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RESUMEN

La respuesta inmunitaria es la principal defensa que tiene el organismo para hacer frente a las
amenazas constantes de los microorganismos patdgenos. Para ello, el sistema inmunitario
cuenta con las células T efectoras como herramienta esencial y una comunicacion celular
compleja. En la activacion de estas células hay 4 sefiales involucradas (sefial 0: TLR agonista,
sefial de peligro; sefial 1: TCR reconoce péptidos extrafios en el contexto del MHC; sefial 2:
coinhibicién o co-estimulacion; sefial 3: proliferacion), pero no es un sistema perfecto ya que
puede sufrir alteraciones. La modificacion de la respuesta inmunitaria puede conducir a la
inmunosupresiéon, como en el caso del cancer, o0 a la hiperactivacién, como en las alergias,
enfermedades autoinmunes y trasplantes. Por ello, la activacion de las células T se ha convertido
en el centro de estudio estos Ultimos afios, con el objetivo de desarrollar terapias frente a estas
enfermedades. Concretamente, los grupos de investigacion se han centrado en la modificacion
intencionada de la sefial 2 para manipular la activacion de las células T. Se trata de un conjunto
de sefiales activadoras e inhibidoras que regulan en Gltima instancia la diferenciacion de las
células T hacia células T efectoras. En el presente trabajo, se ha llevado a cabo una recopilacion
bibliografica de las lineas de investigacion mas recientes sobre vias de co-sefializacién que
sirven como diana terapéutica para el tratamiento de enfermedades inflamatorias. Actualmente,
se comercializan anticuerpos monoclonales que interfieren en la co-sefializacién de PD-1/PD-
L1, CTLA-4/CD80/CD86 y LAG-3/MHCII, regulando asi la diferenciacion de las células T.
Asimismo,  existen  otras vias de  co-sefializacion en  estudio  como
BTLA/HVEM/CD160/LIGHT, TIGIT/CD155/CD226, TIM-3/Gal-9/HMGB1 0
2B4/CD48/CD229 para mejorar las inmunoterapias actuales.

PALABRAS CLAVE
Anticuerpos monoclonales, células T, co-sefializacion, CTLA-4, LAG-3y PD-1

ABSTRACT

The immune response is the body's main defence against constant threats from pathogenic
microorganisms. For this purpose, the immune system relies on effector T cells as an essential
tool and complex cellular network. T cell activation requires of four signals (signal 0; TLR
agonist, danger signal; signal 1: TCR recognises foreign peptides in the context of MHC, T cell
activation; signal 2: coinhibition or co-stimulation; signal 3: proliferation), but it is not a perfect
system as it can suffer alterations. The modification of the immune response can lead to
immunosuppression as in cancer patients, or overactivation as in the case of autoimmunity,
transplants and allergic diseases. For this reason, T-cell activation has become the focus of
study in recent years, with the aim of developing therapies for these diseases. Specifically,
research groups have focused on the intentional modification of signal 2 to manipulate the
course of T cell activation. This is a set of activating and inhibitory signals that ultimately
regulate T cell differentiation towards effector T cells. In the present work, a bibliographic
compilation of the most recent lines of research on co-signalling pathways that serve as
therapeutic targets for the treatment of inflammatory diseases has been reviewed. Currently,
monoclonal antibodies are commercially available that interfere with PD-1/PD-L1, CTLA-
4/CD80/CD86 and LAG-3/MHCII co-signalling, with the aim of regulating the course of T cell
differentiation. An in-heading number of novel pathways are under intense scrutiny such as
BTLA/HVEM/CD160/LIGHT, TIGIT/CD155/CD226, TIM-3/Gal-9/HMGB1 or
2B4/CD48/CD229 to improve the current immunotherapies.

KEY WORDS
Co-signaling, CTLA-4, LAG-3, monoclonal antibodies, PD-1 and T cells



ABREVIATURAS:

aa: aminoacidos

ADC: mAb conjugado con farmaco o toxina
AP-1: proteina activadora 1

Bat3: transcrito 3 asociado a HLA-B

BTLA: atenuador de linfocitosBy T
CEACAM-1: antigeno carcinoembrionario-1
CFP: proteina fluorescente cian
CTLA-4: antigeno 4 de
citotoxicos

DAMP: patrén molecular asociadas al dafio
DC: células dendriticas

EAT?2: transcrito 2 activado por sarcoma de
Ewing

FDA: Administracion de Drogas y Alimentos
de los Estados Unidos

FGL-1: proteina similar al fibrindgeno 1
Gal-3: galectina-3

Gal-9: galectina-9

GFP: proteina fluorescente verde

Grb-2: proteina 2 unida al receptor del factor
de crecimiento

HMGBL1: proteina Bl del grupo de alta
movilidad

HVEM: mediador de entrada del virus del
herpes

IDO: enzima indolamina 2.3-dioxigenasa
IFN: interferén

IgE: inmunoglobulina E

IgV: dominio inmunoglobulina variable

IL: interleucina

IL-R2: receptor de IL-2

ITAM: motivo de activacion basado en
tirosina de inmunorreceptor

ITIM: motivo inhibidor basado en tirosina del
inmunorreceptor

linfocitos T

ITSM: motivo de cambio basado en tirosina
de inmunorreceptor

ITT: cola de tirosina de inmunoglobulina
LAG-3: gen-3 de activacion de linfocitos
Lck: proteina tirosina quinasa especifica de
linfocitos
LSECtin:
hepéticas
mADb: anticuerpos monoclonales

lectina de células sinusoidales

MAPK: proteina quinasa activada por
mitégeno
MHC: complejo mayor de

histocompatibilidad

NFAT: Factor nuclear de células T activadas
NF-kB: factor nuclear kappa B

NK: células asesinas naturales

PAMP: patrones moleculares asociadas a
patdgenos

PD-1: molécula de muerte celular programada
1

PD-L: PD ligando

SAP: proteina asociada a SLAM

SHP: proteina tirosina fosfatasa

SLAM: moléculas de activacion linfocitica de
sefializacion

SNP: polimorfismos de un solo nucledtido
TCR: receptor de células T

TCS: células estimuladoras de células T
TIGIT: inmunoglobulina de céelulas T y el
dominio ITIM

TIM-3: proteina 3 de inmunoglobulina con
dominio mucina de las células T

TNF: factor de necrosis tumoral

TPR: células T de triple parametro

Treg: células T reguladoras



1. INTRODUCCION

Durante el desarrollo de este Trabajo de Fin de Grado se realizara una retrospectiva
bibliogréfica sobre la importancia de los bioensayos in vitro en el estudio de la actividad
funcional de medicamentos bioldgicos y su monitorizacion durante el proceso productivo en la
industria biotecnoldgica.

1.1. Comunicacion celular, actividad agonista y antagonista
La correcta disposicion de la actividad de las células es imprescindible para la coordinacion en
el funcionamiento adecuado de un organismo. Para ello, las células poseen entramados
complejos de moléculas que les permiten organizar la informacion extracelular de su entorno o
de células adyacentes, asi como generar ellas mismas sefiales hacia su entorno. A partir de la
informacion que las células reciben, desencadenan vias de sefializacion y respuestas fisioldgicas
que alteran la actividad celular y la interpretacion de esa informacion permite una perfecta
adaptacion a su entorno (Fernandez Valerdn et al., 2004).
Dentro del complejo celular para la comunicacion celular, los principales componentes son las
moléculas sefializadoras que actian como ligando de receptores co-estimuladoras o co-
inhibidores. Generalmente, estas moléculas tienen que ser sintetizadas y secretadas por las
células, o presentarse en sus membranas, y ser capaces de dirigirse hasta las células receptoras
conocidas como “células diana” para ejercer su funcion. Asimismo, pueden ser sintetizados de
tal manera que se presenten anclados a la membrana celular pero en un momento determinado
sean liberados para ejercer su funcién. Este es el caso de los receptores “decoy” 0 receptores
sefiuelo, que son presentados en la membrana celular pero son liberados para unirse al receptor
por el que muestran especificidad, evitando asi que se unan otros ligandos (Fernandez
Valerdn et al., 2004).
Una vez se ponen en contacto con las células diana e interacttian con sus receptores especificos,
ejercen su funcién en la celula. Por altimo, la sefial debe desaparecer, separdndose el ligando

del receptor (Fernandez Valerdn et al., 2004).
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Figura 1. Esquema de la interaccion entre el ligando y el receptor de una célula diana.

A) Interaccidn entre un ligando soluble producido por una célula y su receptor especifico en la célula diana.
B) Interaccion entre un ligando unido a la membrana de una célula y su receptor especifico en la célula diana.
C) Interaccidn entre un receptor Decoy Yy su receptor especifico en la célula diana.

Figura de elaboracion propia. BioRender software.

Centrandonos en la accién del ligando, podemos diferenciar dos tipos de actividades: agonista
0 antagonista. En el caso de los ligandos agonistas, son moléculas que presentan afinidad ante
un receptor determinado y capacidad para activar al receptor al que se unen. Sin embargo, los
ligandos antagonistas también muestran afinidad por el receptor pero, a diferencia de los
agonistas, no tienen la capacidad de activar el receptor e inducir la via de sefalizacion celular

asociada a este (Berg y Clarke, 2018).

Actividad de la célula No actividad

T Receptor -|V

estimulado Receptor no
“ estimulado

'4 Ligando

Ligando antagonista
agonista s

Figura 2. Mecanismo de accion de los ligandos agonistas y antagonistas. En el caso de ligando agonista, el receptor
se activa y se transduce la sefial. En caso de ligando antagonista, se inhibe la activacién del receptor y no se
transduce la sefial. Figura de elaboracion propia. BioRender software.

