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Ontogenia de los linfocitos B

Juan Carlos Balandran'?, Rosana Pelayo?

Resumen

El desarrollo de los linfocitos B a partir de células troncales hematopoyé-
ticas es un proceso altamente regulado y continuo en el que se pierden
gradualmente los potenciales de diferenciacién miltiple y se adquieren
funciones especializadas del linaje. A 50 afios de su descubrimiento,
el conocimiento actual de la diferenciacién temprana de las células
B proviene, en gran medida, del aislamiento y caracterizacién de los
progenitores en la médula 6sea que dan inicio al programa linfoide y
de la definicién de patrones de actividad transcripcional que contro-
lan las decisiones de los destinos celulares. De especial relevancia ha
sido la intercomunicacién de los precursores con los componentes del
microambiente hematopoyético para la generacioén de nuevos mode-
los que integren todos los elementos de regulacion de este complejo
proceso y para la comprension de esta rama del sistema inmunolégico
adaptativo en la enfermedad. Esta revisién ofrece un panorama gene-
ral del complejo proceso de diferenciacién linfoide: la organizacién
jerarquica y caracteristicas biolégicas de las células primitivas que
participan en sus etapas mds tempranas, hasta los principios que rigen
su interdependencia con el microambiente hematopoyético.

PALABRAS CLAVE: linfocitos B, progenitores linfoides tempranos,
médula 6sea, microambiente hematopoyético, diferenciacién linfoide.

Rev Alerg Méx 2016 Jan-Mar;63(1):71-79.
B lymphocyte ontogeny.
Juan Carlos Balandran'?, Rosana Pelayo?

Abstract

The B cell development from hematopoietic stem cells is a continuous
and highly regulated process where multiple differentiation potentials are
gradually lost while acquiring lineage specialized functions. At 50 years
of the B cell discovery, the current knowledge of its early differentiation
largely derive from the isolation and characterization of bone marrow
early progenitor cells initiating the lymphoid program, and from the defi-
nition of transcriptional activity patterns that control cell fate decisions.
Of particular relevance has been the intercommunication between B cell
precursors and key components of the hematopoietic microenvironment,
both for generation of novel models integrating all regulatory elements of
this complex process, and for the understanding of this branch of the adap-
tive immune system in disease settings. This review provides an overview
of the complex process of lymphoid differentiation: from the hierarchical
organization and biological characteristics of primitive cells involved in
its earliest stages, to the principles governing its interdependence with
the hematopoietic microenvironment.

KEYWORDS: B lymphocytes; early lymphoid progenitors; bone marrow;
hematopoietic microenvironment; lymphoid differentiation
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ANTECEDENTES

A lo largo de la historia, el campo de la inmu-
nologia del desarrollo de los linfocitos B ha
progresado paralelamente, aunque en direccién
opuesta al de la biologia de las células troncales
hematopoyéticas. Mientras que en el primer caso
la bisqueda de los progenitores tempranos en la
médula ésea evoluciond a partir de los hallazgos
funcionales en las células maduras, en el segundo,
la identificacion de las células seminales deter-
mind el establecimiento de los principios basicos
de diferenciacion de los sistemas complejos y
la construccién de modelos hematopoyéticos
jerarquicos basados en estadios criticos de di-
ferenciacién, compromiso y maduracién de los
progenitores y precursores. Asi, el conocimiento
generado en la interfase entre la inmunologia y la
hematologia ha tenido la mas notable contribu-
cion en la ontogenia de los linfocitos B.

