
Los ligandos para B7 son las moléculas expresadas en la membrana de los linfocitos
CD28 y CTLA-4, ambas miembros de la superfamilia de las inmunoglobulinas, es-
tructuralmente similares pero funcionalmente antagoénicas (1,2,3,4).

Estudios in vitro e in vivo han mostrado que CD28 es la principal molécula coes-
timuladora expresada en linfocitos virgenes. Sin embargo, las vias de sefializacién
de CD28 han sido dificiles de caracterizar y s6lo recientemente comenzaron a ser
elucidadas. Las sefiales mediadas por CD28 aumentan la sintesis de citocinas,
especialmente del factor de crecimiento autocrino IL-2. Esta elevacién puede ser
consecuencia de la activacién de mecanismos inductores de la transcripcién y la
estabilizacién del ARN mensajero de IL2. Varias investigaciones han demostrado
que la interaccién de CD28 con su ligando B7 (expresado en células dendriticas,
macréfagos activados y células B activadas) induce la fosforilacion de las tirosinas
de su dominio intracitoplasmatico, permitiendo asi el reclutamiento y la activacién
de las GTPasas de pequefio tamafio Rac y CDC42, las cuales activan la cinasa acti-
vada por p21 (PAK), que a su vez activa la cascada de las MAP cinasas, y causa una
posterior sintesis de IL2 (3,11,12).

Otra molécula con funciones coestimuladoras es la fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K),
la cual se encuentra asociada al dominio intracitoplasmatico de CD28 y se relaciona
con la serina/ treonina cinasa Akt (también conocida como proteina cinasa B o PKB).
Ciertos estudios sugieren que la PI3K y la PKB/ Akt tienen una funcién coestimula-
dora. Paraddjicamente, el receptor inhibitorio de los linfocitos T, CTLA-4, también
recluta estas moléculas (3,13,14). Se puede concluir entonces que su papel en la
coestimulacién permanece atin sin resolver.

Adicionalmente, estudios del AMPc demuestran que su elevacién intracelular

en los LT es inhibitoria, lo que sugiere que la activacién de los LT requiere una in-
hibicién de la acumulacién de AMPc. De esta manera, CD28 induce la expresion de
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fosfodiesterasade AMPc paradisminuirlosnivelesintracelulares de AMPcy permitir
la activacion de los LT (3,15). Existe otro mecanismo adicional de modulaciéon que
consiste en la expresién de receptores inhibidores que inician vias de sefializacion
negativa.

SENALES INHIBIDORAS

Existen moléculas homdlogas a los receptores que intervienen en los mecanismos
de coestimulacién pero que transducen una sefial inhibitoria para la activaciéon de
los linfocitos T. El receptor inhibidor mejor estudiado y definido es CTLA-4; fue el
segundo miembro de la familia de CD28 que se descubrid y caracterizé mediante el
uso de anticuerpos monoclonales (1,2,3,16). Sunombre se debe a que esta molécula
fue el cuarto receptor identificado durante la btiisqueda de moléculas expresadas
por los Linfocitos T Citotéxicos, aunque actualmente se sabe que no esta restringida
s6lo a este tipo de células.

El gen de CTLA-4 ha sido localizado en humanos, en el cromosoma 2. Este gen
presenta 4 exones: Los exones 1y 2 codifican la region extracelular de la molécula,
mientras el exén 3 codifica la regién transmembranal y el 4 la regién intracelular
(17,18). En relacién con la evolucién de esta molécula, CTLA-4 presenta un alto
grado de conservacion. El dominio intracelular de CTLA-4 estd 100% conservado
en mamiferos, mientras que el dominio extracelular presenta una variabilidad
mayor. Esto sugiere la existencia de una presién selectiva en la conservacién de los
mecanismos que median la dimerizacién de CTLA-4 y la sefializacién a través de
su dominio intracitoplasmatico (5,18).
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La molécula CD28 ha sido mapeada en la misma regién cromosémica que CTLA-
4 (16,17,19,20). Estas dos moléculas presentan una gran similaridad estructural
y homologia en sus secuencias génicas, lo que les permite compartir los mismos
ligandos —las moléculas B7-1 y B7-2—. Sin embargo, CTLA-4 se une a sus ligandos
B7 con mayor afinidad y avidez que CD28 (21,22). CTLA-4 se une a B7-1y B7-2 con
una constante de disociacién (Kd) de 0.2 y 2.6 uM respectivamente, mientras CD28
se une a B7-1 y B7-2 con Kd de 4 y 20 uM respectivamente (23,24). La mayor afini-
dad y avidez de CTLA-4 con las moléculas B7, en relacién con CD28, sugiere que
las sefiales inhibitorias son dominantes sobre las sefiales coestimuladoras. La alta
avidez de CTLA-4 por B7 se debe en gran parte a la estructura de homodimero de
CTLA-4, que le permite unirse bivalentemente a B7 (25), mientras CD28 s6lo puede
unirse monovalentemente a B7 (5,23,24) (figura 3).

