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Resumen

Los linfocitos B, al igual que el resto de las células del sistema inmune, se originan en médula 6sea a
partir de un precursor comun. Las células B comienzan su maduracion en la médula 6sea y la
finalizan en el bazo. Durante las primeras etapas de desarrollo, los esfuerzos se centran en la
generacion de la inmunoglobulina de superficie que es parte del receptor B (BCR). Una vez que el
BCR puede ser expresado en la membrana, los mecanismos de control evalian la especificidad del
mismo, eliminando a aquellos linfocitos B cuyos BCR reconozcan moléculas propias. Si bien durante
la ontogenia de linfocitos B la mayoria de las células muere por apoptosis antes de alcanzar la
madurez, este proceso, lejos de ser un gasto innecesario de energia, mantiene el delicado equilibrio

entre la diversidad y la autoinmunidad.
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Ontogeny of B lymphocytes: The subtle balance between diversity and
autoimmunity”

Abstract

B lymphocytes, as other cells of the immune system, arise from hematopoietic stem cells in the bone
marrow. B cells mostly develop in the bone marrow and complete their maturation in the spleen.
During the early stages of B cell development control mechanisms are focused on the generation of
the surface immunoglobulin, which is part of the BCR. Once the cell can express this receptor the
focus shifts to its specificity, eliminating those B lymphocytes with selfreactive BCRs. During B cell
development, most of the cells die before become mature. This process, far from being an

unnecessary waste of energy, maintains the subtle balance between diversity and autoimmunity.
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Introduccién

Los seres humanos nos encontramos expuestos continuamente a una gran cantidad de
microorganismos potencialmente patégenos, sin embargo, s6lo nos enfermamos en forma ocasional.
Esto es asi gracias a nuestro sistema inmune, el cual constituye un sistema muy eficiente de defensa
contra la infeccion. Distintos tipos de células sanguineas tales como, neutréfilos, baséfilos,
eosinofilos, monocitos/macréfagos, linfocitos T y linfocitos B, participan en la respuesta inmunoldgica.
La estrategia de defensa contra la infeccién involucra distintas etapas: una etapa temprana, conocida
con el nombre de inmunidad innata, y una etapa tardia denominada inmunidad adaptativa.

Los linfocitos B y T son los principales protagonistas de la respuesta inmune adaptativa y, a
diferencia del resto de las células del sistema inmune, poseen en su membrana receptores
antigénicos capaces de reconocer en forma especifica pequefias porciones del patégeno (para el
caso de los linfocitos B) o células infectadas con los mismos (en el caso de los linfocitos T). Luego de
este reconocimiento, pueden activarse, multiplicarse y diferenciarse en células efectoras capaces de
defendernos contra ese microorganismo en particular. La estrategia utilizada en la inmunidad
adaptativa para reconocer a la gran cantidad de microorganismos existentes, involucra a una inmensa
variedad de linfocitos B y T, cada uno de los cuales porta en su superficie un receptor particular para
el antigeno. Gracias a esta gran diversidad de receptores antigénicos, un individuo tiene la capacidad
de desarrollar una respuesta inmune adaptativa contra la amplisima \ariedad de patdégenos con los
gue puede encontrarse durante su vida.

En este articulo, veremos:

Las caracteristicas del receptor antigénico de los linfocitos B.
Las etapas de maduracioén de los linfocitos B durante su desarrollo.

Cbémo es posible generar la gran diversidad de receptores antigénicos existentes.

¢,Como es el receptor antigénico de los linfocitos B?