En 1965 se reconocio la conspicua poblacién de
células B como un linaje hematopoyético linfoi-
de distinto, con un papel central en la respuesta
inmunitaria adaptativa y caracteristicas funciona-
les Unicas,™ pero no fue hasta 32 afos después
cuando la clonacién del progenitor linfoide comun
de ratén dio inicio a la elucidacién de su origen
celular? Los afos intermedios fueron clave en la
determinacion de sus cinéticas de proliferacion y el
descubrimiento de la composicion y mecanismos
moleculares de expresién de sus receptores de
antigeno (BCR),** en tanto que los subsecuentes
establecieron que la enzima recombinasa RAG1
marca el inicio del programa de diferenciacién
linfoide.”® La recombinacién somatica, asi como
las cascadas de senalizacion implicadas en la ac-
tivacion linfocitaria, fueron piedras angulares para
ambas piezas del conocimiento.®'%"

Los primeros pasos hacia el compromiso
linfoide

La hematopoyesis es el proceso de generacion
de los mas de 10 tipos celulares del tejido san-
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guineo. La demostracién en 1961 de su origen
clonal en una célula troncal'*'"* y posteriormente
de las propiedades biolégicas que definen a esta
célula, autorrenovacion y potencial de diferen-
ciacién multiple, establecieron el paradigma
de la diferenciacion celular a partir de sistemas
altamente complejos y organizados."'>'® Por un
lado, la identificacién fenotipica de las células
troncales hematopoyéticas en el higado fetal y en
la médula 6sea adulta del ratén,'” y por otro, la
intensa explotacion de modelos experimentales
para el estudio de su potencial y su regulacién
impulsaron la construccién de mapas jerarquicos
de diferenciacion. En ellos, el desarrollo linfopo-
yético temprano es guiado por combinaciones
de factores intrinsecos y microambientales que
impulsan la pérdida gradual de opciones de
diferenciacién en paralelo con una ganancia de
funciones especializadas.®*'" Al menos cinco
grandes compartimientos se han identificado en
esos mapas: el de las células troncales, el de los
progenitores multipotenciales, el de los proge-
nitores oligopotenciales, el de los precursores y
el de las células maduras (Figura 1).

El primer compartimiento corresponde a las
células mas primitivas: las células troncales
hematopoyéticas. Su aptitud clonal para recons-
tituir a largo plazo el sistema hematopoyético
de animales de experimentacion irradiados e
inmunodeficientes les merece el nombre de LT-
HSC (long term hematopoietic stem cells). En el
ratén, éstas residen en la fraccion LSK (por su
fenotipo Lin-Sca1+c-kit"), constituyendo aproxi-
madamente 0.1% del total celular de la médula
6sea, en donde coexisten todas las poblaciones
que carecen de expresion de marcadores de li-
najes maduros, que incluyen CD3, CD8, CD19,
CD20, NK1.1, CD11b, CD14 o Ter119.891¢ En
humanos, el antigeno CD34 ha resultado el
principal marcador para las células troncales
hematopoyéticas y los progenitores multi y
oligopotenciales. De las células hematopoyéti-
cas en médula 6sea humana, 0.5-5% expresan
CD34 y sélo una pequena fraccién (1-10%) de
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Figura 1. Ontogenia de los linfocitos B en el contexto jerarquico de diferenciacién hematopoyética. La hema-
topoyesis inicia en una célula troncal, a partir de la que se diferencian de manera gradual y continua los pro-
genitores que restringen su compromiso de linaje. El mapa muestra los cinco compartimentos que componen
el sistema hematopoyético, asi como las caracteristicas fenotipicas mas relevantes de las subpoblaciones en
diferenciacion provenientes de raton (izquierda) y humano (derecha).

HSC: célula troncal hematopoyética; MPP: progenitor multipotencial; LMPP: progenitor multipotencial pre-
dispuesto al linaje linfoide; ELP: progenitor linfoide temprano; MLP: progenitor multilinfoide; CLP: progenitor
linfoide comin; B/NK: progenitor de células B y NK; CMP: progenitor mieloide comdn; MEP: progenitor de
megacariocitos y eritrocitos; GMP: progenitor granulocitico y monocitico; MDP: progenitor de macréfagos y
células dendriticas; LI: linfocitos innatos.