Asimismo, la eficacia intrinseca, es decir, la afinidad del ligando con actividad agonista varia
en funcion de su estructura, pudiendo distinguir agonistas totales o agonistas parciales. Se
diferencian en la intensidad de su respuesta. Por un lado, los agonistas completos producen la
méaxima respuesta que es capaz de generar el sistema, mientras que los agonistas parciales
generan una respuesta menor (Berg y Clarke, 2018).

Una de las moléculas que actian como ligando en la respuesta inmunitaria del organismo son

los anticuerpos. Como se ha mencionado anteriormente, los ligandos pueden tener una afinidad
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u otra dependiendo de varios factores como puede ser su estructura. A priori, se piensa que los
anticuerpos que tengan una mayor afinidad desencadenaran una mayor respuesta en la célula,
ya que se unirdn mas fuertemente a los receptores. Sin embargo, investigaciones recientes
muestran que los anticuerpos que tienen una afinidad intermedia desencadenan mayores
respuestas que los anticuerpos que muestran una alta afinidad. Esto se debe a que los
anticuerpos con afinidad intermedia mimetizan mejor las interacciones fisiologicas de la union
receptor-ligando que los anticuerpos con alta afinidad (Wulfing y Dovedi, 2023).

Los anticuerpos tienen dos regiones de union al receptor de la célula diana. En el caso de los
anticuerpos con alta afinidad, por su alta capacidad de unién al receptor, se unen mediante una
sola region de union, agrupando un menor nimero de receptores y desencadenan una sefial
menor. Sin embargo, los anticuerpos que muestran una afinidad intermedia, ambas regiones de
unién son capaces de unirse a dos receptores al mismo tiempo, agrupando asi a varios receptores

y pudiendo desencadenar una mayor sefial celular (Wulfing y Dovedi, 2023).

> % y =
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Anticuerpo de afinidad intermedia Anticuerpo de alta afinidad

Figura 3. Unidn de anticuerpos de alta e intermedia afinidad a sus respectivos receptores en una célula. Los
anticuerpos que presentan afinidad intermedia interaccionan con un mayor nimero de receptores celulares y
desencadenan una mayor sefial en comparacion con los anticuerpos con alta afinidad. Figura de elaboracidn propia.
BioRender software.

1.2. Presentacidn antigénica y expansion clonal

Durante el desarrollo de la respuesta inmunitaria del organismo ante la aparicion de un peligro
que altera la homeostasis del cuerpo, uno de los pasos claves es la activacion de las células T.
Dentro de este proceso, se diferencian 4 sefiales que constituyen distintas etapas del desarrollo
de la respuesta inmunitaria mediada por células T antigeno especificas.

En primer lugar, la sefial 0 hace referencia a la alerta de peligro que avisa al sistema inmunitario
de que algo esta alterando la homeostasis del organismo. En esta sefial se encuentran implicados
las moléculas de patrones moleculares asociadas a patégenos (PAMP) y las moléculas de patron
molecular asociadas al dafio (DAMP). Los PAMPs derivan de microorganismos y los DAMPs
derivan de células que han sufrido algun tipo de dafio y perpettan la respuesta inmunitaria ante
el peligro al que se esté enfrentando el organismo (infeccidon patdgena, dafio tisular, trauma...).

Ambos se unen a receptores especificos (receptores tipo NOD, receptores tipo Toll...) para
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promover la autofagia, mecanismo de supervivencia celular desencadenado debido a un estrés
celular o ambiental (Tang et al., 2012).

El siguiente paso es la sefial 1, en el que se produce el reconocimiento del antigeno por parte
de las células T. Para ello, los antigenos deben ser presentados por una célula presentadora de
antigenos, es decir, las células dendriticas (DC). Las células T no son capaces de reconocer los
antigenos convencionales si no se presentan en la membrana de otra célula en el contexto del
complejo de histocompatibilidad humano (MHC). Del mismo modo, el antigeno es procesado
y presentado por las DC en el MHC, de tal manera que el receptor de las células T (TCR) lo
reconozca y comience la sefializacion (Téllez Castillo et al., 2017).

El TCR se compone de dos cadenas, TCR-alfa y TCR-beta, constituyendo el dimero capaz de
reconocer los antigenos presentados por las DC. Sin embargo, el dominio citoplasmatico del
receptor no presenta regiones de fosforilacion, por lo que no se encuentra directamente
implicado en la sefializacion intracelular. Realmente, la sefializacion intracelular se realiza
gracias a CD3, que se une a los dominios citoplasmaticos del TCR y transmite las sefiales tras
la unién del péptido unido al MHC, siendo capaz CD3 de interactuar con los efectores
citoplasmaticos. CD3 es un complejo multiprotéico que contiene colas citoplasmaticas
mediante las que transmite la sefial del TCR al interior de la célula. Estas colas citoplasméticas
se caracterizan por tener un patron de tirosinas y leucinas formando una secuencia consenso
conocida como motivo de activacion basado en tirosina de inmunorreceptor (ITAM). Los
residuos tirosina de la secuencia ITAM son fosforilados por quinasas, creando motivos de unién
especifica para enzimas encargadas de la transmisién y amplificacion de la sefial al interior
celular (Téllez Castillo et al., 2017).

Célula Dendritica

]
MHC'
@

TCR
'CD3
I I |

\ CélulaT

Figura 4. Sefial 1 producida durante la activacion de las células T por parte de las DC. En esta sefializacion se
encuentran involucrados el MHC por parte de laDCy el TCRy CD3 de la célula T. Con ayuda de las subunidades
Y, 8, € y ¢ del CD3 se transduce una sefial que inicia la activacion de la célula T. Figura de elaboracion propia.
BioRender software.



Aun asi, la sefial 1 que se genera gracias al complejo TCR-CD3 es insuficiente para promover
la completa activacion de la célula T. Por ello, se necesita la sefial 2, en la que intervienen
correceptores que proporcionen sefiales y, sumadas a la sefial del TCR-CD3, se garantice una
sefial mas fuerte capaz de activar plenamente la célula T (Cavanagh y Gwyer Findlay, 2021).
El primer co-sefializador que se activa es CD28. Se trata de una glucoproteina transmembrana
localizada en la superficie de la célula T con capacidad de unirse al grupo de receptores
conocidos como B7 (CD80/86) presentes en la superficie de la DC. Esta sefial secundaria se
relaciona con la proliferacién de la célula T, expresion de citoquinas y procesos de
supervivencia de la célula. Asimismo, se ha demostrado que, sin esta segunda sefial de co-
estimulacion, las células T no son capaces de producir interleucina 2 (IL-2) y se induce un
estado de anergia, es decir, un estado de incapacidad funcional (Téllez Castillo et al., 2017).
Ademas de esta co-sefializacion, existen otras interacciones entre DC y células T que regulan
la activacion. Es el caso de CD40 y su ligando CD40L. Tras la activacion, las células T expresan
CD40L que al interactuar con CD40, presente en la superficie de las DC, inducen su
maduracion. Esta union activa a las DC haciendo maés eficiente su funcion para promover la
diferenciacion de las célula T naive a células T efectoras (CDH™ Th y CD8" CTLs) (Abbas et
al., 2015).

Céla  ( /  Célula
Dendritica —— Dendritica
@

\ CD40 . CD40
~ XMHC \CD40L & AMHC S \CD40L
| B-/.NCR x B7NCR
| ® \ ® \
® CD28 CD28

[ ) P )

. Célula T ®
Citoquinas .')/

Citoquinas

Célula T
O/

Figura 5. Presentacién antigénica y co-sefializacidn principal entre la célula DC y la célula T. En la imagen
aparecen las tres sefiales principales: MHC/TCR, coestimulacion (CD28/B7 y CD40/CD40L) y citoquinas. Figura
de elaboracidn propia. BioRender software.

Por ultimo, existen numerosas co-sefializaciones adicionales implicadas en la regulacién de la
comunicacion de las DCs y ceélulas T. La modulacion de esta comunicacion intercelular
mediante anticuerpos que interfieren en la interaccion ligando/receptor (antagonistas) o realizan
la funcidn del ligando natural (agonistas) esta en el foco actual de atencién en la inmunoterapia

de las enfermedades inflamatorias.



Este conjunto de interacciones y sefializaciones entre las células T y DC se producen en zonas
especializadas del sistema linfatico, en nodulos linfaticos, tejido linfatico de la mucosa, bazo,
etc. Del mismo modo, una vez que interaccionan la célula T y la DC y se produce la activacion
de las células T, estas sufren una serie de cambios y respuestas bioldgicas que da lugar a la
expansion clonal. Se denomina expansion clonal al fendmeno de proliferacion masiva de clones
de células T que presentan la misma especificidad de antigeno que la célula T que interacciono
con la DC. Esto constituye la sefial 3 (Abbas et al., 2015).
Las células T al reconocer el antigeno, comienzan a producir de manera autocrina IL-2,
asegurando que solo las células T antigeno especificas proliferen. Los receptores funcionales
de IL-2 se expresan transitoriamente en la superficie de las células T naive. El receptor de IL-2
(IL-R2) se compone de 3 regiones, alfa, beta y gamma. De forma basal, se expresan las
subunidades beta y gamma, mientras que la region alfa aparece tras la activacion y la co-
estimulacion. En ese momento, se conforma el IL-R2 de alta afinidad, capaz de unirse a la IL-
2 e inducir la proliferacion masiva de las células T. La IL-2 estimula la continuidad del ciclo
celular mediante la sintesis de ciclinas y la eliminacion de inhibidores del ciclo celular, ademas
de inducir la produccién de Bcl-2, proteina de accion anti-apoptética (Abbas et al., 2015).