CD28 se expresa constitutivamente en los linfocitos T; por el contrario, CTLA-4
se expresa en la superficie de los LT en reposo en niveles muy bajos, s6lo a medida
que el linfocito se activa, los niveles de CTLA-4 en la superficie celular se elevan. La
expresion de CTLA-4 a bajos niveles es suficiente para inducir una sefial negativa en
los LT; por esta razén su expresion estd estrictamente regulada mediante dos mecanis-
mos: el primero es la redistribucién de las moléculas de CTLA-4 que se encuentran
en la region intracelular; el segundo es el incremento de su sintesis (3,6). La mayoria
de las moléculas CTLA-4 se acumulan intracelularmente en lisosomas donde son
degradadas rdpidamente con el fin de regular su expresién (26); s6lo un pequefio
grupo de moléculas CTLA-4 se expresa en la superficie del LT, pero de una manera
muy dindmica. Esta distribuciéon de CTLA-4 es regulada a través de una interaccién
del dominio intracitoplasmatico de CTLA-4 con AP-1, el cual media el transporte
de CTLA-4 desde el Aparato de Golgi hasta la superficie celular (27). El transporte
de CTLA-4 a endosomas y lisosomas para su almacenaje o degradacién es mediado
por la interaccién de la molécula CTLA-4 que se encuentra en la superfice celular
con AP-2; esta interaccion soélo sucede cuando los residuos de tirosina del dominio
intracitoplasmético de CTLA-4 no han sido fosforilados (28,29). De esta forma, en
ausencia de estimulacién, la CTLA-4 serd degradada, y en presencia de activacién
del RCT, la CTLA-4 contenida en los lisosomas es secretada aumentando su expre-
sién en la superficie celular. En el caso de los LT de memoria, éstos tienen una gran
cantidad de CTLA-4 intracelular, la cual es expresada mucho mds rdpidamente en
la superficie del LT de memoria activado, en comparacién con la velocidad de su
expresion durante la activaciéon de los LT virgenes. Adicionalmente, CTLA-4 es
retenida en la superficie del LT de memoria activado un tiempo considerablemente
mads largo que en el caso del LT virgen activado (5,30).

Al igual que CD28 y CTLA-4, los patrones de expresién de las moléculas B7-1y
B7-2 en la superficie celular de las CPAs son diferentes. B7-2 es expresada constituti-
vamente en las CPAs y su expresién aumenta rdpidamente después de la activacion,
alcanzando un pico de expresion a las 24 horas (31,32); por el contrario, la molécula
B7-1 sélo se expresa después de la activacion, alcanzando un pico a las 48-72 horas
(31). Con base en estas diferencias y a otros datos cristalograficos y moleculares,
investigadores concluyen que B7-2 es el principal ligando de CD28 (coestimulador),
y B7-1, el principal ligando de CTLA-4 (inhibidor) (5).
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Se han postulado dos mecanismos que median los efectos inhibitorios de CTLA-4:
Uno de ellos es la sefializacién negativa transmitida a través del dominio intracito-
plasmético de esta molécula, que aumenta paralelamente a la activacién del RCT.
Actualmente no se conocen claramente las sefiales transmitidas por CTLA-4. Se
han propuesto 3 modelos para explicar los niveles en los que posiblemente actda
CTLA-4: Inhibicién temprana de las sefiales de activacién inducidas por el RCT,
Inhibicién de las sefiales de activacién inducidas por el RCT y CD28, Inhibicién
de las sefiales coestimuladoras dependientes de CD28. Independientemente de la
via de sefializacion usada por CTLA-4, las sefiales transmitidas por esta molécula
inhiben la acumulacién de AP-1, NF-kB y NFAT en el ntcleo de los LT activados,
disminuyendo de esta manerala sintesis de citocinas (33,34). CTLA-4 tambiénregula
la proliferacién celular inhibiendo la ciclina D3, las ciclinas dependientes de cinasas
4y 6y ladegradacion del inhibidor del ciclo celular p27'¥! (35). Otros estudios han
demostrado que CTLA-4 disminuyelosniveles deactividad de ERKy JNK, inducien-
do de esta manera la inhibicion de la sintesis de IL-2 (5,36).