Modificada de las referencias 14 y 15.

las células LinnCD34*CD38: estd enriquecida en
células troncales con capacidad de reconstituir
a largo plazo el sistema hematopoyético (Figura
1)."> Estas células expresan, ademas, antigenos
como CD90, CD117, CD133 y VEGFR2, que
las distinguen de células en estadios de dife-
renciaciéon mds avanzados. De manera notable,
el descubrimiento y caracterizacion biolégica

de las células troncales hematopoyéticas ha
trascendido en tal magnitud que su uso para la
regeneracion de tejidos y el rescate funcional
en enfermedades hematopoyéticas e inmunol6-
gicas ha revolucionado la Medicina moderna.

Las células troncales hematopoyéticas dan
origen a los progenitores multipotenciales, que
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conforman el segundo compartimento y el mas
heterogéneo del sistema. En éste, los progenito-
res han perdido la capacidad de autorrenovacion
y la de reconstitucién a largo plazo. En el ratén,
los estadios de transicién progenitor multipoten-
cial predispuesto al linaje linfoide y progenitor
linfoide temprano (early lymphoid progenitors)
son el inicio del programa de diferenciacién
linfoide, evidente por la expresién de la enzi-
ma recombinasa RAGT. Sus contrapartes en el
humano aparentemente residen en la fraccion
de progenitores multilinfoides (multi-lymphoid
progenitors). Rio abajo, la via avanza hacia los
progenitores oligopotenciales, que han incre-
mentado su capacidad de proliferacién, pero
sus potenciales de diferenciacion se restringen
a dos o tres tipos celulares. Aunque comparten
ciertas caracteristicas fenotipicas con las células
de los compartimentos anteriores, estos progeni-
tores tienen patrones de expresion antigénica de
acuerdo con el programa de diferenciacion que
inicia (Figura 1). A pesar de su inmadurez, las
células que residen en el acervo de precursores
unipotenciales son altamente proliferativas y
reconocibles por su morfologia a través de mi-
croscopia de luz. Este compartimento contiene
mas de 90% de las células hematopoyéticas
residentes en la cavidad de la médula 6sea." Por
ultimo, las células terminalmente diferenciadas
y en vias de maduracién son morfoldgica, feno-
tipica y funcionalmente distintas y se dividen
en dos grandes grupos: mieloides y linfoides.
Las primeras comprenden a los granulocitos
(neutréfilos, baséfilos y eosindfilos), monocitos,
macrofagos, eritrocitos, megacariocitos, células
cebadas y células dendriticas mieloides, mientras
que las segundas comprenden a los linfocitos B,
los linfocitos T y diversas subpoblaciones de cé-
lulas innatas, incluidas las células NK, las células
linfoides innatas (o linfocitos innatos) y algunas
categorias de células dendriticas de origen linfoi-
de. Las células de linaje mieloide son producidas
através de un proceso dindmico conocido como
mielopoyesis, en tanto que las de linaje linfoide
son consecuencia de la linfopoyesis.

2016 enero-marzo;63(1)