El receptor antigénico de los linfocitos B se denomina BCR (B cell receptor) y esta constituido

por una inmunoglobulina (Ig) asociada con un heterodimero formado por las moléculas Iga e Igb
(Figura 1). La Ig que forma parte del BCR no es otra cosa que una molécula de anticuerpo anclada a

la membrana. Mientras que esta molécula es la responsable del reconocimiento antigénico, la

transduccion de la sefial al interior de la célula B se lleva a cabo por el heterodimero Iga-lgb.
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Inmunoglobulina

Figura 1: El BCR esta constituido por una inmunoglobulina (Ig) de superficie y el heterodimero Iga-Igh. La Ig esta
constituida por dos cadenas pesadas (H) idénticas entre si, asociadas por puentes disulfuro y dos cadenas livianas (L)
idénticas entre si, asociadas a las H por puentes disulfuro. Comparando un gran nimero de Ig, se observd que la porcion
amino-terminal de ambas cadenas es variable (V) y esta involucrada en el reconocimiento del antigeno. Por el contrario, la
porcion carboxi-terminal de ambas cadenas es relativamente constante (C). En la figura se observan las cadenas H en color
verde, las cadenas L en color amarillo y los dominios variables rayados.

¢, Qué funcion cumplen los linfocitos B?

Aquellos linfocitos B que reconocen al antigeno especifico a través del BCR, pueden
activarse y proliferar originando un clon de células hijas, para diferenciarse posteriormente a
plasmocitos (Figura 2). Estos ultimos tienen la capacidad de secretar moléculas de Ig (anticuerpos),
los cuales poseen la misma especificidad de la Ig que formaba parte inicialmente del BCR. Por lo
tanto, los anticuerpos secretados podran reconocer al microorganismo y reclutar una variedad de

mecanismos efectores a fin de destruirlo.
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Las distintas porciones constantes de la cadena pesada (CH) dan origen a los diferentes tipos
de anticuerpos conocidos (IgM, 1gG, IgE, IgA e IgD), y cada una de estas clases de Ig es
particularmente eficiente en la activacion de los distintos mecanismos efectores. Sin embargo, la Ig
que forma parte del BCR no lleva a cabo esas funciones ya que se encuentra anclada en la
membrana de la célula B, por lo tanto, solamente es capaz de reconocer al antigeno especifico a

través de la regién variable.

ONTOGENIA de LINFOCITOS B

¢Donde se originan los linfocitos B?

Los linfocitos B, al igual que el resto de las células del sistema inmune, se originan en la
médula ésea a partir de un precursor comun, denominado stem cell o célula madre pluripotente
hematopoyética (CMPH) (Figura 3). Dichas células tienen la capacidad de autorrenovarse y son, tal
como su nombre lo indica, potencialmente capaces de dar lugar a distintos tipos celulares. En el
hombre, las CMPH aparecen en el saco vitelino embrionario alrededor de la tercera semana de vida
y, a medida que el feto se desarrolla, algunas de estas células migran al higado. Recién al cuarto mes
de vida fetal la médula Osea comienza a ser el sitio donde mayoritariamente ocurrird la
hematopoyesis. Si bien en los adultos la mayor cantidad de CMPH se encuentra en la médula Gsea,
estas clulas tienen la capacidad de migrar hacia la circulacién, por lo que puede hallarse una

pequefa proporcion en sangre periférica.
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A partir de las CMPH se generan dos tipos de progenitores con potencial pluripotente mas
acotado que se denominan: progenitor mieloide, el cual podra diferenciarse en células de estirpe
mieloide (eritrocitos, plaquetas, monocitos y granulocitos neutrdéfilos, baséfilos y eosinéfilos) y
progenitor linfoide comun (PLC), a partir del cual se generaran los linfocitos B 'y T. ¢Como se
decide si el PLC se diferenciara hacia el linaje B 6 T? Hasta el momento no esta del todo claro este
punto, sin embargo, numerosas evidencias sugieren que la sefializacion a través de una molécula
presente en la membrana de los PLC, denominada Notchl, induciria la diferenciacion hacia el linaje

T, mientras que la ausencia 6 inhibicion de esa sefial favoreceria la diferenciacion B.

Célula Madre Pluripotente Hematopoyética

I Progenitor Linfoide Comun I Progenitor Mieloide

r N e h
O Monocitos Neutréfilos EosinofiloS
Macroéfagos Basofilos
Eritrocitos
plaguetas
Linfocitos Linfocitos
B T

Figura 3

¢.Dbonde se desarrollan los linfocitos B?