Con respecto al dominio intracitoplasmadtico de esta molécula, se han realizado
numerosas investigaciones que tienen como objetivo elucidarlasregiones de CTLA-4
indispensables en la transduccién de las sefiales inhibitorias. El dominio intracito-
plasmatico de CTLA-4 estd altamente conservado entre especies. Se ha estudiado
un posible acoplamiento de residuos de tirosina presentes en el dominio intracito-
plasmético de CTLA-4 a proteinas que contienen dominios SH2 (Src homology-2).
Entre los residuos mds estudiados se encuentran los localizados en las posiciones
165 y 182 (Y165 y Y182), que pueden proveer un sitio de unién a dominios SH2.
Ambos pueden ser fosforilados in vitro por las cinasas Lck, fyn y lyn, entre otras, y
potencialmente reclutar dominios SH2 (37,38). Sin embargo, se ha encontrado que
aunque la fosforilacién de estos residuos es importante para la retenciéon de CTLA-4
en la superficie celular, no es requerida para mediar la inhibicién de la activacién
del LT (8,9). Estos hallazgos se relacionan con los mencionados anteriormente, que
muestran la importancia de la fosforilacién de residuos de tirosina del dominio
intracitoplasmdtico de CTLA-4 en la inhibicién de su interaccién con AP-2. Si los
residuos de tirosina son fosforilados, AP-2 interacciona con CTLA-4 e induce la
endocitosis de esta molécula (29). Algunos investigadores realizaron mutaciones
en residuos de prolina presentes en el dominio intracitoplasmatico de CTLA-4 para
evaluar su participacién en la sefializacién negativa, y demostraron que esta sefial no
se relaciona con la presencia o ausencia de estos residuos (8). Otros estudios indican
que las mutaciones en diferentes aminodcidos que forman parte de la estructura
intracelular de la molécula pueden originar un déficit parcial en la transmisién de la
sefial o pueden afectar directamente sitios de acoplamiento importantes en las vias
de sefializacién. Sin embargo, la sefial inhibitoria se conserva a pesar de la presencia
de mutaciones en residuos de tirosina o prolina y de la delecién de la mitad carboxi-
terminal del dominio intracitoplasmdtico; por el contrario, la delecién de la regién
proximal a la membrana (yuxtamembranal) del dominio intracitoplasmatico inhibe
completamente la sefial inhibitoria. Asi, estos aminodcidos juxtamembranales estdn
directamente involucrados en la transduccién de la sefial (9).

Investigaciones recientes han mostrado la asociacién de la subunidad A de la
serina/treonina fosfatasa 2A (PP2A) con tres residuos de lisina conservados locali-
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zados en la porcién juxtamembranal del dominio intracitoplasmatico de CTLA-4.
Mutaciones en los residuos de lisina impiden su unién a PP2A y aumentan la in-
hibicién de la transcripcion del gen de la IL-2, indicando que el acoplamiento de
PP2A con CTLA-4 inhibe la funcién de CTLA-4 (5,10). Las bases bioquimicas y las
implicaciones funcionales de estas asociaciones son atin desconocidas, aunque se
demostrd por ingenieria genética que la interaccién del RCT con CTLA-4 durante
la activacién del LT induce una fosforilacién de la subunidad A de PP2A y su diso-
ciacion de CTLA-4. Liberada de PP2A, CTLA-4 inicia el envio de sefiales negativas
para la activaciéon del LT. PP2A también es capaz de desfosforilar e inactivar a la
proteina cinasa B (PKB) / Akt, sugiriendo la participacion de CTLA-4 en la inhibicién
de las sefiales coestimuladoras mediadas por CD28. Esto puede ser explicado de la
siguiente forma: Cuando CTLA-4 es expresada pero no estd unida a suligando, PP2A
estd asociada a CTLA-4, por lo que no puede inactivar a Akt. Bajo estas condiciones
CTLA-4 no es inhibidora. Sin embargo, después de la interaccién de CTLA-4 con el
RCT, PP2A podria disociarse de CTLA-4 y permanecer libre para inactivar a Akt,
mediando asf la funcién inhibitoria de CTLA-4 (5). Adicionalmente, mientras el LT
estd inactivo, PP2A puede asociarse a CD28; en estas condiciones PP2A parece estar
activa enzimdaticamente. Durante la activaciéon del LT, CD28 es fosforilado por Lck y
se disocia de PP2A (41). De esta manera, PP2A puede ser mirada como una molécula
que funciona como regulador negativo de los receptores de membrana a los que se
asocia. Podemos concluir a partir de estas investigaciones que CTLA-4 puede inducir
la inactivacién del LT inhibiendo las sefiales coestimuladoras mediadas por CD28.
Esta inhibicién puede ocurrir a través de la transferencia de PP2A desde CTLA-4
hacia CD28 o, alternativamente, por una actividad fosfatasa directa de PP2A sobre las
proteinas que hacen parte de las vias de sefializacién mediadas por CD28 (Ej. Akt).