1.3. Aplicaciones terapéuticas
Hoy en dia, existen farmacos basados en anticuerpos monoclonales (mAb) como herramienta
en el tratamiento de enfermedades inflamatorias. Es el caso del Omalizumab, mAb derivado de
DNA recombinante cuyo mecanismo de accion es unirse selectivamente a la inmunoglobulina
E humana (IgE), principal inmunoglobulina involucrada en el desarrollo de alergias. De esta
forma, previene la union de la IgE a su receptor de alta afinidad. Este farmaco se utiliza como
tratamiento de la urticaria cronica espontanea, como control del asma alérgico grave o en el
tratamiento de la dermatitis atépica (Comité de Medicamentos de la Asociacion Espafiola de
Pediatria, 2020).
Por otro lado, los mAbs también se han estudiado en diversos ensayos para comprobar su efecto
en el desarrollo de inmunoterapias contra el cancer. La principal idea era dirigirlos contra los
antigenos de superficie que muestran las células tumorales para combatirlos. Sin embargo, los
tratamientos en los que Unicamente se han administrado mAbs han manifestado una menor
letalidad contra dichas células en comparacién con la quimioterapia. Es por eso que, la siguiente
propuesta fue elaborar un mAb conjugado con un farmaco o toxina (ADC) (Fu et al., 2022).
Este conjugado actGa uniéndose a los antigenos presentes en la superficie de las células
cancerigenas, gracias a la especificidad del mAb, y es capaz de liberar las moléculas con

capacidad citotoxica cerca de su objetivo, las células cancerigenas. Debido a la especificidad
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del mADb se reducen los efectos secundarios vinculados a la utilizacion de las moléculas
citotoxicas para eliminar las células cancerigenas. Una vez se une el mAb al antigeno de
superficie, el ADC y el antigeno se internalizan por endocitosis mediada por caveolas, clatrina
0 mediante pinocitosis. Posteriormente, se trasladan al lisosoma y sera alli donde se liberen las

cargas citotoxicas y podran ejercer su funcion (Fu et al., 2022).
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Figura 6. Proceso de internalizacion del ADC, que ejerce su funcion en el interior celular y acaba con la muerte
de la célula (Hafeez et al., 2020).

La Administracion de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos (FDA) ha aprobado alrededor
de 30 mAbs para el tratamiento del cancer, entre los que se encuentran Pembrolizumab,
Trastuzumab y Brentuximab. Ademas, existen aproximadamente 80 ADC en ensayos clinicos
activos, mayoritariamente en fase 1 y I/l que se centran en investigar la eficacia y seguridad de
dichos farmacos en varios tumores solidos (Dean et al., 2021; Hafeez et al., 2020).
Ultimamente, las lineas de investigacion se han centrado en el estudio y desarrollo de mAb que
intercedan en vias de co-sefializacion pertenecientes a la sefial 2 de activacion de las células T.
El fin Gltimo es tratar de regular las respuestas inmunitarias alteradas que ocurren en los casos
anteriormente mencionados. Para ello, se han realizado gran variedad de bioensayos in vitro
reproduciendo el conjunto de sefiales que inducen la activacion de las células T y en el presente
TFG se recopilan las principales vias de co-sefializacion més estudiadas con este fin.

2. HIPOTESIS DE TRABAJO

En algunas ocasiones, la respuesta del sistema inmunitario no se corresponde a lo que se cabria
esperar. Ante un peligro, el organismo desencadena una serie de sefiales que alertan y activan
el sistema inmunitario para que, con las herramientas que lo componen, generen una respuesta
y neutralicen el peligro al que se enfrentaban. Sin embargo, existen una serie de enfermedades
en las que el sistema inmunitario no actla correctamente, este es el caso de las alergias,

enfermedades autoinmunes, problemas derivados de trasplantes y cancer. En estos casos la



respuesta inmunitaria no es suficiente o se desarrolla de forma exagerada, llegando a producir
dafios en el individuo.

En estas enfermedades es donde entran en juego los anticuerpos agonistas o antagonistas. En el
caso de que la respuesta inmunitaria se vea suprimida, los anticuerpos agonistas trataran de
reactivarla para que ataquen al peligro al que se enfrenta el organismo. Por el contrario, en caso
de que la enfermedad se genere por una respuesta exagerada del sistema inmunitario, los
anticuerpos antagonistas reduciran la activacion de la respuesta inmunitaria, mitigando la
enfermedad.

3. OBJETIVOS

Por todo ello, el objetivo principal que se plantea en este trabajo de fin de grado es:
e Recopilacion de conocimientos actuales sobre las vias de co-sefializacion involucradas
en la regulacion positiva o negativa de la activacion y proliferacion de las células T.
Ademas, existen una serie de objetivos secundarios que son:
e Conocimiento de moléculas con actividad agonista o antagonista involucradas en la co-
sefializacion de las células T.

e Aplicabilidad de los nuevos conocimientos a diversos tratamientos en clinica
4. MATERIALES Y METODOS

Definicion de la cuestion de investigacion

Para situar el trabajo, se debera realizar una disposicion sobre los componentes que constituyen
los bioensayos que estudian las vias de co-sefializacion.

En primer lugar, se utilizan células CHO que expresan anti-CD3 humana y un ligando co-
sefializador (a estudiar). De esta forma, se consiguen células pseudo-DC capaces de estimular
a las células T para que elaboren una respuesta. Las células CHO son células derivadas del
tejido ovarico de Cricétulus griseus, conocido como hamster chino, utilizadas en el campo de
la biotecnologia para multitud de estudios biomédicos, cultivos celulares y produccion de
proteinas recombinantes de uso terapéutico (NCBI, 2020; Reinhart et al., 2015).

Su amplia utilizacion se debe a que, al tratarse de células pertenecientes a una especie muy
distante filogenéticamente, el riesgo de transmision de agentes patogenos que puedan llegar a
afectar a las células humanas es infima. Ademas, muestran unas buenas caracteristicas
fisiolégicas, como la capacidad para expresar proteinas complejas, secretar proteinas al exterior
celular y la modificacion postraduccional apropiada. Incluso muestran facilidad de
mantenimiento, capacidad de adaptacion y facilidad de sincronizar, convirtiendo a la linea

celular CHO en un modelo excelente para el estudio de la biomedicina basica, la produccion de
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proteinas recombinantes y el desarrollo de tratamientos clinicos (Jayapal et al., 2007; Reinhart
etal., 2015).

Por otro lado, se utiliza la linea celular Jurkat, cuyas células presentan el TCR y el co-
sefializador CD3. Se trata de una linea celular inmortalizada de células T derivada de células de
leucemia linfoblastica aguda humana aisladas por primera vez de la sangre periférica de un nifio
de 14 afios establecida a finales de los afios 70. Estas células conservan las caracteristicas
propias de las células T de sangre periférica, crecen en suspension, presentan un estado celular
relativamente estable y con una tasa de crecimiento rapida, facilitando la obtencion de una
cantidad de células considerable para el desarrollo de diversos estudios, sobre todo en el campo
de la inmunologia (Chen y Nong, 2018).

De este modo, se pueden estudiar posibles modificaciones que alteren la activacion de las
celulas T, y en Gltima instancia, la respuesta inmunitaria.

Busqueda de informacion en la literatura cientifica

En la recopilacion bibliografica para la elaboracion del TFG se han utilizado distintos
repositorios de literatura cientifica de acorde al tema tratado.

En una busqueda superficial sobre el tema, se han utilizado el motor de busqueda Google
Académico (https://scholar.google.es/schhp?hl=es) y el repositorio de libre acceso de literatura

biomédica y ciencias de la vida desarrollado por el Centro Nacional de Informacion

Biotecnologica (NCBI) de los Estados Unidos, PubMed (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/).

Se utilizaron términos de busqueda como “vias de co-sefializacion™ o “activacion de células T”
(al utilizar la base de datos PubMed, dichos términos eran introducidos en inglés).
Una vez realizada la busqueda superficial, se utilizaron los recopilatorios de articulos cientificos

Web of Science (https://www.recursoscientificos.fecyt.es/) y ScienceDirect de Elsevier

(https://www.sciencedirect.com/) para la recopilacion de articulos mas especificos sobre las

vias de co-sefializacion en la activacion de células T y factores de transcripcion implicados en
el proceso de proliferacién y diferenciacion (en ambos recopilatorios de articulos cientificos las
busquedas se realizaron en inglés).

Ademas, para las figuras de elaboracion propia se ha utilizado la plataforma de dibujo online

BioRender (https://biorender.com/) como herramienta en el desarrollo de iméagenes

profesionales del ambito cientifico.
Por ultimo, para la recopilacién de bibliografia y la elaboracion de las citas y referencias que
aparecen a lo largo del trabajo se ha utilizado la herramienta bibliografica Mendeley Desktop,

citando las referencias bibliograficas en el estilo Harvard_ULe.


https://scholar.google.es/schhp?hl=es
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/
https://www.recursoscientificos.fecyt.es/
https://www.sciencedirect.com/
https://biorender.com/

5. RESULTADOS

Disefio de células T de triple parametro y células estimuladoras de células T
Generalmente, en los bioensayos que estudian las moléculas de co-estimulacion son necesarias
dos tipos celulares: células de triple parametro (TPR) y células estimuladoras de células T
(TCS) (Jutz et al., 2016).