Progenitores linfoides de células B: luz a
través de los ratones RAG1-GFP

La poblacién de progenitores multipotenciales
predispuestos al linaje linfoide contiene proge-
nitores clonales con un potencial combinado de
células B, Ty mieloide,'® asi como restringidos a
linajes de B oT, y productores de células NK. La
regulacion negativa de la molécula de adhesion
VCAM-1"y la transcripcion del locus de la enzi-
ma que recombina los segmentos genéticos VD)
de lainmunoglobulinay del TCR, la recombinasa
RAGT, marcan a las células que apenas inician
el programa de diferenciacion hacia la estirpe
linfoide.” Por ello, los ratones knockin RAG1/GFP
se constituyeron como una herramienta particu-
larmente Gtil en la investigacion del proceso de
linfopoyesis temprana,”'*2%22 y permitieron el
aislamiento y caracterizacién de los progenitores
linfoides mas tempranos en el higado fetal y en
médula 6sea de los que se tiene conocimiento:
los progenitores linfoides tempranos. En ese
modelo, un alelo del gen RAG1 se reemplazé
por la secuencia que codifica la proteina ver-
de fluorescente y fue posible localizar la sefal
de fluorescencia por andlisis de citometria de
flujo, que corresponde con la transcripcién del
gen RAG1.7?° Las células que expresan RAG-1
pueden clasificarse en una serie de estadios de
diferenciacién, comenzando con la fraccion c-
kitSca1*GFP"y culminando con subpoblaciones
GFP". En el higado fetal y en la médula ésea
adulta, las células troncales y los progenitores
mieloides residen en la fracciéon GFP-, mientras
que los progenitores linfoides en la GFP*. Los
progenitores linfoides tempranos son parte de la
poblacion LSK, de fenotipo Lin-ckithSca-1+Thy1.1-
IL7-R- TdT*CD27+Flt3* y altamente sensibles al
tratamiento con estrégenos.”'*** Su potencial
para generar todas las lineas de células linfoides
es muy alto, asi como para producir células del
sistema inmunolégico innato linfoide, pero el
potencial de diferenciacion mieloide es reducido.
Acorde con estas caracteristicas, los progenitores
linfoides tempranos transcriben genes asociados
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con linajes linfoides como gata-3, ebf, b29 y dan
origen a la fraccién de pro-linfocitos Lin-ckit°Sca-
1*Thy1.1-FIt3*GFP*, que desregula la expresién de
c-kite incluye a la mayor parte de los progenitores
linfoides comunes o CLP (common lymphoid pro-
genitors). La participacion de estos progenitores
estd marcada por la expresion en superficie del
receptor de IL-7 (IL-7R) y su distintiva sefnaliza-
cién por STATS, y aunque tienen cierta actividad
clonogénica de T, B y NK (lo que originalmente
les valié su designacion), se reconocen como los
mas eficientes precursores de linfocitos B.2*

De la “fraccion A” al BCR y la migracién
periférica

Otro parteaguas en la construccién del mapa
de diferenciacién linfoide se establecié con
los trabajos de Hardy, en 1991, en los que se
identificaron las principales subpoblaciones
con participacién de linaje B en la médula
6sea y se propuso un esquema secuencial de
diferenciacién rio abajo de los progenitores
linfoides comunes.?>2¢ El compartimento celular
mas primitivo exhibia un fenotipo B220*CD19-
CD43*CD247 y se denominé fraccién A. Esta
fraccion comprende tres subpoblaciones defi-
nidas no yuxtapuestas: DX5Ly6C* (45-55%),
DX5*Ly6C- (30-35%) y DX5-Ly6C- (16-20%), de
las que sélo la dltima tiene potencial precursor
de células B'*?728 y se denominé pre-proB. La
caracterizacion reciente de células de linaje no-B
dentro de las otras dos subpoblaciones (DX5-
Ly6C*y DX5*Ly6C") y sus controvertidos origenes
incrementaron la complejidad del sistema linfo-
hematopoyético. Dos categorias de células
dendriticas plasmacitoides (pDC) residen entre
las DX5Ly6C* de la fraccion A que expresan
CD11¢,* mientras que la subpoblacién cohorte
DX5*Ly6C- contiene células que coexpresan el
marcador NK1.1 y que se identifican como IKDC
(interferon-producing killer dendritic cells) con
poderosa capacidad citotéxica y antitumoral,
asi como de produccién de IFN-y.?
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En conclusion, parte de la fraccién A correspon-
de a células del sistema inmunolégico innato,
como las pDCs, NKs e IKDCs, que tienen su
origen en progenitores linfoides tempranos y
cuyo brazo de diferenciacién aparentemente es
previo e independiente de la participacion de
los precursores en la ruta de células B pre-proB.
Hay grandes expectativas acerca de la posible
inclusiéon de otras células linfoides innatas de
reciente descubrimiento dentro de la fraccion
A de Hardy.