El segundo mecanismo propuesto es la inhibicién de la activacion celular debido
al antagonismo competitivo de la coestimulacién mediada por CD28. Las sefiales
de activacién en los LT permiten la reorientaciéon de la CTLA-4 que se encuentra en
el espacio intracelular hacia la superficie celular y principalmente hacia las balsas
esfingolipidicas para participar en la sinapsis inmunolégica (SI) (42,43). De esta
manera, CTLA-4 estd disponible para competir con CD28 por B7. Debido a su mayor
afinidad, CTLA-4 secuestra moléculas B7 y reduce la cantidad disponible de coes-
timulacién dependiente de CD28. A diferencia delasefalizacién negativaintracelular,
este segundo mecanismo no requiere la presencia del dominio intracitoplasmaético
de CTLA-4 y esta regulado por los niveles de expresién de CTLA-4 en la superficie
celular (3,5,8). Este hallazgo explica por qué la expresion de CTLA-4 estd finamente
regulada y altamente compartimentalizada, puesto que la presencia de altos niveles
de CTLA-4 en la superficie celular podrian inhabilitar al LT para el desarrollo de
una respuesta inmune. Sin embargo, numerosos estudios sugieren que el secuestro
de moléculas B7 en la SI probablemente no es suficiente para bloquear las sefiales
coestimuladoras del LT.

NUEVAS TERAPIAS BASADAS EN EL ESTUDIO DE CTLA-4

Losresultados delasinvestigaciones mencionadas anteriormente han permitido pos-
tular diferentes terapias basadas en los mecanismos que utiliza la molécula CTLA-4
para inhibir la activacién de los LT.
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La molécula CTLA-4 es potencialmente un importante blanco terapéutico en el
tratamiento de neoplasias, enfermedades autoinmunes y rechazo de transplantes,
pero desafortunadamente los esfuerzos que se han realizado para inducir tolerancia
por esta via han sido fallidos debido a varias razones: CTLA-4 s6lo es expresada por
la mayoria de LT hasta el momento de su activacion; los anticuerpos contra CTLA-
4 deben presentar multiples sitios de unién y una alta afinidad con esta molécula
para inducir la sefializacién negativa, la administracién de anti-CTLA-4 soluble en
la practica inhibe la sefializacién negativa y aumenta la respuesta inmune (44).

La realizaciéon de estudios utilizando células presentadoras de antigenos trans-
fectadas expresando en su superficie anticuerpos especificos anti-CTLA-4, anti-CD3
y anti-CD28 demostré que la interaccion selectiva de CTLA-4 con su anticuerpo
induce atenuacion de la respuesta del LT sélo cuando es co-estimulado el RCT du-
rante la sinapsis inmunoldgica entre LT/ CPA. Estos resultados apoyan un modelo
de mecanismo de regulaciéon negativa en el cual la asociacion fisica entre CTLA-4 y
el RCT origina una alteracién en la fosforilacién de las tirosinas proximales del RCT
y es independiente de la via de sefializacién de CD28 (45).

Estos hallazgos son compatibles conlos de otros estudios, enlos cuales anticuerpos
anti-CTLA-4 usados para estimular interacciones de CTLA-4 con el RCT inducen
una regulacion negativa en la activacion del LT (35,46,47,48, 49,50,51). Es interesante
observar que la magnitud de los efectos de CTLA-4 en la proliferacién de los LT y
la produccién de interleucinas depende en gran medida de la fuerza de interaccién
de la CPA con el TCR (la cantidad de MHC/ péptido presentada y su afinidad por
el TCR). Estos experimentos muestran que es posible estimular la via inhibitoria de
CTLA-4 no sélo a partir de sefiales antigénicas no especificas, sino también a partir
de péptidos antigénicos presentados en MHC o anticuerpos anti-CTLA-4 ligados
a membrana, lo cual serfa de utilidad en la induccién de tolerancia para antigenos
especificos en el contexto de transplante de tejidos y autoinmunidad (52).