En primer lugar, las células TPR son células Jurkat que han sido transducidas con tres plasmidos
distintos con las siguientes construcciones: NF-kB-CFP, NFAT-eGFP y AP-1-mCherry. Cada
construccion consta de un factor de transcripcion y una molécula reporter. Los factores de
transcripcion utilizados son: el factor nuclear kappa B (NF-kB), el factor nuclear de células T
activadas (NFAT) y la proteina activadora 1 (AP-1). Por otro lado, las moléculas reporter son:
la proteina fluorescente cian (CFP), la proteina fluorescente verde (GFP) y mCherry. De esta
forma, si la co-estimulacion estudiada tiene algan efecto en la célula T, se inducira la expresion
de los factores de transcripcion citados anteriormente y se obtendra una fluorescencia que se
registrard. Sin embargo, si no se produce la co-estimulacion entre las moléculas estudiadas, no
se expresaran los factores de transcripcion y no habra fluorescencia (Jutz et al., 2016).

Por otro lado, las células TCS se generan transfectando células CHO con una construccion que
contiene las cadenas ligeras y pesadas del mAb anti-CD3 (OKT3). Este mAb es capaz de
modular la respuesta antigénica del complejo TCR-CD3 de las células T. De esta forma,
conseguimos células pseudo-DC capaces de estimular la activacion de células T. Ademas, se

debe expresar la molécula co-sefalizadora que se pretenda estudiar (Serpieri et al., 2010).

Moléculas de co-sefializacidn con aplicacion clinica

La proteina de membrana co-inhibidora PD-1 (Programmed Cell Death Protein 1)

La molécula de muerte celular programada 1 (PD-1), también conocida como CD279, es una
proteina transmembrana de tipo 1 perteneciente a la superfamilia de las inmunoglobulinas (1g).
Inicialmente, se determind que lo expresaban las células apoptdticas. Sin embargo, después se
describié como un punto de control inmunitario en la respuesta de las células T y B. Se trata de
un marcador de células T efectoras, debido a que se expresa tras la activacion de las células T.
Asimismo, es un inhibidor de la respuesta inmunitaria, tanto innata como adaptativa, al
presentar un patron de expresion en diversas células inmunitarias como las células B,
macrdfagos, monocitos y celulas T efectoras. Esta implicado en disminuir las respuestas
inmunitarias dafiinas y mantener la tolerancia inmunitaria (Ai et al., 2020; Han et al., 2020).

La expresion de PD-1 estd mediada por varios factores de transcripcion en las células T

activadas tras el reconocimiento del antigeno por el TCR. Estos factores incluyen T-bet, la
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proteina de maduracion inducida por linfocitos B 1, el factor nuclear citoplasmatico de células
T activadas y la proteina de caja de cabeza de horquilla O1, entre otros. En el caso de que el
antigeno activador se elimine, la expresion de PD-1 disminuye, pero si se mantiene constante,
como es el caso de las infecciones crénicas y canceres, PD-1 se expresa en altos niveles de
forma sostenida (Ai et al., 2020).

Contiene un dominio extracelular similar a los dominios inmunoglobulina variable (IgV), que
sirve de unidn a ligando, un dominio transmembrana, que sirve como anclaje a la membrana
celular, y un dominio intracelular de sefializacion. Este dominio intracelular contiene a su vez
una cola citoplasmatica con un motivo inhibidor de tirosinas de inmunorreceptor (ITIM) y un
motivo de cambio basado en tirosina de inmunorreceptor (ITSM) (Ai et al., 2020).

PD-1 tienen un modo de accion inhibitorio indirecto. Durante el proceso de activacion de las
células T, PD-1 interacciona con el ligando de PD-1 (PD-L1/2) y cambia su conformacion,
trasladandose a microclusters de TCR y acumulandose en el cluster de activacion
supramolecular central de sefializacion. En ese momento, la cola citoplasmatica es fosforilada
por las quinasas de la familia SRC, sirviendo de sitios de acoplamiento de tirosin-proteina
fosfatasas 1 y 2 (SHP-1/2). Aunque ambas fosfatasas se unen a los sitios fosforilados, se ha
demostrado que solo SHP-2 es el que realmente interacciona con la cola citoplasmatica de PD-
1. Esta interaccion atenta la fosforilacion de ZAP70 mediada por la proteina tirosina quinasa
especifica de linfocitos (Lck), afectando a las vias de sefializacion de PISBK-AKT, quinasa
regulada por sefiales extracelulares ERK, RAS y fosfolipasa Cy. Asimismo, puede inhibir las
funciones de las células T con el aumento de la expresidn de factores de transcripcién como el
factor transcripcional de cremallera de leucinas basico similar a ATF, regulando negativamente

la expresion de genes efectores (Ai et al., 2020; Wu et al., 2020).
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Figura 7. Modelo de sefializacion de PD-1. Cuando interacciona con PD-L1 o PD-L2. Se inhibe una cascada de
sefializacion en la que se encuentran involucradas moléculas como PI3K o RAS vy la via de proteina quinasa
activada por mitdgeno (MAPK) (Ai et al., 2020).
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Finalmente, la interaccion de PD-1 con sus ligandos implica una reduccion funcional en la
proliferacion, activacion, supervivencia y produccion de citoquinas de las células T, entre otros
(Aietal., 2020).

El contexto en el que mas se ha estudiado la interaccién de PD-1y PD-L1 ha sido en los tejidos
tumorales. En el momento en que las células del sistema inmunitario son alertadas de la
presencia de células cancerigenas, se activan y tratan de eliminarlas. Sin embargo, las células
del tumor detectan que quieren ser eliminadas y desarrollan mecanismos de evasion para su
propia supervivencia. De esta forma, las células T CD8" secretar interferén gamma (IFN-y), el
cual se une a unos receptores especificos expresados en la membrana de las células tumorales
y se induce la expresion de PD-L1. Las células T CD8" expresan en su superficie PD-1, por lo
que interacciona con PD-L1 expresado en las células tumorales y se inhibe la funcién efectora
de las células T CD8". De esta forma, las células tumorales evaden la respuesta inmunitaria y

mejora su tumorigénesis y capacidad invasiva (Han et al., 2020; Wu et al., 2020).
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* PD-L1
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Figura 8. Modelo de sefializacion entre una célula tumoral y una célula T. Al interaccionar PD-1 y PD-L1, se
induce una cascada de sefializacién que acaba inhibiendo las funciones efectoras de la célula T y facilitando la
supervivencia de la célula tumoral (Wu et al., 2020).

Por tanto, el bloqueo de la interaccién de PD-1y PD-L1 es una clara diana inmunoterapéutica
para desarrollar tratamientos contra el cancer. Al bloquear dicha interaccion, se puede eliminar
las condiciones inmunosupresoras, reestableciendo la capacidad de las células inmunitarias para
eliminar las células tumorales. En 2014, la FDA aprobo el primer farmaco basado en mAb,
denominado Nivolumab. Este es capaz de unirse a PD-1 bloqueando su interaccion con PD-L1.
En los altimos afios, se han ido aprobando méas farmacos basado en mAb para el bloqueo de
PD-1/PD-L1: Atezolizumab, Durvalumab y Avelumab. Todos ellos han sido aprobados para
una variedad de tumores malignos, como melanoma, cancer de vejiga, carcinoma de células de

Merkel de la piel y cancer de pulmon de células no pequefias metastasico (Wu et al., 2020).
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La proteina co-inhibidora CTLA-4 (Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4)

El antigeno 4 de linfocitos T citotdxicos (CTLA-4) es una proteina involucrada en la regulacion
de la respuesta inmunitaria. Se describi6 por primera vez como una sefial inhibitoria en la co-
sefializacion de las células T. Ademas, muestra una gran similitud estructural con CD28, pero
tiene efectos opuestos, compitiendo por su union a B7. Mientras que CD28 contribuye en la
fase de co-estimulacion, CTLA-4 inhibe la co-estimulacion. Asimismo, se ha demostrado que
la unidn de CTLA-4 a los receptores B7 es mucho mas afin en comparacion a CD28. De esta
forma, se mantiene un balance entre la activacion y la regulacion negativa de las células T. En
condiciones normales, CTLA-4 se encuentra confinado en vesiculas citoplasmaticas y su
expresion en la superficie esta regulada por clatrina. La expresion de CTLA-4 es gradual a
medida que avanza el proceso de expansion clonal y diferenciacion a celulas T efectoras.
CTLA-4 expresado en las células T reguladoras (Treg) y células T efectoras secuestra
B7.1/B7.2 de la DC y asi regula la co-estimulacion. De esta forma se regula su unién al grupo
de receptores B7 (CD80/86) evitando la temprana finalizacion de la respuesta inmunitaria
(Cavanagh y Gwyer Findlay, 2021; Hosseini et al., 2020; Téllez Castillo et al., 2017).

El gen que codifica para CTLA-4 se encuentra en el cromosoma 2¢g33, compuesto por cuatro
exones. El exdn 1 corresponde al péptido lider, el exon 2 codifica el dominio extracelular, el
exon 3 el dominio transmembrana y el exon 4 el dominio intracelular. Sin embargo, esta
proteina se puede expresar de diferentes formas (Hosseini et al., 2020).

En primer lugar, puede expresarse completa con las 4 regiones (péptido lider, dominio
extracelular, dominio transmembrana y dominio intracelular), pudiéndose anclar a lamembrana
de las células que lo expresan. Se induce su expresion tras la sefial 1 (TCR activacion) y sefial
2 (co-estimulacidn) (Hosseini et al., 2020).