Los linfocitos B se desarrollan mayoritariamente en la médula 6sea pero culminan su
maduracién en el bazo. Su generacion se produce en distintas etapas o pasos que deben ir
completandose, uno a uno, en forma correcta para poder avanzar en el proceso de maduracion. El
concepto mismo de maduracion linfocitaria implica la generacion de un receptor antigénico particular
para cada linfocito y su expresién en la membrana antes del ingreso del antigeno. Dado que existen

miles de millones de linfocitos B distintos, cada uno de los cuales porta inmunoglobulinas de
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superficie con una especificidad tnica, un individuo posee una gran diversidad de inmunoglobulinas.
Tal como veremos a continuacién, en las primeras etapas del desarrollo linfocitario, los esfuerzos se
centran en la generacion de esta Ig y, si esto no es posible, el linfocito no contintia con su desarrollo y
se ponen en marcha mecanismos que llevan a la muerte celular programada conocida como

apoptosis, sin alcanzar la madurez.

¢,Cémo es posible generar tanta diversidad de inmunoglobulinas?

Las inmunoglobulinas presentan muchisima diversidad. El nimero total de especificidades de
anticuerpos disponibles en un individuo se conoce con el hombre de repertorio de anticuerpos o de
inmunoglobulinas y en el ser humano, ese nimero, es por lo menos de cien mil millones. Antes de
que se pudieran analizar directamente los genes que codifican para las Ig, existian dos teorias que
intentaban explicar el origen de semejante diversidad. La TEORIA DE LA LINEA GERMINAL
postulaba que existia un gen distinto para cada cadena de Ig diferente y, por lo tanto, proponia que el
repertorio de lg era hereditario. Por el contrario, la TEORIA DE LA DIVERSIFICACION SOMATICA
postulaba que el amplisimo repertorio se generaba a partir de un conjunto de genes hereditarios que
codifican para la porcion variable de las las Ig los cuales se modificaban de una manera particular en
cada una de las células B. El clonado de los genes de las Ig revel6 que, tal como proponia esta Ultima
teoria, la generacién de diversidad se produce por rearreglos del ADN que codifica para las porciones
variables de las Ig durante el desarrollo de los linfocitos B.

Las cadenas H y L de las Ig estan codificadas por distintos grupos de genes y, para cada una
de las cadenas, existen varios fragmentos génicos involucrados en la generacion de sus porciones
variables. En las células que daran lugar a los linfocitos B, estos fragmentos génicos se rearreglan a

través de un proceso que se conoce con el nombre de recombinacion somatica (Figura 4).
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Figura 4: Recombinacion somética. La porcion variable de la cadena L (V.) se constituye por combinacién de fragmentos
denominados V (rojo) y J (amarillo), mientras que la region variable de la cadena H (Vu) involucra, ademas, fragmentos D
(verde). Los fragmentos génicos presentes en el ADN en configuracion germinal sufren el proceso de recombinacion somatica,
dando lugar a una combinacién Gnica de fragmentos V-J para la porcién V _ yV-D-J para la region Vy en cada linfocito B.

Hasta aqui hemos visto de qué manera es posible que se constituya la porcién variable de las
cadena L y H pero, para simplificar, hemos presentado las cosas como si s6lo existiera una copia de
cada uno de los genes involucrados en el proceso de recombinacion somatica. En realidad, en el
ADN en configuracidon germinal, existen multiples copias de cada uno de los genes involucrados en
este proceso y es la seleccién de un segmento u otro lo que hace posible la gran diversidad de
regiones variables entre las distintas Ig. La unién entre los fragmentos recombinados (V -J. 6 Vy-Dy-
Jy) es imprecisa, lo cual es una fuente extra de variabilidad para la porcion variable de las Ig. Los
rearreglos del ADN que generan proteinas no funcionales se denominan "no-productivos" y suelen ser
los més frecuentes. Para que un linfocito B pueda desarrollarse normalmente debe lograr un rearreglo

productivo de su lg, de no ser asi, no podra continuar con su desarrollo y morira por apoptosis.