Un descubrimiento novedoso que ha alentado el uso de esta via para inhibicion
terapéutica estd relacionado con una molécula conocida como CD45. Se trata de una
tirosina fosfatasa transmembranal intimamente involucrada en la activacién de los
LT. Existen multiples isoformas de CD45 que difieren en su dominio extracelular e
influyen de maneras diferentes en la sefializacién. Un subgrupo de LT CD4+ que
expresa constitutivamente CTLA-4 también expresa en su superficie una isoforma
de CD45 de bajo peso molecular (CD45RB""). El uso de un anticuerpo anti-CD45RB
induce tolerancia, y causa un rdpido cambio en la expresion de la isoforma CD45 de
alto peso molecular a la isoforma de bajo peso molecular sin inducir la activacién
de los LT. Este incremento en la expresiéon de CD45RB"" ha sido asociado con un
aumento significativo en el ntimero de LT CD4+ expresando CTLA-4, lo cual sugiere
la posibilidad que el anti-CD45RB acttiie aumentando la expresiéon de CTLA-4. Estos
estudios han mostrado que la sefalizacién negativa por CTLA-4 puede ser especi-
ficamente aumentada utilizando anti-CD45RB, con el fin de inducir tolerancia de
transplantes a largo plazo (44).

Uno de los hallazgos mds importantes en el estudio de esta molécula se ha con-
vertido en el tema principal de nuevas investigaciones: los motivos ricos en lisina
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presentes en el dominio intracitoplasmatico de CTLA-4, imprescindibles en el acopla-
miento con la enzima PP2A, podrian ser usados como blanco para la identificacién
de pequefias moléculas que bloqueen su unién a PP2A y, por consiguiente, actien
como agonistas de la funcién de CTLA-4, permitiendo una modulacién negativa de
la respuesta inmune mediada por los LT (10).

Actualmente se estdn aplicando estos conocimientos en el desarrollo de nuevos
procedimientos terapéuticos. Estudios clinicos realizados en pacientes con melanoma
metastdsico o cdncer renal han mostrado que anticuerpos para CTLA-4 promueven
un rechazo inmunoldgico contra estas células tumorales clinicamente significativo
y con una respuesta antitumoral duradera. Otros investigadores estdn sintetizando
inmunotoxinas contra CTLA-4 para estudiar cémo inducen la muerte de poblaciones
celulares y poder utilizarlas en el tratamiento del cancer (53,54,55,56).

Nuevas estrategias son el uso de CPAs transfectadas con un gen que codifica
para una molécula B7 anémala. Estas CPA con una expresion alterada de B7-1/
B7-2 en su superficie pierden su capacidad para estimular respuestas alogénicas,
péptido-especificas de los LT, induciendo en los LT una anergia antigeno-especifica,
estrategia interesante en prevencién de rechazo de transplantes y el tratamiento de
enfermedades autoinmunes a partir del uso de células dendriticas inmaduras (57).
Sin embargo, el bloqueo de CTLA-4 durante enfermedades autoinmunes puede
resultar unas veces en una disminucién y otras en un incremento de la respuesta de
los LT; estas variaciones estan relacionadas con la fuerza de la primera sefial (TCR-
CD3): En presencia de una primera sefial fuerte y de altas cantidades de B7-1/B7-2,
la expresiéon de CTLA-4 se incrementa, induciendo una inactivacién de los LT. Otras
sefiales, como los niveles de IL-2, también influyen en la modulacién de la activacién
de los linfocitos T, por lo que es importante estudiar todos estos factores para poder
desarrollar terapias mds eficaces (58).

CONCLUSIONES

Elpropésito de estarevisién ha sido presentar alamolécula CTLA-4 como una opcién
terapéutica novedosa en la induccién de tolerancia inmunolégica. Es, ademds, una
alternativa optimista para quienes presentan un prondstico carente de esperanza en
relacion con la curacién y prevencion del rechazo inmunolégico en transplante de
organos y multiples enfermedades autoinmunes. El andlisis de las diferentes vias de
sefializacion intracelular que permiten la activacién y la inactivaciéon de los linfocitos
T, asi como el reconocimiento de cada una de las moléculas que intervienen en estos
procesos para posteriormente profundizar en el andlisis biomolecular de CTLA-4 'y
suimportante aplicacion en el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas tolerogé-
nicas, es una muestra de como la evolucion del conocimiento cientifico se concentra
cada vez mds en la investigacion basica biomolecular, convirtiéndose en pilar parael
desarrollo denumerosasy efectivas estrategias preventivas y terapéuticas en el campo
de la salud, con el fin de brindarle a la humanidad una mejor calidad de vida.
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