También puede expresarse de forma soluble en ausencia del exdn 3 de dominio transmembrana.
Su expresion es predominante en las células T en reposo y en las células Treg. Se ha demostrado
que sus polimorfismos se vinculan con el desarrollo de enfermedades autoinmunes como el
lupus eritematoso sistémico o la diabetes tipo 1 (Hosseini et al., 2020).

Incluso pueden expresarse solo los exones 1 y 4, sin dominio transmembrana, ni region
extracelular. Al igual que en el caso anterior, la expresion truncada de CTLA-4, conduce a su
acumulacion y al desarrollo de enfermedades autoinmunes (Hosseini et al., 2020).

Por dltimo, la proteina CTLA-4 puede expresarse sin el exdn 2, siendo independiente de la
union de ligando al no expresar el dominio de union. Esta forma de expresion de CTLA-4 se
ha correlacionado con una menor susceptibilidad al desarrollo de enfermedades autoinmunes

como la diabetes tipo 1 (Hosseini et al., 2020).
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La region extracelular contiene un dominio IgV de unién a ligando. Asimismo, el dominio
transmembrana sirve para el anclaje de la proteina a la superficie de la célula. Por ultimo, el
dominio intracelular consta de una cola citoplasmatica que media las vias de sefializacion
inhibitoria. Esta cola citoplasmatica consta de 36 aminoacidos (aa) con cuatro motivos de unién:
lisina, tirosina 201, prolina y tirosina 218. Los motivos de tirosina son fosforilados por tirosina
quinasas de la familia SRC, como la tirosina-proteina quinasa Lyn, la tirosina-proteina quinasa
Fyn (FYN) y LcK, lo que recluta SHP-2. Cuando se recluta, se regula negativamente la
activacion de ZAP70 y la via de sefializacién mediada por RAS. En ultimo lugar, se inhibe la
actividad de AP-1y NFAT, afectando en menor medida la actividad de NF-kB. Ademas, se ha
determinado que NFAT estd implicado en la induccién de la expresion de CTLA-4 (Hosseini
et al., 2020; Kim y Choi, 2022).

Su mecanismo de accion consiste en inhibir la co-estimulacion, afectando a la expresion de la
subunidad alfa de IL-R2. Sin la subunidad alfa, IL-R2 no presenta alta afinidad, por lo que no

se une eficientemente IL-2 y disminuye la sefial de proliferacion celular (Hosseini et al., 2020).
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Figura 9. Modelo de interaccidn y sefializacion de CTLA-4/B7. La unién de CTLA-4 a B7 induce la inhibicion de
la activacion de los genes relacionados con la respuesta inmunitaria (Kim y Choi, 2022).

Otro punto de vista a tener en cuenta es la expresion constitutiva de CTLA-4 en las células
Treg. La interaccion de CTLA-4 con B7 induce la transendocitosis de dichos ligandos al interior
de la DC, ya que la competencia de CTLA-4 por B7 no es suficiente para interrumpir la co-
estimulacion por parte de CD28. De esta forma, las células Treg contribuyen a la modulacion
de la activacion de las células T efectoras. Asimismo, se ha demostrado que las células Treg,
con esta interaccion, mejoran la expresion de la enzima indolamina 2.3-dioxigenasa (IDO) en
las células DC. IDO estd implicada en la degradacion del triptéfano, aminoacido esencial
necesario para la progresion del ciclo celular, en compuestos toxicos para la célula (3-
hidroxiquinurenina y &cido quinolinico). En Gltima instancia, la accion de IDO acaba con la
muerte celular de las DC, inhibiendo la activacion de las células T (Kim y Choi, 2022;
Ovcinnikovs et al., 2019; Salminen, 2022; Van Coillie et al., 2020).
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Finalmente, CTLA-4 tiene la capacidad de inhibir la co-sefializacion en las células T, regulando
su activacion y protegiendo al organismo del desarrollo de enfermedades autoinmunes
(Hosseini et al., 2020).

Debido a la importante implicacion de esta via de co-sefializacidn en la activacion de las células
T, se han desarrollado varios farmacos basados en mAb que interfieren con esta via. Uno de los
utilizados en clinica es Ipilimumab, generalmente administrado en pacientes que padecen
carcinoma avanzado de células renales, carcinoma hepatocelular o melanomas. Otro farmaco
anti-CTLA-4 aprobado recientemente por la FDA es Imjudo (tremelimumab), mAb anti-CTLA-
4 que se administra junto con Imfinzi (durvalumab), mAb anti-PD-L1, como tratamiento para

pacientes adultos con carcinoma hepatocelular (AstraZeneca, 2022; Saad and Kasi, 2023).

La proteina de membrana LAG-3 (Lymphocyte-activation gene 3)

El gen-3 de activacion de linfocitos (LAG-3) es una proteina transmembrana de tipo 1 con 525
residuos aminoacidicos que presenta gran homologia con CD4 y se encuentra en células T,
células B, células asesinas naturales (NK) activadas y en células DC plasmocitoides (Chocarro
et al., 2021; De Sousa et al., 2018).

La secuencia que codifica para la proteina LAG-3 se encuentra adyacente a la secuencia
correspondiente al correceptor CD4. Ambos tienen una organizacién de intrones/exones
similares. Esto sugiere que ambas secuencias se generaron por duplicacion de genes a partir de
un ancestro comun (Chocarro et al., 2021).

El gen que codifica para LAG-3 estd compuesto por 8 exones:

Tabla 1. Conjunto de exones que pertenecen a la secuencia del gen LAG-3 con la regién a la que corresponden y
cuantos aminoacidos codifican (Chocarro et al., 2021).

Region extracelular Region Regién
Péptido lider Region extracelular transmembrana | citoplasmatica
Exoén 1 Exo6n 2 Exo6n 3 Exo6n 4 Exo6n 5 Exo6n 6 Exon 7 Exo6n 8
19 aa 9aay4l aa 101 aa 90 aa 92 aa 81 aa 44 aa 21 aa

Al tratarse de una proteina transmembrana se puede diferenciar tres partes. En primer lugar, la
region extracelular, que es de gran tamafio en comparacion con otras moléculas co-inhibidoras
(PD-1, CTLA-4...) y comparte gran homologia con CD4. Consta de cuatro dominios Ig y su
caracteristica principal es que se une a moléculas MHCII, incluso con mayor afinidad que CD4,
en vez de a ligandos co-inhibidores convencionales. Esto indica que la inhibicion mediada por
LAG-3 se dirige directamente a la sefial de activacién mediada por la presentacidn del antigeno
y no a las sefiales co-estimuladoras. Ademas de la molécula MHCII, también se une a otros

ligandos como la galectina-3 (Gal-3), una lectina de union a galactosa que modula la activacion
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de las células T, inhibiendo la capacidad citotoxica de las células T CD8*. También se ha
descrito otro ligando de union a LAG-3, la lectina de células sinusoidales hepaticas (LSECtin).
Por altimo, la proteina similar al fibrindgeno 1 (FGL-1) se identific en los Gltimos afios como
nuevo ligando de union a LAG-3, relacionandose con un mecanismo de evasion a la respuesta

inmunitaria tumoral (Chocarro et al., 2021; De Sousa et al., 2018).
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Figura 10. Ligandos a los que se une la proteina LAG-3.

A) MHCII se une especificamente a LAG-3, compitiendo con CD4 por su union e inhibiendo la activacion de las
células T CD4".

B) Otros ligandos de LAG-3 como FGL-1, Gal-3 o LSECtin (Maruhashi et al., 2020).

Seguidamente, se encuentra la regidn transmembrana, cuya funcion es anclar la proteina a la
membrana celular (De Sousa et al., 2018).

Por altimo, la regién citoplasmatica presenta una cola aminoacidica de 54 residuos que no
muestra ningn motivo clasico relacionado con las vias inductoras de sefializacion. No obstante,
en la secuencia se encuentran diferentes motivos no candnicos como el motivo de serina
potencialmente fosforilable (S454), el motivo KIEELE y motivos de dipéptido de &cido

glutdmico y prolina, motivo EP (De Sousa et al., 2018).
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Figura 11. Representacion de las regiones extracelular, transmembrana y citoplasmatica de las proteinas LAG-3
en comparacion con CD4. Las lineas de puntos corresponden a puentes de disulfuro. SP: péptido sefial; CP: péptido
conector (Chocarro et al., 2021).

El motivo de serina potencialmente fosforilable se ha encontrado dentro del motivo FxxL, pero
solo se ha relacionado con la produccién de IL-2. EI motivo KIEELE corresponde a una
secuencia corta altamente conservada que no se encuentra en otras proteinas. Su contribucion a

la funcion de LAG-3 sigue siendo motivo de estudio, pero su eliminacion se ha relacionado con
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una pérdida de funcion total de la proteina, lo que destaca su importancia. Por ultimo, el motivo
EP se encuentra en algunas proteinas de diversas especies, o que puede indicar una funcién
biologica comun. A este motivo se une la proteina asociada a LAG-3 (LAP), clave para la
inhibicion de la via de activacion mediada por TCR-CD3. Esto permite localizar LAG-3 con
CD3, CD4 y CD8 en la misme balsa lipidica. Ademas, se relaciona con la prevencién de que
LAG-3 actle como correceptor estimulador como CD4 (Chocarro et al., 2021).