Etapas de maduracion de los linfocitos B

Tal como hemos mencionado anteriormente, las células B maduran mayoritariamente en la
medula 6sea. El desarrollo de los linfocitos B depende de la presencia de células estromales que
actlan, no s6lo como una red de sostén necesaria para que los linfocitos B continlen su desarrollo,
sino también como fuente de factores de crecimiento criticos que estimulan la diferenciacién y
proliferacion.

En el primer estadio de diferenciacién, conocido con el nombre de estadio pro-B, los linfocitos

poseen una capacidad limitada de auto-renovacion. Durante este estadio es que se produce el
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rearreglo de la cadena H de las Ig, el cual se lleva a cabo en dos etapas: primero se asocian los
fragmentos Dy-Jy (pro-B temprano) y luego se une el fragmento Vy al DyJy previamente rearreglado
(pro-B tardio). Tal como se observa en la Figura 5 la asociacion Oy-Jy se produce en ambos
cromosomas. Por el contrario, la unién del fragmento Vi al DyJy se intentard primeramente en un
cromosoma y en caso de no ser exitoso, se intentara rearreglar el segundo cromosoma. Este

fendbmeno se conoce con el nombre de exclusion alélica y garantiza que s6lo se exprese la cadena

H de uno de los dos alelos del genoma.

Rearreglos Rearreglos Fin derearreglos
cadenaH cadena L
Rearreglo D- Rearreglo V-
J en los dos DJenel1°
cromosomas cromosoma Rearreglo
adena k en el 1° -
!, cromosoma Expresion Expresion
Muerte e U
Rearreglo V- l_ IgM - IgM (m: k)
celular DJen el 2° (m: k) \ elgD (d: k)
Rearreglo : \ i
cromosoma cadena k en el 2°
cromosoma
celular earreglo
cadena | enel 1° - - -
cromosoma Expresmn EXpl'F,‘SIOI'I
de de
l_ IgM - - lgM (m:1)
Rearreglo (m:1) ~elgd:1)
cadena | enel 2° ’
cromosoma
Figura b

La ausencia de rearreglos exitosos de la cadena H lleva a la apoptosis del linfocito B. El
rearreglo productivo de la porcién VH permite la expresion en la membrana de una cadena pesada m
(Hm asociada con dos proteinas producidas por el linfocito que estan unidas en forma no covalente
constituyendo una cadena liviana sustituta (Ls). EI ensamblado de la cadena H rearreglada a la
cadena Ls y su asociacion al heterodimero Igalgb en la membrana del linfocito constituye el pre-BCR.
La presencia del pre-BCR en la membrana caracteriza el siguiente estadio de maduracion
denominado pre-B, en donde los linfocitos finalizan con los rearreglos de la cadena H, realizan varios
ciclos de proliferacién y comienzan posteriormente a rearreglar la cadena L. De esta manera, cada

una de las células hijas de la progenie que poseen genes de cadena H ya rearreglados recombinan
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en forma independiente los fragmentos de la porciéon variable de la cadena L, aumentando
nuevamente la diversidad. Para que todo esto sea posible, se necesita la transduccién de sefales de
sobrevida del pre-BCR. Si bien hasta el momento no esta claro qué es lo que gatilla la transduccion
de la sefal a través de dicho receptor, existen evidencias que indican que la proteina quinasa Btk
estd involucrada. En este sentido, los pacientes que presentan mutaciones en dicha proteina
(enfermedad de Bruton) poseen los linfocitos arrestados en el estadio pro-B.

Los rearreglos de la porcidon variable de la cadena L también estan gobernados por el
fendmeno de exclusion alélica e involucran la asociacion de fragmentos V y J.. Existen dos tipos
distintos de cadena L:, la cadena liviana kappa (Lk) o la lambda (LI). Primeramente se intentara un
rearreglo productivo de la cadena Lk en uno de lo cromosomas y, en los casos en que no se consiga,
se procedera a intentar rearreglar esa misma cadena en el otro cromosoma. Si estos intentos no
fueran exitosos, comenzaran los rearreglos de la cadena LI, primero en un cromosoma y luego en el
otro. Normalmente, un 65% de linfocitos B logra un rearreglo exitoso de cadena Lk, mientras que el
restante 35% presenta rearreglos productivos de la cadena LI. No existen linfocitos con rearreglos no
productivos de cadena L ya que éstos no son viables y mueren por apoptosis.