La regulacién positiva de CD19 es uno de los
sellos mas tempranos del compromiso del linaje
B, que participa en la transduccién de senales
de las células en el proceso de diferenciacion.
Las células denominadas pre-proB residentes
en la fraccion A2 de Hardy expresan IgH en
linea germinal, ademas de genes que codifican
para componentes de los receptores pre-B y B,
como mb-1, B29y |5, y factores de transcripcion
necesarios para la diferenciacién, como Pax5 y
E47 (Figura 2). Las senales de IL-7 son criticas
en esta transicion, como lo indica el bloqueo
profundo en el desarrollo de B a nivel de la
fraccién A2 de la médula 6sea de ratones defi-
cientes en IL-7R.23" Los subsecuentes estadios
independientes de antigeno son guiados con la
finalidad de expresar moléculas de inmunoglo-
bulina funcionales en membrana y, de manera
orquestada, diversos factores de transcripcion
estan implicados en esta ruta (Figura 2). De
ellos, PU.1, lkaros, E2A, Bcl11a, EBF y Pax5
participan en la determinacién del compromiso,
la especificacion del linaje o ambos. La deficien-
cia de PU.1 resulta en que Flt3 y EBF no sean
expresados, bloqueando la diferenciacion de
células B.32 E2A es decisivo para la activacién de
RAG, y sus productos, directa o indirectamente,
regulan la expresion de Pax5, que a su vez regula
la expresion de genes especificos de células B,
incluyendo CD19."'® Ademas, un nimero de
genes que participan en la sefalizacion del re-
ceptor pre-B, como mb-1, éA5, VpreB y B29, asi
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Figura 2. Regulacion intrinseca y microambiental del
desarrollo temprano del linaje B. En la médula 6sea, la
transicion de los estados de diferenciacion linfoide B
depende de los programas genéticos en concordancia
con senales proporcionadas por el microambiente
hematopoyético. Las células estromales altamente pro-
ductoras de CXCL12 conforman los nichos linfoides
tempranos, en tanto que su contraparte productora de
IL-7 sostiene las etapas precursoras proB. Las células
preB adquieren independencia de IL-7 concomitante
a la formacién del pre-BCR. La produccién de células
B inmaduras va acompafiada de su migracién a la
periferia. Se muestran los factores de transcripcién que
participan mas activamente en la via de diferenciacién
de linfocitos B.

HSC: célula troncal hematopoyética; MPP: progenitor
multipotencial; ELP: progenitor linfoide temprano;
CLP: progenitor linfoide comun.

Modificada de la referencia 11.

como RAG1/2 y TdT requeridos para el rearreglo
de inmunoglobulinas, son blancos potenciales
para las secuencias de unién a ADN de E2A.*
EBF comienza su expresion en los progenitores
linfoides tempranos y en coordinacién con los
productos de E2A, EBF es clave en el control pre-
vio al rearreglo de genes de inmunoglobulina.

Por Gltimo, la funcién de Pax5 es esencial para
la represién de la transcripciéon de genes no
linfoides y no B.>*** Entonces, en esta red de

2016 enero-marzo;63(1)

regulacion, el desarrollo de progenitores mul-
tipotentes es dependiente de PU.1 e lkaros,
mientras que la especificacién y el compromiso
de las células pro-B son dependientes de E2A/
EBF y Pax5.

En humanos, a partir del progenitor de células
B y NK (B/NK) se derivan las células pro-B con
fenotipo CD34*CD19*CD10*y de ahi secuencial-
mente las pre-Bl grandes CD34*CD19*CD10~,
pre-Bll grandes CD34-CD19*CD10*, pre-BlI
pequenas CD34:CD19*CD10*, B inmaduras
CD34-CD19*CD10*slgM* hasta la produccién
de B maduras CD34-CD19*CD10slgM*slgD+,
que a la larga se exportaran a los tejidos linfoides
periféricos para cumplir su funcién de recono-
cimiento de antigeno, activacion y produccion
de anticuerpos especificos.” La linfopoyesis de
B en humanos parece cumplirse sin el estricto
requerimiento de la IL-7.