Al tratarse de motivos no convencionales, se cree que los mecanismos de inhibicion mediados
por LAG-3 no se comparten con otros puntos de control inmunitarios (De Sousa et al., 2018).
Por todo ello, se ha determinado que LAG-3 funciona como un regulador negativo de la
proliferacidn, activacion y funcion efectora de las células T CD4" y CD8". Por tanto, se puede
deducir que LAG-3 interviene en la inhibicion de algin punto en comdn entre la activacion de
CD4 y CD8. Asimismo, se ha relacionado LAG-3 con distintas enfermedades. En el caso del
cancer, la expresion de LAG-3 en células T es un marcador de progresion agresiva en distintos
tumores humanos como melanoma, linfoma de Hodgkin, cancer géstrico... En la enfermedad
de Parkinson, enfermedad cardiaca coronaria e hipercolesterolemia su expresion se relaciona
con un mayor riesgo de padecer la enfermedad. También se ha descrito que la expresion de
LAG-3 podria prevenir eficazmente algunos trastornos autoinmunes, como en el caso de la
diabetes mellitus. En Gltimo lugar, cuando se dan estimulaciones continuas de antigenos como
en el cancer o infecciones virales cronicas, su expresion continua se relaciona con el estado de
agotamiento de las células T CD4" y CD8" (Chocarro et al., 2021).

Tras los amplios estudios sobre la implicacion de LAG-3 en diversas enfermedades, finalmente
la FDA aprobd el pasado afio 2022 la terapia combinada de Relatlimab (mAb anti-LAG-3) y
Nivolumab, (mAb anti-PD-1) en el tratamiento de melanoma metastasico en pacientes adultos
(Paik, 2022).

Moléculas de co-sefializacidn en desarrollo preclinico

La proteina TIGIT (T cell immunoreceptor with Ig and ITIM domains)

La inmunoglobulina de células T y el dominio ITIM (TIGIT) es un receptor inhibitorio
perteneciente a una familia de proteinas similares a PVR. Se trata de una proteina
transmembrana de tipo 1 que se expresa en diferentes células inmunitarias (Harjunpad y
Guillerey, 2020; Yue et al., 2022).

Esta proteina transmembrana estd compuesta por tres dominios. En primer lugar, un dominio
extracelular que contine un dominio IgV con homologia de secuencia con otros miembros de
la familia PVR como CD226, CD113, CD155 y CD112, entre otros. Después, un dominio
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transmembrana que ancla la proteina a la membrana celular. Por Gltimo, un dominio intracelular
que cuenta con una cola citoplasmatica corta con un motivo ITIM y un motivo similar a la cola
de tirosina de inmunoglobulina (ITT) (Harjunpad y Guillerey, 2020; Yue et al., 2022).

Esta proteina es expresada en la superficie de las células NK, células T CD4", T CD8" y Treg,
siendo su maxima expresion en el estado activado de dichas células, en comparacion con las
celulas inactivas (Yue et al., 2022).

Se han identificado tres ligandos que se unen a la parte extracelular, CD112, CD113 y CD155.
Los tres ligandos pertenecen a una familia de moléculas de nectina y NECI. Esta familia de
moléculas media la polarizacién celular, la adhesion celular y la organizacion de los tejidos. En
cambio, TIGIT se une con mayor afinidad a CD155 en comparacion con CD112 y CD113.
CD155 se expresa tanto en células DC, células B, células T y macréfagos como en tejido no
hematopoyético (sistema nervioso, intestino...). En el caso de CD113, su expresion es exclusiva
de tejido no hematopoyético, como la placenta, rifiones, higado o pulmones. Por ultimo, CD112
se expresa en tejido hematopoyético y no hematopoyético, como los pulmones, pancreas o
medula 6sea. Un punto a destacar es que la produccion de citoquinas como IFN-y o la expresion
de oncogenes regulan al alza tanto CD155 como CD112 en una gran variedad de neoplasias
malignas humanas (Yue et al., 2022).

Se han planteado diversos modelos de accion para la inhibicion mediada por TIGIT en las
células NK y células T. En primer lugar, TIGIT puede actuar de manera intrinseca al interferir
en la co-estimulacién de CD226 o con sefiales directas de inhibicién a la célula. Por una parte,
dada la alta afinidad de TIGIT por CD155 se ha planteado que supera a la interaccion de TIGIT-
CD226. Esto se plante6 al estudiar la eliminacion de TIGIT en las células T CD4", que dio
como resultado un aumento en la produccién de IFN-y, lo cual podia superarse al bloquear
CD226. Asimismo, diversos estudios han determinado que, al emplear mAb anti-TIGIT
agonistas, se ha inhibido la proliferacion de células T. Por otra parte, puede transmitir sefiales
inhibitorias directamente a través de su cola citoplasmatica. Se ha demostrado que para ello, el
motivo ITIM es imprescindible. Sin embargo, el motivo ITT también es importante para la
sefializacion, destacando dos vias de sefializacion diferentes involucradas en la produccion de
IFN-y y la citotoxicidad. Cuando se une el ligando a TIGIT, se fosforila el motivo similar a
ITT, se une a la proteina 2 unida al receptor del factor de crecimiento (Grb-2) y se recluta la
inositol fosfatasa-1 (SHIP-1), lo que inhibe PI3K y la activacion de la cascada de sefializacion
MAPK. Finalmente, se inhibe la capacidad de eliminacién de las células NK. La segunda via

comienza con la asociacion del adaptador beta-arrestina 2 con TIGIT fosforilado, reclutdndose
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SHIP-1 al motivo similar a ITT y alterando la autoubiquitinacion del factor 6 asociado al
receptor del factor de necrosis tumoral (TNF), eliminando el NF-kB inhibiendo la produccién
de IFN-y (Yue et al., 2022).

Del mismo modo, puede actuar de manera extrinseca al interaccionar con CD155. Esta
interaccion se ha relacionado con la regulacién en la produccion de citoquinas de las células
DC. Aumenta la secrecion de I1L-10 mientras que disminuye la secrecion de IL-12. Esto sugiere
que la interacciéon TIGIT-CD155 promueve las células DC tolerogénicas, regulando a la baja

las respuestas de las células T (Yue et al., 2022).
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Figura 12. Modelo de interaccién de TIGIT con sus ligandos. Las flechas indican las posibles interacciones de
TIGIT con sus ligandos y sus mecanismos de accion (Harjunpéa y Guillerey, 2020).

Sin embargo, todavia no esté claro si todos los mecanismos tienen lugar en las células que

expresen TIGIT o son exclusivas de cada tipo celular (Yue et al., 2022).

La proteina de membrana BTLA (B and T lymphocyte attenuator)

El atenuador de linfocitos By T (BTLA) es una proteina transmembrana de tipo 1 perteneciente
a la superfamilia CD28 y comparte similitudes en cuanto a su estructura y funcion con PD-1y
CTLA-4. Esta glicoproteina co-sefializadora es expresada por una amplia variedad de células,
desde el bazo, timo y ganglios linfaticos, hasta células inmunitarias como células B, células T
CD4*, T CD8", DC o monocitos (Ning et al., 2021; Wojciechowicz et al., 2022).

El gen que codifica para esta glicoproteina esté localizado en el cromosoma 3, concretamente
en la region q13.2 y se compone de 5 exones con un total de 870 pb. Esta compuesta de 289 aa
distribuidos en un péptido sefial (30 aa), un dominio extracelular (127 aa), un dominio
transmembrana para anclarse a la membrana celular (21 aa) y un dominio intracelular (111 aa)
(Ning et al., 2021; Wojciechowicz et al., 2022).
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El dominio extracelular contiene un dominio intermedio de inmunoglobulina, que permite la
unién del mediador de entrada del virus del herpes (HVEM), Unica molécula identificada como
ligando de BTLA. Este ligando pertenece a la superfamilia de recetores del TNF y puede unirse
a BTLA tanto de forma cis como trans. En el caso de que la union sea cis significa que ambas
moléculas son expresadas en la misma célula. Sin embargo, si la interaccion es trans, las
moléculas se encuentran en membranas celulares distintas e interaccionan dos células diferentes
(Ning et al., 2021; Wojciechowicz et al., 2022).

A) Cis B) trans
A N <D A
other co-signaling molecules

T cell

Figura 13. Interaccion cis y trans de BTLA con su ligando HVEM. En el caso de las interacciones cis, no hay co-
sefializacion hacia otras células, mientras que en la interaccion trans si existe tal co-sefializacion (Wojciechowicz
etal., 2022).

En el dominio intracelular se encuentra una cola citoplasmatica que presenta el motivo de
asociacion a Grb-2, el motivo ITSM y un motivo ITIM. Cuando se une HVEM, se fosforilan
las tirosinas de ITIMy se reclutan SHP-1y SHP-2. Recientemente, se ha demostrado que BTLA
tiene preferencia sobre SHP-1 en el reclutamiento de fosfatasas. Del mismo modo, cuando Grb-
2 interacciona con su motivo de union se recluta la subunidad p85 de la proteina PI3K y ejerce
su funcién. Estas vias de sefializacion conducen a una activacion reducida de NFAT, NF-kB, y
en mucha menor medida de AP-1. Se ha demostrado que mutaciones en las tirosinas de ITSM
e ITIM suprimen la funcién inhibidora de BTLA, lo que resalta su importante funcion en la

sefializacion celular (Jutz et al., 2017; Ning et al., 2021).
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Figura 14. Modelo de sefializacion de la interaccion BTLA/HVEM. La unién de ambas moléculas induce la
fosforilacion de la cola citoplasmética y el reclutamiento de Grb-2 o de fosfatasas (SHP1/2) ( Ning et al., 2021).