Una vez que los genes de la cadena L son rearreglados exitosamente, la cadena L comienza
a sintetizarse y se combina con la cadena Hma fin de formar la molécula de IgM. Dicha molécula se
expresara en la membrana junto con el heterodimero Iga-Igb constituyendo el BCR de clase IgM
caracteristico del estadio B inmaduro.

En las etapas de maduracion de los linfocitos B que hemos visto hasta el momento lo crucial
es generar rearreglos productivos de los genes de cadena H y L que permitan la expresién de una
molécula de Ig en la membrana. Aquellas células que logran generar su receptor antigénico y
expresarlo pueden avanzar a la siguiente etapa de maduracidn, en donde los mecanismos de control
cambian el foco de atencion hacia la especificidad del BCR. Es decir que, una vez que el linfocito
alcanza el estadio B inmaduro y expresa el BCR en la membrana , dicho receptor serd evaluado en
funcion de su capacidad de reconocer antigenos presentes en el ambiente del érgano linfatico
primario. La finalidad de esta "evaluacion" es controlar a aquellos linfocitos cuyos BCR pueden
reconocer moléculas propias, los cuales serian potencialmente peligrosos ya que podrian generar
respuestas de tipo autoinmunes. Este proceso de "evaluacién" se conoce como induccién de
tolerancia central. La especificidad y la avidez del receptor por esos antigenos determinara el
camino a seguir por el linfocito: sobrevivir y continuar madurando, o morir por apoptosis sin alcanzar

la madurez.

Induccién de tolerancia central de linfocitos B

Los linfocitos B inmaduros que no reciban sefial alguna a través de su BCR en la médula
Osea, son capaces de salir del 6rgano para continuar con su proceso de maduracion en el bazo. Por
el contrario, aquellos linfocitos B inmaduros capaces de reconocer antigenos propios en la médula
6sea son considerados peligrosos y "controlados" a través de diversos mecanismos dependiendo de

la intensidad de la sefial recibida por el BCR. Es asi, que los que reciben una sefal intensa a través
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del BCR moriran por apoptosis en la medula 6sea. Antes de morir, al linfocito B inmaduro se le da la
oportunidad de reemplazar el BCR autorreactivo por otro que no lo sea, a fin de evitar la muerte por
apoptosis. Este proceso se conoce con el nombre de edicion del receptor. Si el nuevo BCR
generado no es autorreactivo, el linfocito B inmaduro no entra en apoptosis y sale de la médula ésea
para continuar su proceso de maduracion. Si los distintos intentos de "editar" el BCR continGan
generando un receptor autorreactivo, la célula morird por apoptosis en la médula 6sea.

Por otro lado, aquellos linfocitos B inmaduros que en la médula 6sea reciban sefiales débiles
a través de su BCR, seran inactivados y entrardn en un estado permanente de no-respuesta, también
denominado anergia. Estos linfocitos autorreactivos abandonan la médula dsea pero, al no ser
capaces de activarse en la periferia, mueren relativamente pronto.

Vale la pena mencionar que, dado que no todos los antigenos propios pueden alcanzar la
médula ésea a fin de protagonizar la induccién de tolerancia central B, muchos de los linfocitos B que
continlan con su proceso de maduracion poseen BCR capaces de interaccionar con moléculas
propias. Dichos linfocitos son controlados en la periferia, a través de mecanismos de induccion de

tolerancia periférica.