El microambiente hematopoyético en la
regulacion de la linfopoyesis de B

Las células primitivas y las terminalmente di-
ferenciadas crecen en estrecha comunicacion
con el microambiente de la médula 6sea y en
exposicién a combinaciones y concentracio-
nes variables de citocinas." La contribucion
de células estromales, osteoblastos y células
endoteliales en los distintos estadios de diferen-
ciacion linfo-hematopoyética es decisiva.>*3¢ El
microambiente especializado que sostiene a las
células troncales constituye el nicho hematopo-
yético que promueve el mantenimiento de las
células troncales hematopoyéticas a lo largo de
la vida. Se propone que para que un microam-
biente se considere nicho deben satisfacerse dos
criterios: que en él resida la célula progenitora
in vivo y que promueva su mantenimiento. A la
luz del conocimiento actual existen al menos
tres tipos de nichos: el osteoblastico, el vascular
y el reticular. El primero de ellos esta en el en-
dosteo y da soporte a través de los osteoblastos
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a las células troncales hematopoyéticas.*® Los
osteoblastos proveen sefiales reguladoras de la
quiescencia a la poblacién de células troncales
hematopoyéticas a través de la via no canénica
de Wnt, angiopoyetina, trombopoyetina, SDF-1/
CXCL12 y osteopontina. Por su parte, el nicho
vascular reside alrededor de los sinusoides y a
través de su endotelio las células hematopoyéti-
cas pueden entrar y salir de la circulacién. Este
nicho es aparentemente inductor. En el lumen
de la médula 6sea tiene lugar la mayor parte de
los procesos de diferenciacién linfoide tempra-
na. El ambiente perivascular esta marcado por
células reticulares altamente productoras de
CXCL12 y de IL-7 que promueven la diferen-
ciacién de los precursores B (Figura 2). Ademas,
otras células, como las mesenquimales con
potencial para generar hueso, cartilago y grasa,
son reguladores esenciales de la hematopoyesis
normal.?”?8 El nicho endosteal CXCL12+ Nesti-
na+, y posiblemente el endotelial, mantienen
a las células troncales hematopoyéticas en
ciclos de prolongada quiescencia en los que
alrededor de 70% de las células estan en G,
presumiblemente debido a la expresion de
factores genéticos intrinsecos que inhiben el
ciclo celular, como p21 y pTEN , asi como a
la actividad de diversas moléculas de ancla-
je.>>41 Diversos estudios indican que la mayor
parte de los progenitores linfoides tempranos
pasan también un tiempo considerable en G '®
en nichos de células estromales CXCL12+,
[lamadas CAR (CXCL12-abundant reticular
cells)*4y que esta condicion quiescente puede
ser importante en el control del tamafio de la
poblacién y para la integridad de las células
que reabastecen el sistema inmunoldgico a lo
largo de la vida.'® De especial importancia es
la estrecha comunicacién y dependencia del
estadio temprano pre-proB y el mds tardio de
células plasmaticas a las células CAR, mientras
que en la etapa proB la dependencia esta rela-
cionada con células estromales que producen
IL-7 (Figura 2). La relevante investigacion de
Nagasawa y colaboradores sugiere entonces
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que en la médula 6sea las células CAR consti-
tuyen los nichos del desarrollo de células B y
que la investigacion del papel de CXCL12 en
la patobiologia de las enfermedades de este
linaje —leucemias, linfomas y mielomas— sera
prioridad de la investigacion biomédica en los
afos venideros. Para lograrlo, debe considerarse
que la arquitectura tridimensional de los nichos
es decisiva para la adecuada regulacién del
proceso hematopoyético, por lo que existe un
especial interés por el desarrollo y aplicacién
de modelos de estudio tridimensionales (3D),
asi como la construccion de organoides que
promuevan las interacciones que inician y
mantienen los procesos de diferenciacion de
los precursores B, tanto en la normalidad como
en emergencia hematopoyética.

Perspectivas

Por su importancia para la practica clinica,
posiblemente una de las prioridades del mun-
do biomédico sera definir los mecanismos
que perturban los patrones de diferenciacién
temprana de las células B en circunstancias
patolégicas de inflamacién, autoinmunidad,
inmunodeficiencias y cancer. Nuevas y pode-
rosas plataformas de estudio, experimentales
y tedricas, que consideren la complejidad
de la intercomunicacién hematopoyética-
microambiental, seran indispensables para el
cumplimiento de esta labor.
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