En las células T, su expresion depende del estadio de desarrollo en el que se encuentre la célula.
Se expresa en células T naive, y su expresion aumenta durante el proceso de activacién de
dichas células, pero disminuye una vez las células T se han convertido en células T efectoras.
Ademaés, la manera de interactuar con el ligando también cambia. En el momento en que se
activan las células T, la interaccién pasa de cis a trans, al internalizarse HVEM. Se ha
demostrado que esta molécula no es esencial en el desarrollo de las células T, pero puede
interferir negativamente en su activacion y proliferacion. En estudios posteriores en los que se
evaluaron los efectos de mAb agonista de BTLA, determinaron que el mAb era capaz de inhibir
la producciodn de ciertas citoquinas (IL-10 e IFN-y) y la proliferacion de las células T. Del
mismo modo, cuando se estudiaron mAb antagonistas de BTLA, los resultados fueron una
mayor activacion y proliferacion de las células. Por otro lado, en varios ensayos, las células T
que no expresaban BTLA mostraban mayores niveles de proliferacion y una hipersensibilidad
en la activacion mediada por TCR. Sin embargo, recientemente se ha desvinculado la ausencia
de BTLA con una mayor proliferacion. En ausencia de BTLA no es que aumente la
proliferacion, si no que disminuye su muerte. Por tanto, la expresion de BTLA en las células T
regula tanto la produccidn de citoquinas como su activacion y la cantidad de células activadas
(Ning et al., 2021).

Por altimo, su expresion en las DC aumenta con la maduracion de las células. Sin embargo, al
igual que en el caso anterior, la expresion de BTLA en las células DC no es esencial para su
desarrollo, pero su interaccion con HVEM puede inhibir su proliferacion, lo que indica que
BTLA sirve como control en la homeostasis de las células DC. Del mismo modo, varios ensayos

han determinado que las células DC que expresan BTLA son capaces de regular el shock
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endotoxico inducido por LPS, al inhibir la sefializacion mediada por TLR4, y la conversion de
celulas Treg periféricas al regular al alza CD5 (Ning et al., 2021).

En cuanto a su funcion biolégica, BTLA esta involucrada en varias enfermedades, entre otras,
la sepsis, enfermedades inflamatorias, enfermedades autoinmunes y tumores. En las
enfermedades inflamatorias, la ausencia de BTLA mantiene una inflamacion prolongada,
aumentando la produccion de IFN-y y el reclutamiento de células inflamatorias. Del mismo
modo, un grupo de investigadores ha determinado que la ausencia de células BTLA™ es crucial
para la supervivencia por sepsis, reduciendo el nimero de neutrofilos, la secrecion de I1L-10
(citoquina proinflamatoria) y el reclutamiento de leucocitos. En el caso de las enfermedades
autoinmunes, BTLA es fundamental para la proteccion contra dichas enfermedades, como se
demostré en varios experimentos con ratones BTLA -/-, los cuales desarrollaban
espontaneamente una enfermedad similar a la hepatitis autoinmune. También en la esclerosis
multiple, lupus y artritis reumatoide se encuentran niveles mas bajos de expresion de BTLA.
Por ltimo, en el caso de los tumores, BTLA altera la respuesta inmunitaria antitumoral. Por
ejemplo, en el cancer de vesicula biliar, el aumento de la expresién de BTLA se ha
correlacionado con un resultado desfavorable en los pacientes y generalmente se relaciona con
estadios avanzados de la enfermedad (De Sousa et al., 2018; Ning et al., 2021).

Por todo esto, se ha determinado que BTLA tiene funciones duales segun el contexto celular y
la enfermedad que se manifieste. Sin embargo, son necesarios mas estudios que determinen
especificamente el papel de BTLA y su posible manipulacion como diana en el desarrollo de
inmunoterapias (Ning et al., 2021).

La proteina de membrana TIM-3 (T-cell immunoglobulin and mucin domain 3)

La proteina 3 de inmunoglobulina con dominio mucina de las células T (TIM-3) es una
molécula presente en la superficie de las células del sistema inmunitario que, en un principio,
se descubrié como marcador de la produccion de IFN-y. TIM-3 es uno de los representantes de
la familia proteica TIM, la cual se ha relacionado con enfermedades autoinmunes y procesos
alérgicos. Ademas, se ha determinado que esta corregulado y coexpresado en células T CD4"y
CD8", junto con otros receptores de puntos de control inmunitarios, como pueden ser PD-1,
TIGIT y LAG-3 (Acharya et al., 2020).

Esta proteina esta codificada por el gen HAVCR2 que se encuentra en el cromosoma 5933.3 y
presenta numerosos polimorfismos de un solo nucleétido (SNP). Estas alteraciones genéticas
se encuentran tanto en la region promotora como en la regién codificante y se han relacionado
con la predisposicion a desarrollar algunos tipos concretos de cancer. Por ejemplo, en la region
promotora del gen se encuentran SNPs como —1516 G/T y —574 G/T relacionados con un mayor
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riesgo de cancer, —1516 G/T, —882 C/T y =574 G/T asociados con una mayor susceptibilidad
al cancer gastrico y —1516 G/T correlacionado con una mayor susceptibilidad al cancer de
mama y progresion de este. En los SNPs de la region codificante destaca +4259 T/G asociado
a un mayor riesgo de cancer (Acharya et al., 2020).

Otra de las alteraciones genéticas de TIM-3 son las mutaciones relacionadas con la pérdida de
funcién de HAVCR2. Estas mutaciones se localizan en el dominio extracelular de la proteina,
influyendo en su plegamiento dando como resultado una proteina TIM-3 mal plegada. Al estar
mal plegada, se agregan en el interior de la célula, por lo que no se expresan en la membrana
celular y se pierde su funcidn. Esta pérdida de funcién se traduce en un fenotipo autoinmune en
el que destaca la excesiva produccion de moléculas proinflamatorias como IL-18, CD25,
CXCL10 entre otras (Acharya et al., 2020).

TIM-3, al igual que el resto de proteinas de la familia TIM, es una proteina de transmembrana
de tipo 1 que presenta tres regiones: dominio extracelular IgV, dominio transmembrana y
dominio intracelular glicosilado de longitud variable (Acharya et al., 2020).

En primer lugar, se han identificado cuatro ligandos distintos que se unen a la region
extracelular de TIM-3: galectina-9 (Gal-9), proteina B1 del grupo de alta movilidad (HMGBL),
fosfatidilserina (PtdSer) y la molécula de adhesion celular relacionada con el antigeno
carcinoembrionario-1 (CEACAM-1) (Acharya et al., 2020).

Gal-9 fue identificado como el primer ligando de TIM-3. Se trata de una lectina tipo C de
mamifero de 36 kDa producida y secretada tanto por células inmunitarias (células T, mastocitos,
macrofagos...) como por células no inmunitarias (fibroblastos, células del tracto
gastrointestinal, células endoteliales...). Es capaz de unirse al dominio IgV de TIM-3 de raton
a través de una estructura de carbohidrato, consiguiendo la oligomerizacion de TIM-3 en la
superficie de la célula y la inhibicién de la célula T. Por otro lado, HMGBL1 es una proteina
nuclear no histona con multiples funciones dependiendo de su localizacion subcelular. Varios
estudios en modelos de cancer murino determinaron que TIM-3 presente en la superficie de
células DC es capaz de unirse a HMGBL1 y evitar la activaciéon de las células DC en el
microambiente tumoral. Asimismo, PtdSer es un fosfolipido localizado en la membrana de las
células apoptoéticas que es capaz de unirse a cualquiera de los miembros de la familia TIM. Sin
embargo, la union de PtdSer y TIM-3 es cinco veces menor en comparacion con el resto de las
proteinas de la familia TIM. A pesar de no conocerse completamente las consecuencias de esta
interaccion, varios estudios indican que es importante en la eliminacion de las células
apoptdticas por parte de las células DC CD8" TIM-3" mediante fagocitosis. Por Gltimo,

CEACAML1 es una proteina transmembrana de tipo | que se expresa en diversas células como
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células T, macrofagos y células tumorales, entre otras. ES capaz de interaccionar tanto
intracelular como extracelularmente con TIM-3. En el caso de unirse intracelularmente, se
promueve la maduracién de TIM-3. En cambio, si se une extracelularmente puede desencadenar
una cascada de sefializaciones que desemboque en la inhibicién de la sefializacion mediada por
TCR. Cabe destacar que la unién de uno de estos ligando a TIM-3 no es excluyente para que
otros ligandos distintos se unan simultaneamente. Por ejemplo, la union de PtdSer o CEACAM-
1 a TIM-3 no interfiere con la unién de Gal-9 a TIM-3, ya que se une a regiones diferentes del
dominio IgV. Es mas, varios autores han planteado Gal-9 como molécula ayudante en la
agregacion de complejos TIM-3-PtdSer o TIM-3-CEACAM-1 (Acharya et al., 2020; De Sousa
et al., 2018; Kim et al., 2019).