Maduracién periférica de linfocitos B

Del total de linfocitos B inmaduros que se genera diariamente sélo un pequefio porcentaje
logra salir de médula 6sea y alcanzar el bazo, donde continGian con su proceso de maduracion. ¢ Por
qué se generan tantos linfocitos B inmaduros y sélo algunos sobreviven? Todavia esta pregunta sigue
sin tener una respuesta clara pero probablemente, la mayoria & los linfocitos B inmaduros sean
seleccionados negativamente en la médula 6sea durante la induccidn de tolerancia central debido a
gue sus BCR son capaces de reconocer moléculas propias. Sélo aquellos linfocitos B inmaduros, que
sobrevivan a la induccion de tolerancia central, saldran de la médula 6sea hacia el bazo, el 6rgano
donde culminaran su maduracion. En este estadio los linfocitos B, que se encuentran en la periferia
en un estado de transicién entre el estadio B inmaduro y maduro, reciben el nombre de linfocitos B
transicionales (BTr). Dentro de esta poblacion de linfocitos pueden diferenciarse dos
subpoblaciones bien definidas, BTr de tipo 1 (BTrl) o de tipo 2 (BTr2), que se encuentran en el bazo
ubicadas en distintos lugares anatémicos.

Durante d estadio BTrl, los BCR de dichos linfocitos también son "controlados" y sufren un
proceso de seleccién negativa si reciben sefiales a través de su BCR para reconocer moléculas
propias. A través de este mecanismo de induccién de tolerancia periférica, nos aseguramos que los
linfocitos B autorreactivos que han sobrevivido a la induccién de tolerancia central en la médula 6sea
no continlen su desarrollo y mueran por apoptosis en el bazo. Posteriormente, aquellos
sobrevivientes, daran lugar a los BTr2, los cuales aparentemente necesitan recibir sefiales de
sobrevida a través de su BCR, aun no bien definidas, para alcanzar el estadio de B maduro.

Numerosas evidencias demostraron que es necesaria ademas la presencia de ciertos
factores de sobrevida, tales como la citoquina BAFF, para la transicion de los linfocitos BTr1l hacia el

estadio BTr2 y B maduras. Una vez que los linfocitos han alcanzado su madurez, co-expresan en su
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membrana BCR de tipo IgM e IgD, sin embargo presentan una Unica especificidad dada por la
porcion variable de las Igs, que es idéntica. Esto se explica gracias a que una misma porcién VH
generada por recombinacion somatica puede asociarse con los genes Om (para dar la IgM) 6 Cd
(para dar la IgD).

Conclusiones

Los linfocitos B, al igual que el resto de las células del sistema inmune, se originan en la
médula 6sea a partir de un precursor comun. Existen miles de millones de linfocitos B distintos entre
si, cada uno de los cuales expresa en su membrana un receptor antigénico particular. La naturaleza
se las ha ingeniado para generar semejante diversidad de receptores utilizando sélo un conjunto de
genes, los cuales son rearreglados en forma distinta en cada uno de los linfocitos B en desarrollo.

Debido a como se generan las inmunoglobulinas, una vez que el BCR puede ser expresado
en la membrana, necesariamente deben existir mecanismos de control que evallen la especificidad
del mismo. Si bien durante la ontogenia de linfocitos B la mayoria de las células mueren por apoptosis
antes de alcanzar la madurez, este proceso, lejos de ser un gasto innecesario de energia, mantiene
el delicado equilibrio entre la diversidad y la autoinmunidad. El proceso de generacion de las
inmunoglobulinas nos asegura la gran diversidad necesaria para estar protegidos contra la amplisima
variedad de microorganismos existentes, sin embargo esta situacidbn acarrea conjuntamente la
aparicion de rearreglos capaces de interaccionar con moléculas propias. Es por ello que existen
numerosos mecanismos de control para evaluar la especificidad de las inmunoglobulinas generadas,
a fin de evitar la apariciéon de fenébmenos autoinmunes.

Aquellos linfocitos que sobreviven a los mecanismos de control y alcanzan el estadio B
maduro, co-expresan en su membrana BCR de tipo IgM e IgD, los cuales son especificos para
antigenos que aun no conocen, por lo que también reciben el nombre de linfocitos B virgenes. Dichas
células comienzan un tréafico linfocitario en busca del antigeno para el cual son especificas y, aquellas
gue lo encuentren, podran activarse, proliferar y diferenciarse a células productoras de anticuerpos.
Estos anticuerpos tendran la capacidad de reconocer al antigeno especifico y reclutar distintos

mecanismos efectores a fin de destruirlo.
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