Por otra parte, TIM-3 presenta una cola citoplasmatica compuesta por 71 aa en los que se
encuentran diversos motivos de sefializacion no clasicos. EI modelo actual que explica la
sefializacion a través de TIM-3 indica que el transcrito 3 asociado a HLA-B (Bat3) se encuentra
unido a la cola citoplasmatica de TIM-3. Bat3 es capaz de reclutar la forma activa de Lck. Esta
quinasa fosforila una subunidad de CD3 del complejo TCR, lo que conlleva el reclutamiento
de ZAP70. Finalmente, a través de otras moléculas de la cascada de sefializacidn se promueve
la supervivencia y proliferacion de las células T. Sin embargo, en el momento en que alguno
de los ligandos de TIM-3 interaccionan con la proteina, se induce la fosforilacion de dos
tirosinas (Y256 e Y263) por la tirosin-quinasa IL-2 inducible ITK, lo que desencadena la
liberacién de Bat3. En ese momento, TIM-3 ejerce su funcién inhibitoria, ya que no se activa
Lck, ni el resto de la via de sefializacion de supervivencia y proliferacion de las células T.
(Acharya et al., 2020; De Sousa et al., 2018).
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Figura 15. Modelo de sefializacion de TIM-3 en células T. La union de los ligandos a TIM-3 libera Bat-3 de la
cola citoplasmatica, no se activa Lck y se regula negativamente el resto de la via de sefializacion (Acharya et al.,
2020).
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Ademas, en otros tipos celulares, la fosforilacion de las tirosinas mencionadas anteriormente
permite la interaccion con moléculas que contienen dominios SH2, como la tirosina quinasa de
Bruton y c-Src. Es el caso de las células DC, donde esta interaccion induce la inactivacion del
potenciador de la cadena ligera kappa del NF-kB, impidiendo la activacién las células DC
mediada por NF-kB (Acharya et al., 2020).
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Figura 16. Modelo de sefializacion de TIM-3 en células DC. La interaccion del ligando con TIM-3 conduce a una
cascada de sefializacion que termina en la inhibicion de la activacion de las células DC. En concreto, cuando el

ligando es HMGBL1, se inhibe su union a moléculas de DNA y la sefializacion de activacion de las células DC por
receptores como TLR4, IL-1R o TLR2 entre otros (Acharya et al., 2020).

La expresion de TIM-3 en la superficie de las células T se relaciona con el estado de
agotamiento debido a una activacién crénica de las células T CD8™ en presencia de sefiales
supresoras en el microambiente tumoral. Por tanto, TIM-3 es un biomarcador relacionado con
un pronostico negativo en la evolucion de varios tipos de cancer. Del mismo modo, la presencia
de células Treg que expresan en la superficie celular TIM-3 se relaciona con un estadio tumoral
avanzado y metastasis ganglionar en pacientes con carcinoma de pulmén que no es de células
pequefias (Acharya et al., 2020).

Ademas, se expresa de forma constitutiva en las células DC, sobre todo en las células DC
CD141". Como se explicd anteriormente, su unién a ligando desencadena su capacidad
inhibitoria al no activar las células DC por la liberacion de Bat3.

En dltimo lugar, TIM-3 también es expresado por las células NK de forma constitutiva. Su
expresion en pacientes con adenocarcinoma de pulmén se relaciona con una menor
supervivencia (Acharya et al., 2020).

Debido a todo lo mencionado anteriormente, TIM-3 se ha convertido en un objetivo
inmunoterapéutico en tratamientos antitumorales. Se ha demostrado que el bloqueo de TIM-3
con mAb anti-TIM-3 aumenta la produccion de IFN-y y la citotoxicidad de las células NK.
Ademas, al bloquear TIM-3 junto con PD-1, la inmunidad antitumoral aumenta. Varios

anticuerpos anti-TIM-3 se encuentran en ensayos clinicos de fase I/Il en humanos como por
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ejemplo TSR-022, MBG453 y LY 3321367. Muchos de ellos se prueban conjuntamente a mAb
anti-PD-1/L1, ya que se ha demostrado que los pacientes toleran bien su combinacion, es segura
y reduce la progresion tumoral en modelos preclinicos (Acharya et al., 2020).

Debido a que TIM-3 es expresado en una gran variedad de células inmunitarias y puede ser
activado por diversos ligandos, son necesarios mas estudios para comprender mejor como TIM-
3 puede ser utilizado en diversos tratamientos antitumorales, enfocados a enfermedades

autoinmunes o alergias (Acharya et al., 2020).

La proteina de membrana 2B4

2B4 (CD244 o SLAMF4) es una proteina transmembrana perteneciente a la familia de
moléculas de activacion linfocitica de sefializacion (SLAM), que forma parte de la superfamilia
de las Ig. Esta proteina se expresa generalmente en células NK, pero también en subconjuntos
de células T (T CD8" y T y8), monocitos, baséfilos y otras células inmunitarias (Buller et al.,
2020; Jutz et al., 2017; Sun et al., 2021).

Se trata de una proteina de transmembrana de tipo 1 formada por un dominio IgV con dos
dominios Ig constantes, una region transmembrana y una cola citoplasmatica (Sun et al., 2021).
Esta proteina de transmembrana se une preferentemente a CD48, aunque también se puede unir
a CD229. CD48 es una molécula perteneciente a la familia CD2 unida a glicofosfatidilinositol
que se expresa en las células hematopoyeéticas (Buller et al., 2020; Sun et al., 2021).

En la cola citoplasmatica se encuentran cuatro motivos ITSM que siguen un patrén TIYxxV/I
(T: treonina, I: isoleucina, Y: tirosina, x: cualquier amino&cido, V: valina). Estos motivos son
necesarios para que se una el adaptador de proteina asociada a SLAM (SAP), responsable de la
transmision de sefales activadoras e inhibidoras. Para la union de SAP a la cola citoplasmatica,
es necesario que se fosforilen los residuos de tirosina de los ITSM. Ademas de SAP, también
se unen varias fosfatasas (SHP1, SHP2 y SHI-1) y al transcrito 2 activado por sarcoma de Ewing
(EAT2) que transmiten otras sefiales inmunomoduladoras. A pesar de esto, la via de
sefializacion no se conoce por completo, pero se sabe que estan involucradas numerosas
moléculas como RAS, Raf, p38 y LAT (conectores para la activacion de células T) (Buller et
al., 2020; Sun et al., 2021).
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Figura 17. Estructura y modelo de sefializacién de CD244 (2B4). Intracelularmente puede unirse mediante la
fosforilacion de los residuos de tirosina de ITSM tanto a SAP (izquierda) como a EAT2 (derecha) y otras fosfatasas
(SHP1, SHP2 y SHI1). Dependiendo de que proteina se una, la sefial sera positiva o negativa (Sun et al., 2021).

La interaccion de 2B4 y CDA48 se ha relacionado con la actividad citotoxica de las células NK
y la produccion y secrecion de IFN- y mediante la activacion de la via AP-1y la via de MAPK
(Sun et al., 2021).

En el caso de las células T CD8", si se bloguea la interaccion de CD48 y 2B4 se reduce la
expresion de IFN-y, perforina y granzima B entre otros y su citotoxicidad. Sin embargo, varios
autores han informado de resultados opuestos a los anteriormente mencionados. Esto se debe a
que depende de que moléculas se encuentren unidas a la cola citoplasmatica se transmitiran
sefiales activadoras o inhibidoras. Por ejemplo, en el caso de que se encuentre unida SAP, la
sefial que se transmita sera activadora. Por el contrario, si se encuentra unido EATZ2, la sefial
que se transmita sera inhibitoria (Sun et al., 2021).

Recientemente se ha descubierto que 2B4 influye también en células DC, inhibiendo su funcion,
tanto la respuesta inflamatoria inducida por las DC como la activacion de células T y NK
mediada por células DC (Sun et al., 2021).

2B4 se ha relacionado con distintas enfermedades como pueden ser enfermedades infecciosas,
alergias, enfermedades autoinmunes o tumores. Por lo general, en las infecciones virales, 2B4
estimula a las células NK. En los procesos de sepsis, impulsan un ambiente inmunosupresor en
los pacientes. A su vez, son esenciales para el inicio y desarrollo del procesos alérgicos y otras
enfermedades autoinmunes como artritis reumatoide o lupus. Por Gltimo, puede ser una gran
via de investigacion en la inmunoterapia tumoral debido a que media en la capacidad de ataque
de las células NK a las células tumorales y su expresion se correlaciona con el estado de
agotamiento de las células T (Buller et al., 2020; Sun et al., 2021).

Otra de las vias de investigacion actuales es el papel de 2B4 en los trasplantes humanos. Hasta
ahora, se ha determinado que la expresion constitutiva de 2B4 contribuye positivamente a la
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supervivencia del aloinjerto y limita su alorreactividad, ya que disminuye la acumulacién de
células T CD8" del donante tras el trasplante. Por todo ello, 2B4 es una diana terapéutica que
tendré que ser estudiada en investigaciones futuras (Laurie et al., 2018; Sun et al., 2021).

6. CONCLUSIONES

A partir del trabajo de fin de grado desarrollado, se pueden concluir los siguientes puntos clave:

a) La mayor comprension de las vias de co-sefializacion implicadas en la activacion de las
células T ha permitido aumentar el conocimiento del funcionamiento de nuestro sistema
inmunitario y el desarrollo de las respuestas inmunitarias. A partir de estos nuevos
conocimientos, se han podido desarrollar nuevos tratamientos aplicados a la clinica para
combatir las alteraciones producidas en la respuesta inmunitaria que desencadenan el
desarrollo de enfermedades. Asimismo, ha permitido identificar posibles factores de
riesgo a la hora de padecer enfermedades como el cancer o enfermedades autoinmunes
y su evolucién. De esta forma, se estan introduciendo nuevas inmunoterapias para el
tratamiento de enfermedades que, anteriormente, tenian un espectro de tratamientos
limitado. Cabe destacar que la via de co-sefializacion méas importante hasta el momento
es PD-1/PD-L1 ya que, de forma general, los tratamientos que se desarrollan basados
en otras vias se administran en combinacion con esta.

b) Existen muchas vias de co-sefializacion que actualmente se encuentran en proceso de
estudio para la comprension total de su funcionamiento y su posible aplicacién en
clinica. El desarrollo de tratamientos basados en estas vias de co-sefializacion en estudio
podria suponer una revolucion en el campo de la inmunoterapia, aumentando el nimero
de posibilidades a la hora de tratar enfermedades en las que la respuesta inmunitaria se
encuentra alterada.
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